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RESUMEN

En los sistemas de cultivo mtensivos y semi-intensivos de camarones peneidos, fa acumulacion det
amonio es uno de los principales procesos que desencadenan aiteraciones en 1os organismos a nivel
bioguimico, fisioldgo y conductual, disminuyendo Ja produccidn del recurse acuatico. En el presente
trabajo se evalud el efecto subletal del amonio en juveniles de Lifopenaeus seliferus, especie con
gran potencial de cultivo en el Golfo de México. Con este propdsito se realizaron hicensayos de corto
plazo de 1 dia y crénicos de 21 dias en juveniles {1.58 + 0.03 g peso himede). Las concentraciones
sybletales evaluadas fueron 0.2, 0.4 y 0.7 mg N-NH; 1% (1.9, 3.7 v 6.6 mg N-AT I,
respectivamente); un grupo sin exposicidn al amanic se considerd como grupo testigo. Los
bioensayos se realizaron a 28 + 1 °C, 25 £ 1 %e de salinidad, pH 8.2 £ 0.1 y 5.4 mg O, I', Al cabo
de los 21 dias de exposicion, sdlo en la condicion de mayor concentracidn de amonio se obtuvo una
mortalidad del 30%. E! consumo de oxigeno de los camarones se alterd en exposiciones a corto
plaze {10-24 h) por la exposicion a 0.4 y 0.7 mg N-NH; I*; sin embargo, en exposiciones crénicas
(21 dias) no se chservd alteracidn en la tasa metabdlica. La ampitud metabdlica de los organismos
se modificd por J& accién del amonio independientemente del tiempo de exposicion. La excrecion del
ameonio de los camaronés en exposiciones cortas, se mantuvo sin cambios; en contraste, fa
excrecidn se inhibid en 108 organismos expuestos de manera crdnica a 0.2 mg N-NH; I La presion
osmética de los camarones fue mayor en los expuestes 1 dia en 0.4 mg N-NH; I'! y 52 mantuve sin
cambios a los 21 dfas de exposicion. A pesar de que la contribucion de los iones Na+, K+ y C- ala
presion osmotica de la hemolinfa permanece constante, la concentracion del Na* vy del < en la
hematinfa se modifica principalmente en 0.2 v 0.4 mg N-NH; ' La acumulacidn del amonto en la
hermolinfa en los organismos expuestos por 1 diz al amonio es mayor en 0.7 mg N-NH; I sin
embargo a los 21 dias, la acumulacidn del téxico se observa en concentraciones desde 0.2 mg N-
NH; I, este comportamiento se refaciona con ia alteracidn de la excrecion de amonio obtenido
durante el mismo periodo. Los niveles del amonto en el tejido branguial indican que éste funciona
come primer drganeo blanco de acumulacion del amonio alin en exposiciones a corto plazo, mientras
que el hepatopancreas funciona como organo de acumulacidn de! amanio en los dos tiempos de
exposicidn; en contraste, la acumulacion del amonio en ef miscuio no se ve alterads por la
exposicien al contarninante. Los resuitados obtenidos permiten afirmar que f2 urea no desempefa
un papei central en Iz desintoxicacdn del amonie de {os Juveniles de [ setiferus. Asl mismo, |2
actividad de la arginasa no indica claramente $1 I urea se forma por esta via en el caso de gue
desempehara un papel en la desintoxicacidn del amonio en estos organismas, por lo gue se propone
la reafizacion de estudios gque permitan determinar 1 posible intervencion de 1a ruta uricolitica como
el mecanismo de desintoxicacion dgl amonio en L. seéferus.
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El camardn blanco Litopenaeus setiferus (Linnasus, 1767} es una especie que presenta un gran
potencial para su cuitivo 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 mas
criticas durante el proceso de engorda y es la que ademas determina el éxito productivo del recurso.
Al igual que para oltros crustaceos, moluscos y peces, bajo condiciones de cultivo se presentan
ciertas condiciones fisicoquimicas del agua que pueden alterar la integridad fisioldgica de los
arganismos y por lo tanto limitar su preducadn, En este sentido, la acumulacién del amenio
determina su accidn como contaminante en los ambientes acuaticos (Russo, 1985) y es uno de los

principales factores que limitan el cultivo de {os camarones peneidos {Chen et a/, 1988}

En los ambientes acuaticos, el amanio estd presente en dos formas quimicas: una ionizada (NH;™) v
otra no ionizada, en estado gaseoso (NHs). La proporcion de las dos meléculas varia de acuerdo con
la temperatura, salinidad y sobre todo con el pH de la solucidn. El amoniace (NH:) disminuye con &
incremento de fa salinidad y aumenta con el incremento de la temperatura y del pH {Whitfield, 1974;
Bower vy Bidwel, 1978). El amonio es la principal fiuente de nitrdgeno del fitoplanctor v de las algas
en ambientes acudticos, asi como de las bacterias Mtrosomonas en ambientes terrestres y acudticos
(Collins ef af, 1975 y Hargreaves, 1988); sin embargo en ciertas concentraciones, el amonio es
considerado como un toxico para los animales. La toxicidad de este compuesto depende de la
sensibilidad de cada especie. En los ambientes acudticos, usualmente la mayor proporcidn se
encuentra como ion amenig. SIn embargo, en los antnales acudticos el amoniaco {NH.) se considera
come el principal téxico debideo a su tamafio, a su carencia de carga idnica y a su naturaleza lipofilica
que facilita su difusidn a través de las membranas cefulares y por lo tanto a través de la branquia
(Wnght, 1995}, En contraste, el NH," s lipofdbico y penetra en menor grado por las membranas
celulares (Kormanik y Cameron, 1981; Jobling, 1994},

A posar de la reclaaificacion del Generg Ponaens (Perez-Fartante y Kensley, 19971 en el pesente trabajo se utiiza ol nombie

centifico de 1as especies como oparceen ¢n los teahdjes atados
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Diversos estudios demuestran que el incremento de las concerittaciones de amonio en los sistemas
de cultivo altera numerosas respuestas fisicldgicas de los camarones. Alcaraz ef al (1999)
establecen que el consumo de oxigeno de las postlarvas de Litopenseus setiferus disminuye al
exponerse en $.4 y 0.7 mg N-NH; I, En juveniles de L. setiferus la tasa respiratoria e reduce en
organismos expuestos durante lhora (h) en 0.7 mg N-NH; i (Robles, 1997). En los decépodos
Notastornus gibbosus y Cancet magister, la exposicion a 20 mmol 1! de N-Amenio total (N-AT; 0.36

g ') reduce la afinidad de la hemocianina por e! oxigeno alterande de esta manera el metabolisma
aerobio (Sanders et g/, 1992).

En concentraciones mayores de 10 mg N-AT 1" 2 excrecién nitrogenada de Penasus chmens:s es
alterada, debido a la inhibicién en el funcionamiente de las ATP-asas branquizles con la consecuente
acumulacion de amenio en la hemolinfa (Chen y Nan, 1992). De manera similar en juveniles de L.
setiferus la excrecion de amonio se inhibe en organismas expusastos 1 hen 0.4 mg N-NH; Ty en los
expuestos 10 dias {d) en 0.4 y 0.7 mg N-NH; I (Robles, 1997). Por otra parte, concentraciones
elevadas de amonio deterioran los procesos involucrados en la osmoaregulacidn provocando una

disminucién significativa en los electrolitos de la hemolinfa de 2. japonrcus (Chen y Cheng, 1993a;
Lin et &/, 1993 y Chen y Chen, 1996).

El amonio a su vez puede alterar [a tasa de muda v el creamiente de los peneidos. Al respecte, Chen
y Kou {1992) reportan gue en juveniles de £. japonicus el crecimiento se reduce en un 35% y 55%
en concentraciones externas de amonio de 0.35 y 0.7 mg N-NH; I, respectivamente. En postiarvas
de A. monodon el crecimiente disminuye un 4.4 v 6.5% en 3y 6 mg | * de amonio (Noor-Hamid ef
&/, 1994), en tanto que en postlarvas y juveniles de A setiferus el crecimiento relativo se reduce
significativamente en un 97 y 50%, respectivamente al ser expuestas 5 d (posttarvas) vy 10 d
{juveniles) en 0.7 mg N-NH; [ (Rables, 19971,

Dependiendo tanto de la concentracién del amonio como del tiempo de exposicidn a éste, los
organismos poseen mecanismos que permiten contrarrestar su accion toxica. Al respecto, Chen y
Cheng (1993b) reportan que a partir de 4.6 mg N-AT 1! en los subadultos de 2 menodon se
presentan mecanismos de desintoxicacidn al amonio al cambiar su patron de excrecion de
amoniotélicos a urestéhcos. De esta manera, 12 formacién v elminacion de urea s propone como
un mecanismo que reduce o efecto toxico del amonwo acumulade ¢n el medw terno de los
peneidos. Sin embargo, no sé conoce con exactitud cual es la rula metabohca por la cual |2 urea se
sinteliza en los crustécens, De manera general, se propone gque la sinlesis de ured en los
orgamsmos ocurre por ¢l celo de la urea, por fa ruta unicolitica o por la hidrélisis de fa arginma o

través de la argmasa (Figura A, B y C de Anexo, respectivamante; Claybiook, 1983; Campbell,
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19591). Claybrook (1983) indica que en crustdceos la urea se origina a través de dos rutas diferentes:
la hidrélisis de |z arginina y la degradacidn del acido Grico a través de la ruta uricolitica, debido a
que carecen de un ciclo de urea funcicnai. Se propone que £. japonicus y F. monodon son capaces
de sintetizar urea a partir de la hidrdlisis de arginina en ambientas elavados de amaonio Chen y Chen,
1997; Chen y Chen, 2000). Asi mismo, se propone que en juventes de 2. monodon la urea se
sintetiza a partir de CO, y de amonio al exponerse en concentraciones mayores de 9.6 mg N-AT |*
(Chen y Cheng, 1993b}.

$e han propueste ofros mecanismos de desintoxicacidn de! amonic en organismos acuaticos.
Spaargaren (1985) indica que en Careins maenas ia formacion del nitrato puede participar en la
desintoxicacion del amonio (citade en Chen y Chen, 1957). Por su parte Schmitt y Santos (1999)
sugieren que ios juveniles de P. paulensis al ser expuestos en concentraciones sublefales de amonio,
acumulan unz gran cantidad de amenio en alguna regién corporz! o es transformado a otros
compuestos nitrogenades a excepcicn de urea y urato. King ef af, (1985) sefialan gue ia glutarina
desempefia un papel importante en la desintoxicacidn y el transporte del amonio en Carcinus
maenas, Cancer iroratus y Cancer boreaks. Por su [ado, Greenaway (1991; citado en Chen y Chen,
2000) propone que en crustdceos decdpodos existen @ su vez varias rutas involucradas en la
desintoxicacidn del amonie cuando éste se acumula en niveles elevados en el interior de los
orgarismos o cuando la excrecdn es inhibida; las rutas propuestas incluyen lg sintesis de glutamina,
de acido glutédmico, de alanina, de serina, de purinas y de urea. En este sentido, en Cancer pagurus
la concentracion del glutamato se incrementa durante |z emersidn, &l ser incapaces de excretar

amonio {Regnault, 1952).

Estudios previos sefialan que la excrecidn de amonio en juveniles de (. setiferus al exponerse 1h en
concentraciones desde (.4 mg N-NH, !' es negativa (-561.17 ug N-aT b'lg'PH) lo que sugiere la
incorporacion de este compuesto haca el medio interng de log camarones, Este comportamiento
sugiere que estas organismos poseen mecanismos de degintoxicacidn del amonio (Robles, 1997).
Por lg anterior, se destaca la importancia de realizar estudios que permiten determinar cuales son
los mecanismos por los cuales los organismos de esta especie son capaces de eliminar este
compuesto, asl como conocer los probables efectos Tisiologicos y/o las estrategias adaptativas ante

el amomo como esresor amental.




CRIETIVOS

OBJETIVOS

GENERAL

Determinar el efecto de concantraciones subletales de amenio a diferentes respuestas fisioldgicas y
bioguimicas en juveniles de Litopenacus setiferus.

PARTICULARES

1. Determinar el efecto del amonic sobre el consumo de oxigeno de ios juveniles de L. setiferus.

2. Determinar si fas concentraciones subletales de amonio modifican ef patrén y la forma de
excrecian def nitrégeno.
Determinar el efecto det amonio en la regulacién idnica y osmbhica de los juvendes.

4. Evaluar Ja acumulacion de amonic vy de urea en la hemolinfa v en el tejido (branquia,
hepatopancreas y musculo} de los camarones.

5. Evaluar la actividad enzimética de la arginasa en condiciches subletales de amon© v relacionaria

con &l posible mecanisma de desintoxicacidn del amonio,

MATERIALES Y METODOS

1. CAPTURAY MANTENIMIENTO

Los Juveniles de L. setiferus fueron capturados en 1a laguna de Términos de Cd. del Carmen, Camp.,
con una red de arrastre tipo “chango” y con tiempos de arrastre menores de 5 minutos parg evitar
un estrés excasivo de los animales. Durante la captura la salinidad vand de 4 2 10%s., el oxigeno
disuelto se mantuve a saturacion vy 1a temperatura ascild entre 20 y 25°C. Los camarones de 2 g de
peso himedo se transportaron ai Laboratorie de Biologia Marma Experimental en bolsas de
polietileno con agua de la zona de captura, Los juveniles se colocaron en estanques de 500 1 de
capacidad y se mantuvieron durante dos dias bajo las nusmas condiciones fisicoguimicas del agua
del ugar de la captura.

Los organismos se transportaron a 13 ciudad de Méwco al laboratorio de Ecofisiclogia en bolsas de
poletilenc en un ambente saturado de oxigeno y con una temperatura de 22 a 25 °C, para
disminuir su metabolismo y asegurar una disminucidn del estrés, Una vez en ta Cludad de México (s
orgamsmos se colocaron en gcuarios de 200 | de capaadad aditades con filtro biclegico, cf cual
mantluvo los nivelas de amomio ¥ de nitrito en valores cercanos a cero mg ' El agua de 105 dcuanos
se manluvo a tempetratura ambienle, ol pH entre 8.2 y 8.3, la salimdad a 10 %o, ef oxigene disucito

(0D} a salwacon y o fotaperioda en 12:17 h luroscundant Futas condiciones 56 mantuvicron




OBJETIVOS

OBJETIVOS

GENERAL

Determinar el efecto de concentraciones subletales de amonio a diferentes respuestas fisioldgicas y
bioguimicas en juveniles de Litopenaeus setiferus.

PARTICULARES

1. Determinar el efecto del amcnio sobre ef consumo de oxigeno de fos juveniles de £. setiferus.

2, Determinar si las concentraciones subletales de amonio madifican el patrén y la forma de
excrecién del nitrégenc.
Determinar el efecto del amonio en la regulacién 16nica v osmotica de los Juveniles.

4, Evaluar la acumulacion de amonio y de urea en la hemoiinfa y en el tejido (branquia,
hepatopancreas y musculo) de los camarones.

5. Evaluar ia actividad enzimatica de la arginasa en condiciones subletales de amonio y relacionarla
con el posibie mecanismo de desintoxicacién del amonio.

MATERIALES Y METODOS

1. CAPTURA Y MANTENIMIENTC

Los Juveniles de {. set#erus fueron capturados en la laguna de Términos de Cd. de! Carmen, Camp.,
cen una red de arrastre tipo “chango” y con tiempes de arrastre menores de 5 minutos para evitar
un estrés excesivo de los animales. Durante fa captura la saliudad vand de 4 a 10%o, el oxigeno
disuelto se mantuvo a saturacidn y Ja temperatura oscilé entre 20 y 259C. Los camarones de 2 g de
pesc himedo se transportaron al Lzboratoro de Biologia Marina Experimental en bolsas de
polietileno con agua de la zona de captura. Los juveniles se colocaron en estanques de 500 | de
capacidad y se mantuviercn durante dos dias bajo las mismas condiciones fisicoquimicas del agua
def lugar de la captura.

Los orgamsmos sé transportaron a la cudad de México al laboratonio de Ecofisiologia en balsas de
polietileno en un ambiente saturado de oxigeno y con una temperatura de 22 a 25 °C, para
disminuir su metabolismo v asegurar una disminucion del estrés. Una vez en la Cludad de México los
orgamisimos s¢ colccaron en acuarios de 200 | de capacdad aditados con filtro bioidgico, el cual
mantuvo los mveles de ameonio y de nitrile en valores cercanos a coro mg ', Bl agua de los acuanos
se mantuvo a temperalura ambiente, ¢l oH entre 8.2 v 8.3, 1a salimidad a 10 %s, ¢l oxigeno disucito

(OD3 a saturacign v ¢l fotoperioda en 12 12 h lusoscundad  Dates condiciones o mantuvieron




MATERIALES ¥ METODOS

durante tres dias (d), para permitir la recuperacion del estrés de los organistnos criginada por la
manipulacidn y el transporte. Una vez transcurrido este tiempo se incrementd la temperatura y fa
saknidad 1°C/d y 2%o/d, hasta liegar a 280C y 25%o, respectivamente. Los ofganismos se
mantuvieron en estas condiciones § dias antes de la exposicidn a las concentracionss subletales de
amenio. Las mediciones de los pardmetros fisicoquimicos del agua se evaluaron diariarmente con un
termometro (Brannan = 0.5 2C), un polenciémetro {Trans Instrument + 0.05), un refractémetro
{Atago £ 0.5 %o} y un oxitmetso (YSI 54A £ 0.05 mg O, 1.

Durante ef tiempo de mantenimiento los camarones se alimentaron tres veces al diz con camaronina
35% de proteina (Purna 5. A. de C. V,; Tabia A Anexc.) &l 10 % de su peso corporal que son
condiciones apropiadas para el requerimiento nutritive de los juveniles (Gaxiola, 1994). Las horas de
alimentacion fueron alas 8, 14y 20 hr.

2. PRUEBAS DE TOXICIDAD

Las concentraciones subletales de amonio utiizadas en el presente estudio se eligieron a partr de
bioensayos previos de toxicidad cronica en postlarvas y juveniles tempranas de L. seliferus (Robles,
1997). Lo anterior permitié a su vez establecer comparaciones entre diferentes estadios de la
especie para profundizar en la capacdad de respuesta de {os organismos ante fa acumulacion
ambiental del among. A su ver @stas concentraciones se determinaren a partir de biognsayos de
tovcdad aguda y ademds son concentracionss que se presentan en sistemas de cultive intensivo y
semi-intensive de camarcnes peneides. En B penicilfatus 1as concentraciones de N-NHy en sistemas
de cultivo llkegan alcanzar valores de 0.16 hastz 0.87 mg ' (Chen er &/, 1988). En México, en el
cultvo  semi-intensivo del camaron L. siyirositris se obtienen concentraciones de 0.03 a 0.8 mg N-

NH3 1-1, que dependen tanto del ciclo diurno como del anual (Franco, 1998).

Las concentraciones de amonio ufilizadas fueron 0.2, 0.4 v 0.7 mg N-NH; I, correspendientes a 1.9,
3.7 v 6.6 mg amonio I''; un grupe de organismas sin exposicidn al amonio se considerd como
testigo Las concentraciones expenmentales de amonio no ionizado (NH;) se obtuvieron a partir de
una solucidn madre de ¢loruro de amonic (NH.CI, Baker, 99.7% pureza), considerando la sahmdad,
la temperatura y el pH del agua de ios acuarios experimentales. Las cencentraciones de N-amono
total (mg N-AT 1) sa determunaron a partr de (@ técnica colonmeétnca azul de indofencl (Tabla 1;
Rodicr, 1981} de muestras de agua de fos acuanos. Las concentraciones del N-amon no wonizade

mg N-NH ') se detarminaron a partir de las ecunciones de Bower v Bdwell {1978):
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%N- NHz =(100/(1+ antlog(pKm -pH)Y

Tabla 1. Técnica colorimétrica Azul de Indofeno!.
Rodier, 1981.

REACTIVO VOLUMEN
Muestra 2.5 m!
Sol. Fenol 100 ul
Sof, Nitroprusiatc 100
Sol. Oxidante 250 Ml

Mezclar y ieer a 645nm

Las exposiciones a las concentractones subletales de amenio se establecieren de corto plazo (24 h o
1 d) y de largo plazo (21d). Para la exposicion a 24 horas se colocaron 20 organismos en acuarios
de 40 | por condicién expenmenta! v se mantyvieron sin alimento. Al fingl de ias pruebas de
toxicidad de corto y largo plazo, se sacrificaron los organismos v se ¢btuve el peso himedo (g PH)
de los camarones en una balanza analftica (Sartorus; £ 0.05 mg).

Para determinar el efecte de ia exposicion cronica (21 d) ai amonio en los juveniles de L, setiferus se
realizaron bioensayos semiestaticos con recambio diario del 33% del volumen de agua de los
acuarios durante el cual se retiraron las heces vy el almento remanente. Lo anterigr immudid el
incremento del amonio originado por (3 excrecion misma de fos organismos v por la amonificacion de
las freces y del alimentd remanente, a su vez avitd un cambio en el pH del medio acuatico que
conllevaria a un cambio en fa concentracion del amomace. Asi mismo, 1@ concentracion homogénaa
del amonio en cada dispositivo expermental se obtuvo a través de la arreacidn permanente que
presentaba cada acuaro. La awescidn se mantuva en un nivel minmo necesano para evitar ia
difusion del NHj3 haca la atmbsfera pero que a su vez fuera suficlente para mantener una
concentracion de oxigeno disuelto mayor a 4 0 mg I para evitar que los organsimos estuvieran en
condicianas de hipaxia.

En Iz exposicion a (arga plazo {21 d) los juveniles de L. setiferus (1,58 + 0.03, g PH) se colocaron al
azar cn acuanos de 40 | de capacidad vy acondicionados con 12 divisiones de malla de polietlsno
cada uno. Para cada concentragion de amomng s¢ emplearon dos acuanios mantendos en las mismas
condiciones, Diez organismos por concentracidn de amonio se colocaron en cada una de las
divisiones de 105 gcuanios; en una de las divisones se colocd of termostato que mantera constane

[a temperdtiia (289 v en o restante se colodd la areacidn. Los camorones se cologaron on los
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acuarios 24 horas antes de la dosificacion de las concentraciones de amonio, periodo en el cual
permanecieron en ayuno (Molna ef al, 1997). En los ensayos cromicos, los organismos se
alimentaron con camaroning una sola vez al dia (35%; Purina §.A de CV.; Tablz A Anexo) al 5% de
su peso corporal dnicamente una vez al dia para evitar € estrés producido por el retiro diario de!

alimento remanente y de las heces producidas.

En los bioensayos de corto plazo (24 h) las evaluaciones de la concentracion externa de amonio se
realizaron inmediatamente después de la dosificacidn del centaminante, £n los bicensayos cronicos
estas determinacicnes se realizaron 2 veces al dia, antes y después del recambio de! agua, Durante
los experimentos los pardmetros fisicoquimicos del agua {temperatura, salinidad, oxigeno disuelto y
pH) se mantuvieron simiiares a los de Ja etapa de mantenimiento {Rosas ef a4, 1999),

Para determinar el efecto tdxico de la exposicidn a corta v largo plazo de concentraciones subletafes
de amomo, se evaiud el consumo de oxigeno, la excrecidn de amonio y de vrea. También se
determind fa acumulacién de amonio, de urea y de los iones Na*, K™ y CI en la hemolinfa. Asi
mismo, se determund la acumuiacidn del amonio v de fa urea v la actividad enzimatica de la
arginasa en las branquias, el hepatopancreas y &l misculo de fos organismos. Todos los camarones
analizados se encontraban en etapa de intermuda por ser una condicién en donde no se presentan

ios eambios fisiolégicos y bioquimicos originados por el cambio de la muda {Skinner, 1985).

3. RESPUESTAS FISICLOGICAS

a) Consumo de oxigeno

La tasa respiratonia (mg O, h™' g PH ) se evalud a través del consumo de oxigeno en ciclos de 24
horas. Se utitzd vn sistema de flujo sermicontinuo y termorregulado {Fig.1) que constaba de 11

camaras respiromeétricas de vidrio de 430 m! de capacidad,

Para evaluar el efecto del amomio a corto plazo (24 h), para cada condicidn expenmental se
emplearon 10 juveniles provenientes de los acuanios de 40 | v se colocaron de manera indiwvidual en
las cararas respromélicas con agua con  caracteristicas fisicoguinicas semejantes a las
establecdas durante el mantenimuenta Una camara sin organismo se consdlerd coma testigo. Los
olganismos permanccieron en dichas camaras durante 3 horas con flujo continuo previo o la adidn
del amenie (20 mimin '} con el fin de disminuir ef estrés ocasronado por ls mamipulacion (Moling, of

Gl 1897). Una ver tianscurnde este bempo se adicana en los eservonos el valumen de solucidn
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madre de NH.Cl requerido para ifa obtencién en cada caso, de [as diferentes concentraciones
experimentales de amonfaco y se procedid al recambio del agua de las cémaras respirométricas,
manteniendo un flujo continuo durante I hora para asegurar el recambio total del agua dentro de
estas {Cech, 1990).

Figura 1, Sitemas respirométnico de flujo semicontinuo.  A: cdmaras
respirométricas; B: bafie termerreguiado; C: Reservorin, D: Termostato

La tasa respiratoria de los organismos expuestos 21 d en amonio se evalud de la manera antes
descrita a diferencia que durante ias 3 heras de aclimatacidn a las camaras respirométricas las

concentraciones de amonio fueron similares a las de cada condicidn experimentat.

En ambos periodos de expoesicion (corte y largo piazo), después del tiempo de aclimatacidn a las
camaras resprrométnicas se midio la concentracion de oxigeno en muestras de agua de cada camara
{C,1) & inmediatamente se suspendid el flujo de agua. Ef tiempo de cerrade de las camaras vano de
45 min a 1 hora, después del cual se mid:o la concentracidn de oxigeno en muestras de agua de
cada camara (O:f) vy se restablecid el flujo de agua durante 1.5 h. Este procadimiento de repitid
cada tres horas durante 24 h. En todos los bicensayos las evaluaciones se  iniaron

aproximadamente a fas 13:30 hrs y termimaren a la misma hora del dia siguiente.
La tasa tespiratoria individual (mg O, ") se determind a parlr de fa diferencia entre las
concentracones del oxigeno disvello wcial [0,/ y Tinal [O,]4 considerando ef velumon de las

camaras {V, 1) v el tempo de cerrado (t, h) de tas mismas {Cech, 1950):

VO - ({1021 - IO Vit
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Los resultados se corvigieron por los valores obtemdos en la ¢dmara testigo, sin organismo. E
consumo de gxigeno se relaciond con el peso de ios organismos {g PH) v se expresd en mg Oh'lg!
PH.

b} Excrecién nitrogenada.

La tasa de excrecidn de amonio v de urea de fus juveniles se realizd a corto (24 1) y largo plazo (21
d} y se evalud en los mismos organismos y en el mismo sistema descrito para la evaluacidn de la
tasa respiratoria, pero utilizando muestras de agua independientes, La cuantificacidn del nirdgenc
de amonio se efedtud en muestras de 2.5 mi y se considerd una dilucdn de 5 veres para el caso de
0.2 v 0.4 mg N-NH; i? v de 10 veces para 0.7 mg N-NM; i’ en las muestras de agua del grupo
testigo no se efectuaron diluciones. Para la determinacidn de ia excrecién de urea se utilizaron

muestras de 100 pl ¥ no se realizaren dilucionas en ninguno de los diferentes tratamientos.

La concentradidn del nitrdgeno de amonio {mg N-AT I en las muestras miciales y finales de agua
se determinaron por la técnica azu de indofenot {Redier, 1581; Tabla 1). Las concentraciones de
Lrea se obtuvigron mediante el método enzimatico-colormétrico de diagndstico clinico de Urea
{N0.124770, Lakeside Co.). El método permite determinar la cantidad de amonio producido a partr
de la degradacion de urea por parte de Ja ureasz y la cantidad de amonio existente per se en la
muestra para lo cual una misma muestra se analizé con (Cu) y sin (Su) adicion de Jz enzima {Tabla
2). Las absorbancias de las muestras se obtuvieron en un espectrofotémetro (Spectro 22, Labomed,
Inc.) a 645nm.

Tabla 2, Téenica enzmatica-colonmétnea de Ures,

REACTIVO VOLUMERN, !

o Cu Su
Ureasa 10 pl -
Muestra 100 ul 100 ul

Tncubar 18 mun a 379C

" Sol. de Feno! 25m 25ml

Sol. de Hipoclento 25ml 2.5 ml

" incubar 15 mun. a 37°C
__Leeragdsnm




MATERIALES Y METODOS

El mtrégenc de amonic excretado por cada camardn se determiné a partir de la diferencia entre la
concentracién de las muestras finales [N-AT]F e iniclales [N-AT]/ de agua considerando el tiempo de
cerrado de las camaras {t, hy y ef volumen (V, 1) de las mismas:

N-AT=(([N-AT]7/- [N-AT]/ Y V)/ t

Considerando que fa excrecidn nitrogenada de los organismos ocurre de manera buntual y que na es
continua, los valores obtenidos a lo largo de cada cicio de 24 h de las diferentes concentraciones
externa de amonic se promediaron.

De manera similar, la excrecion de urea de los organismos se caleulé a partir de la diferencia entre
la concentracidn de las muestras finales [Ureal/ e iniciales [Urea)s de agua (con y sin adicién de
ureasa) considerando el tiempo de cerrado de las camaras (t, k) y el volumen (V, 1} de fas mismas:

Urea = (([Urea]f- [Ureali} V)/ t

Los valores de la excrecidn de amonio y de urea se corngieron por los obtenidos en la camara
testigo sin organismo, se relacionaron con e! peso de los organismos (g, PH) y s& expresaron en Lg
N-NH,* h ™' g PH? para amonio v en mg Urea W' g PR para urea. Las determinaciones de la
excrecidn de amonic y de urea se hicieron cada 3 v 6 horas durante 24 horas, respectivemente.

¢} Acumulacion de amonio y urea en hemolinfa,

La evajuacién de amonic y urea en la hemolifa de los camarones se determing en juvenles
expuestos 24 hy 21 d en 0, 0.2, 0.4 v 0.7 mg N-NH; I''. En cada casc se utilizaron de 6 a 8
organismos. La hemolinfa s obtuvo del seno infra-branquial empleando Jeringas para insulna de
1m! impregnada en sus paredes con hepanna sédica (200 U mi™), Le hemolinfa se diluyd con agua
desionizada 10 y 4 veces para las detérmmaciones de amonio y urea, respecivameante. Todo ol
trabajo se hizo en frio.

lLa determinacién de las ¢concentraciones de amonio s¢ realizé en muestras de 500 pl empleando 1a
técnica de azul de indofenol (Rodier, 1981; Tabla 1). La determunacidn de la concentracion de ured
se hiza con muestras de S0pl 2 través del mélodo enzimatico-colonmétnco del kit de urea
(N0.124770, Lakeside; Tabla 2). Para deterninar la diferencia entre fa cantidad de amonio fermado

a partir de la degradacion de la urca v la cantidad de amomie presente per se en la hemolinfa, se
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hicieron evaluaciones con ureasa (Cu) y sin ureasa (Su), la diferencia obtenida de esta manera se

considerd como fa cantidad de urea acumulada {mg Urea ): 0
mg Urea I*= {mg Urea I ¢, - mg Urea I sy)

Los valores de amonio y urea obtenidos se corrigieron por el factor de dilucién considerado en cada
caso. Al término de la extraccién de la hemolinfa, los organismos se enjuagaron con agua
desionizada, se secaron con papel absorbente y se pesaron en una balanza analitica (Sartorius; +
0.05 mg).

d) Acumulacion de amonio y urea en tejido.

Para la evaluacion de amonio y urea en el tejido, los organismos se enjuagaran con agua
desionizada, se secaron y se pasaron en una balanza analftica (Sartorius; + 0.05 mg). En ef caso de
las branquias unicamente se disectaron los filamentos branquiales con la ayuda de tijeras de punta
fina; el hepatopancreas se disectd completamente eliminando el segmento digestivo que se
encuentra dentro de él; para el miscule se cbtuve Unicamente la porcién perteneciente a la primera
somita del abdomen. Los tepdos disectados se enjuagaran con agua desionizada, se pesaron vy se
homogeneizaron durante un minuto con agua desionizada en una proporcién de 0.1g ml™. El
homogenado se centrifugé 2 10 000 rpm durante 30 min. a 4°C (Microcentrifuga Eppendorf 4515 C,
Hamburg Germany). Posteriormente, el sobrenadante obtenide se diluyd & veces con agua

desicnizada. Todo el trabajo antes mencionado se realizé a 4°C.

Los niveles de amonio se evaluaron en muastras de 500 pl del sobrenadante a través de técnica azul
de indofenol (Rodier, 1981}, La urea se evalud en muestras de 100 ul. Para el cdlculo de la
concentracion de amonio y urea se consideré la dilucidn efectuada v se siguieron los mismos

procedimientos descritos para su cuantificacion en la hemelinfa.
e) Concentracion idnica y osmatica en hemolinfa.

La presion osmotica y la concentracidon del Na”, K' y CI' de la hemolinfa de tos juverniles de L.
setiferus se evaelud en las mismas muestras de hemolinfa obtenida para cuantificar la acumuiacidn
de amonio y se utihzé de igual manera una dilucion de 10 veces. La presidn osmélica se determind
con un micre-osmometro {The Advanced, Mod. 3300; = 0.5 mOsm Kg'); los valores se corrigieron

por el factor de dilucidn correspondiente y se expresaren en mOsm kg '. Las concentraciones do
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Na*, K* v CI se determinaron en un multianalizader de iones (Easylyte Plus; £ 0.05 Na*, 8.605 K™y
4.05 ¢, se corrigieron por & factor de dilucidn correspondrente y se expresaron en mmol 1™,

f) Actividad de [a arginasa

La actividad de la arginasa se determind & partir de la técnica de Hanion {1975) vy se utilizaron {as
mismas muestras da tejido empleadas para {2 evaluacién de amonic y urea. 1.a técnica consiste en la
determinacon de la actividad de la arginasa a través de la cuantficacon de ornitina formada. Una
vez obtenido el homogenado de los tejides se tomd una muestra de 100u! v se colocaron los
reactivas en la secuencia sefialada en la tabla 3. Para cada una de las muestras de tejido se realizé
su respectivo blance que consistia en adicionar acido acético desde un inicio de 3 reaccidn para
inhibir la actividad de [a arginasa por el cambio de pH v conocer de esta manera la intensidad de la
reaccidn gue no es otigineda por la enzima arginasa. 1os resuitados se corrigieren por el tiempo que

durd Ja reaccion {60 min} y por gramo de tejido. Lo resultados se reportaron en mmol Orniting min™?
g " tejido.

Tabla 3. Técnica para la determmnacdn de {z actvidad de la arginasa de
branquia, hepatopancreas y misculo de juvenies de (. sefferus
expuestos en concentraciones subletales de amonio. Modificada de Hanlon

(1975).
REACTIVO MUESTRA MUESTRA
o EXPERIMENTAL BLANCO
Acido acético p! o 100
Hemogenado pi 100 100
MnSO4 ul 12,5 12.5
L-Arginina ul 375 375
Mezdar e incubar a 37 °C durante 60 min. -
Acido acético i 100 . B
- Centrfugar 12 000 rpm, 10 mm, i
“"Sobrenadante pi 125 ’ s
Ninhidring ! 125 125
Agua destilada pt 250 250
" Bafio Maria a ebullcion durante 12 min y enfriar t_eﬁw)paratura
e ambiente
AC, acético mi 1.25 1.25

" Incubar a 85 °Cy enfnar a T ambrente, Leer a 525 nrm
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4. ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar &l efecto significalivo de las concentraciones de amonjo sobre las diferentes
respuestas bioquimicas y fisioldgicas evaluadas se utiizd e! andlisis de vananza paramétrico
{ANOVA). Las diferencias significativas {P<0.05), tanto por efecto del tiempo de exposicidn como de
ia concentracion de N-NHj;, se determinaron a través de la prueba paramétrica de comparacién
miiitiple de Newman-Keuls (Zar, 1984).
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En los fuveniles de Litopenaeus setiferus del grupo testigo se obtuvo una sobrevivencia del 100%, al
igual que en los grupos expuestos a 0.2 y 0.4 mg N-NH; I'' 21 d. Sin embargo, en os organismos

expuestos a 0.7 mg N-NH; I' la sobrevivencia fue del 70% ai término de los 21 dias de exposicion al
contaminante.

1. Consumo de Oxigeno.

Er los camarones expuestos 24h al amonio, 1a tasa respiratoria (mg O;h™ g™ PH) de los organismos
del grupo testigo presenté un rnitmo circidico bimodal con valores maximos  en horas de la
madrugada (0.49 mg O;h™ g PH) y minimos en la mafiana (0.23 mg O, h™* g™ PH). De igual forma,
el consumo de oxigeno de los organismos expuestos a 0.2, 0.4 y 0.7 mg N-NH; I'™ presentaron la
mayor y menor tasa metabdlica en horas similares al grupo testigo. En 0.2 mg N-NH; I?, los
camarches mantuviercn un ritmo crcadice bimodal; sin embargo, al aumenter el amenio externo
{0.4 y 0.7 mg N-NHa I') el comportamiento respiratorio fue urimodal. La tasa respiratoria de los
organismos expuestos a 0.2 y 0.4 mg N-NH; I fue similar al micio v al final del aiclo de 24 horas
(P>0.05). En contraste, en los camarones expuestos a 0.7 mg N-NH; I el consumo de oxfgeno se

incrementd a las 25 h 55% respecto a fa primera hora de exposicion (P<0.05; Tabla 2; Fig, 2).
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Figwa 2. Consumo de oxigeno en un ciclo de 24 h de juveniles de £, setforus expuestoh on
concentraciones subletalos de amonm. Seindica X4 ES
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Al final de la exposicion de 24 h a 0.2 y 0.7 mg N-NH; I'' [os peneidos presentaron un incremento

significativo en ta tasa metabdlica, mientras que ios expuestos a 0.4 mg N-NH; I ésta se redujo.

(Fig. 3).

Tabla 2. Consumc de oxigeno {mg O, h g PH; X£ES, n=10) de juveniles de
Litopenaeus setiferus expuestos durante 24 h en diferentes concentraciones subletales de

amonio.

Tiempo N-NH; mg L™

de Exp. Hora 0 0.2 0.4 0.7
1 13:30  0.35 £ 0.03%% 047 £ 0.047 028+ 003"  0.40 * 0.04%U
4 16:30 039+ 0.05%' 036+ 0,048 0.27 £0.03*  0.36 £ 0.03%
7 19:30 033 £0.06% 041 +0.047 029005  0.36 % 0.03%
10 22:30 0.40 £ 0.05°° 045 £0.04*° 037 £ 003" 057 £ 0.02°%
13 130 045 007°12  071+0.04% 036004 057+ 00598
16 4:30 044 £ 0.05% 046 £ 0.04%  0.410.07% 043 £0.03"
18 7:30 0.23+£0.047 042 £0.052 018 0.04  0.37 £ 0.04%
2 10:30 0.32 £ 0.06%® 055 0.077  0.16 £ 0.03*  0.54 + 0.05%%
25 13:30 027 £0.03 041 £0.042  0.12£0022 062 £003%

Letras diferentes en una misma columna denotan diferencias significativas (P<0.05).
Numeros diferentes en una misma fila denotan diferencias significativas (P<0.05)

La amplitud metabdlica del grupo testigo fue de 0.25 mg C; h! g7 PH vy se mantuvo sin cambios en
los organismas mantenidos en las diferentes concentraciones de amonio, a pesar de que en 0.2 y
0.4 mg N-NH; | ! la ampltud metabdlica respecto al grupo testgo fue 34 y 12% mayor,
respectivamente (P>0.05; Fig. 4).



RESULTADOS

mg N-NH, 1!
0
[o2
004
0.7

mg O, b g' PIT

| 21
Tiempo de exposicidn. d

Figura 3. Consumo de oxigeno de juveniles de £
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Figura 4. Amplitud metabolica de juvenlles de ¢, setiferus
expuestos 1 v 21 d en amomo. Se grafican valores XxES,

Después de 21 diss, & consumo de oxigeno de ios camarcnes del grupo lestigo presentd un
comportamento bimodal, con la mayor tasa metabdlica a las 22:30 h. En los camarones expuestos a
0.2y 0.7 mg N-NH; 1 ' presentd un comportamrento bimodal simitar al grupo tastigo. En contrasle, a
0.4 mg N-NH- i * el ntmo arrcadico fue umimodad (Tabla 3; Fig 5). Al final de la exposicion de 24 h a

0.2 y 0.7 mg N-NH, i los pencrdos presentoron un mciemento significative en [a tasa melabolica,
mientras que fos expuestes #n 0 4 mg N-NHL I esta se reduje, (Fig, 3



RESULTADCS

El consumo de oxigeno de los juveniles expuestos de manera cronica al amonio (21 dias) presentd
los mayores valores en el perfodo nocturno, de manera similar af grupo testigo (P>0.G5), excepto en
0.2 mg N-NH; " donde ia mayor actividad fue en horas de la mafiana {10:30 h) con un incremento
del 56% respecto a la maxima tasa metabdlica del grupo testigo (P<0.05). En las diferentes
condiciones experimentales el consume de oxigeno de la Gluma medicidn del cclo de 24 horas

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

Tabla 3. Consume de oxigeno en un ciclo de 24 h (mg0; h* g* BH; Xt £5, n=10) de
juveniles de Litapenacus seliferus expuestos 21 d en concentraciones subletales de

amonio.
Tiempo N-NH; mg L
deexp. Hora 0 0.2 0.4 0.7

h
1 13:30 032 £0.018"  0.35 +0.038'  0.51 +£0.0482 0,40 + 5.03*
4 16:30  0.43 £0.0480 038 £0.027 045+ 0.04a8  0.35 £ 0,03
7 19:30  0.31 £ 0.043%  0.46 + 0.02°% 033 +£0.0280 (.40 + .03
10 22:30 048 £ 0.0187  0.46 £ 0.05°°" 048+ 0.0431 0,47 + 0.07*"
13 1:30 042 £0.068"  0.60 £0.03" 04240052 .30 % 0.042
16 4:30  0.43 £0.052"  0.56 £ C.03"%  0.43+0.042" (.41 + 0,03
19 7:30 038+ 0.083 054 £ 005" 03740062  0.50 + 0.06%
22 10:30 0,27 £0.033'  0.75 £0.05°  0.34 £ 0.028% 043 + 0,03
24 13:30 038 £0.002° 047 2002°" 041+ 0.0427  0.36 £ 0.03™

Letras diferentes en una misma columna denotan diferencias significativas (P<0.05).
NOmeros diferentes en una misma fila denctan diferencias significativas (P<0.05).
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Figura 5. Consume de oxigeno en un cclo de 24 h de juvendes de L. setiferus
expuestos 21 d en concentraciones subletales de amonio. Se indica X + ES.

ta amplitud metabdhca de los juveniies expuestos @ 0.2 mg N-NH; * (0.38 mg O, k™ g* PH) fue
81% mayor que la chtenida en el grupo testigo (P<0.05). Sin embargo, en los organismos

expuestos a 0.4 y 0.7 mg N-NH; L™ la amplitud metabdlica no se modificé respecto al grupo testigo
(Fig. 4).

2. Excrecion Nitrogenada.

La excrendn de amomo {pg N-NH, h* g™ PH) de los organismos expuestos 24 h a las diferentes
concentraciones de amonio ne presentd diferencias significativas respecto al grupo testigo (P>0.05),
si bien se obtuvieron incrementos del 155, 116 v 93% en 0.2, 0.4 y 0.7 mg N-NH; [
respectivamente (P>0.05; Tabla 4, Fig. 6}.

:

La excreqidn nitrogenada de los organismeos del grupe testigo fue simitar en los dos tiempos de
evaiuacion (24h y 21 d) con valores de 19.07 y de 21.13 g N-NH, h' g' PH, respectivamenle
(P>0.05). En los organismos expuestos 21d a (as diferentes condicionas expenmentales, |a excrecidn
de amonic presentd valores negativos en los grupss mantemdos a 0.2 y 04 mg N-NH, I ia
disminucion de la tasa, respecto al grupo testigo fue de 136 y 103%, respectivamente. En contraste,

er 0.7 mg N-NH, {° los juveniles inciementaion su excrecidn 72% respecto al grupo teshige
(P=0.08, Tabla 4, Fig 6).
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Figura 6. Excrecidn de amonio de juveniles de Litopenasus setiferus

expuestos a corto y a large plazo en concentraciones subletales de
amonio. Se grafican valores X£ES.

Tabla 4. Excreaidn de amonio (ug N-AT h™' ¢! PH; W=ES) de
juveniles de Litopenseus sebiferus expuestos en concentraviones
subletzles de amenio.

Tiempo de exposicion, d

NAT N-NH;
mg [ mg | 1 21
0 0 15.01 £ 2.39a} 21.13 = 2.13"
1.8 0.2 48.56 % 9.812 -7.69 + 11.49%°
3.7 0.4 41.16 + 25.233! -0.59 + 3,83
6.6 0.7 36.80 + 22.282! 36.34 £ 11,189
Letras diferentes en una nusma columna denotan diferencias sﬁaﬁnl‘ﬁcatwaé
(P<0 05).
Numeros diferentes en una misma fila denotan diferencias significativas
(P<0.05).

Ei efecto del tiempo sobre la excrecion de amonio ce [0S organismos expuestes en 0.4 v en 0.7 myg
N-NH; 1 ne fue significativo a pesar de que en 0.4 mg N-NH; 1* 1a excreaién de amonio 3 los 21 d
do exposicidn fue 101% menor que al primer dia. En contraste, en 0.2 mg N-NH, 1! la excrecion a

tos 21 ¢ fue mener 116% que en ¢ primer dia de 1o evaluacion {P<0.05: Tabla 4).
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Cabe sefialar que debido a etrores metodoldgicos no se pudo detertunar la excrecion de urea de los
juveniles debido a que los resultados no mostraron ninguna relacién légica entre las diferentes
concentraciones de amonio. La probable razén de este resultado es gue el amonio impdic la
degradacidn de la urea debido a que es un inhibidor de la ureasa, enzima utlizada en la técnica que

sintetiza amonio a partir de lz degradacion de  urea,
3. Medio Interno.
a) Concentracidn de amonio ¥ urea.

Los niveles de amonio (mg NAT I} en la hemelinfa de los crganismes del grupo testigo fueron
similares en los dos tiempos de evaluacién (7.1 mg NAT I''). En el primer dia de exposicion al tdxico,
la concentracion dei amonio en e medio mterno de los organismos expuestos en 0.2 y 0.4 Mg N-NHy
! no presentd diferencias significativas respecto al grupo testigo, a pesar de que se abserva una
ligera tendencia a incrementarse la concentracidn externa de amonio (P>0.05). Sin embargo, en los
camarones mantenidos en 0.7 mg N-NH; "%, el amonio en el media interno fue 37% mayor que en &
grupa testigo (P<0.05) y 13 y 18% que en ios expuestos en 0.2 y 0.4 mg N-NH; I'!, respectivamente
(P>0.05; Tabla 5, Fig. 7).

Tabla 5. Amonio (NAT, mg I"; X£ES) en hemolinfa de juveniles
de L. satiferusexpuestos 1y 21 d en concentraciones subletales

de amonig. o
Tiempo de exposicién, d
NAT N-MH;,
mg I mal’ 1 21
0 o 7.1 % 0,38 7.1 +0.3%
1.9 0.2 8.0 % 0.8a g2x04%
3.7 0.4 8.4 = 0.8 13.1 + 0.49
6.6 0.7 6.7 + 0,5 12.7 + 0.8°

Letras diferentes en una musma  columna  denotan  diferencias
significativas (P<C 05).

Nimeros diferentes en una misma fila denolan diferencias significativas
(P<0.05)
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Ne se observd un efecto a lo largo del tiempo, en l@ acumulacion del amonto en la hemolinfa en lo
organismos de 0.2 mg N-NH; I'', a pesar de que a los 21d de exposicién se observd un incremento
de 15% respecto al primer dia de exposicién. En 0.4 y 0.7 mg N-NHz ' se observd un incremento
significativo de 56 y 31% a los 21d de exposicién, respecto ai primer dia (P<0.05; Tabla 5).

A los 21d de exposicidn al amonio la acumulacidn de este compuesto se incrementd
significativamente al incrementarse la concentracidn del téxico. El incremento respecto al grupo
testige, fue de 30, 85 y 78 % en 0.2, 0.4 y 0.7 mg N-NHs I, respectivamente {P<0.05; Tabla 5, Fig.
7).

mg N-NH, L!
. B0
50
£ 002
% 004
< 0o.7

Tiempo de exposicion, d

Figura 7. Amomio en hemolinfa de juvenles de [, setferus
expuestos 1 y 21 d en concentraciones subletales de amonio. Se

grafican valores X+£ES,

El incremento en la concentracién del amonio en [0 camaronas expusstos 1 y 21 d en niveles
subletales de amonio, respecto a s niveles base del amenio en Ja hemolinfa de! grupo testigo, se
visualiza en la figura 8. Al pnmer dia de exposicion al amonio, la concentracion de este compuesto
en la hemolinfa de los camarcnes es menor que los niveles def medio externo. Sin embargo, 2 10s
21 ¢ de exposicidn, el incremento en la concentratidn de aromo en la hemohinfa de los camarones
expuestos a 0.2 y 0.4 mg N-NH; I' (1.9 y 3.7 mg NAT | 'Y es mayor que el aumento en los niveles
de amonio total del medio externe En contraste, en 0.7 mg N-NH, {1 ¢l aumento en los miveies

internos de amono de fos camarones os menor que el registrade on ol medio externo.
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Figura 8. Incrementc del amonio en Iz hemolinfa de los camarones
expuestos 1 y 21 d en mveles subletales de amonio, respecto al grupo
testigo.

Para estimar los rniveles teoricos de! N-NH3 y N-NH4+ (mg I-1} en i3 hemalinfa de los camarones y
establecer las variaciones entre las concentracicnes del medio internc y del medio externo, se utilize
el valor de pH de la hemolinfa de 7.6 (Chen vy Cheng, 1993a). De acuerdo al auter, P japonicus el
eH del medio nterno permanece constante en 7.6 adn en camarones expuestos 3 20.3 mg N-AT I,
concentracicnes mucho mds elevadas que las evaluadas en el presente estudic. De tal manera, a las
24 h de exposicidn niveles de NH; y de NH,® incrementaron en un 38 y 36 %, respectivamente sdlo
en la mayor concentracién, de 0.7 mg N-NH; i (P<0.05); sin embargo, en la exposiadn crdnica
(21dya 02, 0.4y 0.7 mg N-NH; |}, el NM; se incrementd, respecto al grupo testigo, en un 31, 92y
85 %, respectivamente mientras que &l NH," fue 29, 84 y 78 % mavyor, respectivamente (Tabia ).
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Tabla 6. Niveles tedricos de N-NHz y N-NH,* {mg I'; X£ES) en hemolinfa de juveniles de £.
setiferus expuestos 1y 21 d en concentraciones subletales de amonio. *

Tiempo de exposicién, d
N-NHs*  N-NH; 1 21
mglt  mgrt N-NH; N-NHS | N-NH; N-NH.*
o 0 0.13 £0.018% 697 +0.282' | 0.13£0.01* 697 £ 0.28%!
1.7 0.2 0.15 £ 0.028' 7840823 | 0.17 £0.01" 8,99 + 0.39%
3.3 0.4 0.16 £ 0.0180  R24 0,753 | 025+ 001 12,85 £ 0.39%
5.9 0.7 0.18 + 0.01% 945+ 0.54" | .24+ 0,14  12.43 + 0.76%2

Letras diferentes en una misma columna denotan diferencias significativas (P<0.05).

Nimeros diferentes en 12 misrna fila de cada biermpo de exposicidn denotan diferencias significativas
{P<0Q5)

* valores obtenrdos considerando un pH en la hemolinfa de 7.6. {Chen y Cheng, 1993a).

Los niveles base de urea (mg urea I'') en la hemolinfa de los cemarones del grupo testigo, fue
similar en los dos tiempos de exposicion {P>0.05; Tabla 7). En los camarones expuestos a las
diferentes concentraciones de amonio, 12 concentracién de urea al primer dia de expesiion no
presentd cambios significativos en las diferentes condiciones experimentales (P>0.05), si bien tendid
a disminuir al incrementarse la concentracion externa de amonio. A los 21 d de exposicion al
amonio, también se observd una disminucion en los niveles internos, de 65, 8 v 45 %, respecto al
grupo testigo en 0.2, 0.4 y 0.7 mg N-NH; I, respectivamente; sin embarge, solo en la primera
condicidn ésta disminucién fue significativa (P<0.05; Tabla &, Fid. 9). Al incrementarse el tiempo de
exposicion al amonio, de 1 a 21 d la concentracion de urea en el medio interno fue simular en los
camarones del grupo testigo vy en los expuestos a 0.2 y a 0.7 mg N-NH; I'; solo en los organismos
expuestos a 0.4 mg N-NH; i la acumulacion a los 21 d fue 85% mayor que al primer dia de
exposicion (P<0.05; Tabla 7).
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Tabla 7. Niveles de urea (mg I’ ?:EES) en la hemolinfa de
Juveniies de L. setiferus expuestos 1 y 21 d en concentraciones
subletales de amorio.

Tiempo de exposicién, d

NAT N-NH;

mg | mg It 1 21
0 0 48,1 & 1.8 61.1 + 6.7
1.9 0.2 33.4 % 5.p2! 214 +5.8"
37 0.4 30.1 £ 5.1 56.0 + 9.3%
6.6 0.7 38.0 = 3.1% 33,5 + 5.9t

Letras diferentes en upa misma columna denctan diferencras
significativas (P<0.05)
N{meros diferentes en una misma fila denotan diferencias significativas

{P<0.05).
§0
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Figura 9. Niveles de urea en lz hemolinfa de los juvenies de £,
sefiferus expuestos 1 y 21 d en concentraciones subletales de
amono. Se grafican valores X+ES.

b) Piesidn osmotica.

La presion osmotica del medio externo de los camarones fue de 737 mQsm kg corresponchente a
una saliidad de 25 + 1%.. Do tal mancra, 1os Juveniles de L. setidornes ubilizados on los hoensavos

presentaron ung hemohnfe lposmetica respecto af medie (Tobla 8§, fig 1
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Al primer dia de exposicidn fa presidn osmética de la hemolinfa de Jos organismos expuestos a 0.2 v
a 0.7 mg N-NH5 V! fue similar al grupo testigo, mientras que en 0.4 mg N-NH; I &sta fue 22%
mayor (P<0.05). A los 21d de |z evaluacién ne se observaron diferencias significativas entre ninguna
de las cuatro condiciones experimentales (P>0.05; Tabla 8, Fig. 10). A {os 21 d de transcurride ¢!
bicensayo, la presion osmdtica del medio interno de los juveniles del grupo testigo disminuyé 11%
respecto al primer dia (P<0.05; Tabla 8).

En las cuatro condiciones experimentales, la presidn osmodtica fue significativamente menor a los 21
d de expasicidn respecto al primer dia de la evaluacidn. Las disminuciones fueron del 16, 32 v 13%
en los organismos expuestos a 0.2, 0.4 y 0.7 mg N-NH; I, respectivamente (P<0.05; Tabla 8).
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Figura 10. Presidn osmdtica y miveles de Na', K' v Cl en la hemohnfa de los juvenifes de
Litopenaous setiferus expuestos 1 (—)yz21d( )enconcentracones subletoles do amoenic.
Sc grafican valores X4ES.
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<) Tones,

Los niveles de Na*, K y CI' en el medio externo de los camarones fueron similares en todas las
condiciones experimentales y en los dos tiempos de evaluacidn (1 y 2t d), de 357, 9y 327 mmual I,
respectivamente (P>0.05; Tablz 8). La contribucion de los iones a la presién osmotica del medio
externo fue en su orden 51.5, 1.3 y 47.2%,

La concentracién de! Na* (mmoi I'!) en la hemolinfa de los camarones del grupe tastigo fue similar
en los dos tiempos de exposicidn al amonio, con un valor promedio de 267.9 mmol I En los
organismos expuestos 1d 2 0.2 y 0.7 mg N-NM; I [a concentracién de este ion fue similar que la
obtenida en el grupo testigo (P>0.05); sin embarge, en los expuestos a 0.4 mg N-NH; I'* se observd
un incremento significativo del 15%. En la exposicion a 21 d, e sodio en hemclinfa de los
camarones expuestos a 0.7 mg N-NH; I'* fue similar al obtentdo en el grupo testigo; en contraste,

en los expuestos a 0.2 y 0.4 mg N-NH; I'* la concentracidn disminuyd 25 v 19%, respectivamente
(P<0.05; Tabla 8, Fig. 10}.

Asi, solo en las condiciones de 0.2 v 0.4 mg N-NH, [* la concentracsén de Ma™ a los 21 d de

experimentacion fue respectivamente 25 y 19% menor que al prmer dia de exposicién {P<0.05;
Tabla 8).

La concentrsaién del K* (mmol 1) en los organismos testigo fue similar en los dos tiempos de
evaluacion con un valor promedio de 8.85 mmg! I, La concentracion de este ion en los orgamsmos
expuestos un dia a las concentraciones subletales de amonio fue similar, excepto en los expuestos
en 0.4 mg N-NH; I donde tuvo un incremento signsficativo del 28% (P<0.05). A los 21 d de
exposicidn el grupo expuesto a 0.7 mg N-NHz I'' no tuvo deferencias respactc al testige, sin

embarga, en los expuestos a 0.2 v 0.4 mg N-NH; I 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-NH; ' los mveles de K' en la hemoiinfa de los camarones se modificaron
signficativamente al aumentar el tiempo de exposicidn al amonio; a los 21d de expesicion la
diminucion fue 21y 37%, respechvamente con relacién a la concentracién registrada en los
camarones expuestos 1 d al amonie (P<0.05; Tabla 8).

Las concentraciones del €I (mmol 1 ') en el medio interno del grupo testigo no prasants diferencias
significativas en los dos tiempos de exposicion al toxico y se obtuvo vn valor piomed.o do 140 mmet

[, En los orgamsmos eapuestos un dia al amonio solo e obtuviaran diferend s sipufi sl
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respecte al grupo testigo en la concentracién de 0.4 mg N-NHs I, que mostré un incremento del
22% {P<0.05). En la exposicion a 21d la concentracién de este ion en 0.7 mg N-NH; I'! fue sinular
gue la gbtenida en el grupo testigo; en cambio, en 0.2 y 0.4 mg N-NH; I las concentraciones
disminuyeron 28 y 22%, respectivamente (P<{0.05; Tabla 8, Fig. 10).

En diferentes condiciones experimentaies el ion cloro en la hemolinfa de los camarones se modificd
significativamente por efecto de! tiempe de exposicdn al amonio, En 0.2, 0.4 y 0.7 mg N-NH; I, las
concentraciones disminuyeron significativamente 38, 47 y 26%, respectivamente con relacion al
primer dia de exposicion al amenio (P<0.05; Tabla 8).

Tabla 8. Presion osmética {(mOsm kg™; X+ ES) y niveles de Na*, K* y CI” {mmol I''; X£ES) en la
hemolinfa de juveniles de Lifgpenaeus setwerus expuestos 1 y 21 ¢ en concentraciones
subletales de amonio. Los valores de error estdndar se sefialan entre paréntesis.

PO Na* K* Cl
N-NH3
mg ! 1d 21d 1d 21d 1d 21d 1d 214
0 5473l 4g7a’ | 284.5%! 251.26‘T g.9a' 8.53 152,781 127,20
{11) {18) (9.6) {13.8) (0.6} (0.5} (5.5) (3.9)
0.2 530° 4443’ | 250,931  18B.5b? ) 9,02 7.1% 147.13%  51.0%
(8 (14) (3.8) (8.0) (0.3) (0.3) (9.7) (4.0)
0.4 669°  455a% | 3280°  202.3%% | 11.4™ 7.2° | 186.7% 987"
(34) (3) (9.3) (16.5) .7 (0.4) {6.5) (4.4)
0.7 552° 48227 | 26037 242.73! 9.1°! g.12°! | 167 9% 124.9%
an ey oG e 1 ©3 049 | 59 79
Medio
externo 737 357 \ 9 327

Letras diferentes en una misma columna denotan diferencias significativas (P<0.05).
Nimeros diferentes en fa misma fila de cada ion denotan diferencias significativas(P<0.05},

A pesar de las diferencias encontradas tanto en la presion osmdtica de la hemolinfa come en la
concentracion de los 1ones plasmaticos (Na*, K' y 1) de los camarones expuestos al amonio, la
contribuaidn de (os 1ones a la presion csmotica permanecid similar en las diferentes concentraciones
experimentales de amomo y en €l grupo contral, as! come en los dos blempos de exposiadn {1y 21
d}. Asi, el Na", K' y CI' contribuyercn a la presion osmética del medio interno de 59.5 a 65.8 %, de
2.022.3% yde 31.8 a 38.4 %, respectivamente {Tabla §; Fig. 10)
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4- Analisis de Tejido

a) Amonic

ta concentracién de amonio (umol NAT g* tejido) en la branguia de los organismos del grupo

testigo no se modificd a lo largo del tiempo de expenmentacidn y presentd un promedio de 42.6

pmol NAT g tefido. El nivel de este compussto después del primer dia de exposicidn, fue

significativamente mayor en tedas las condiciones experimentales, siendo 56, 59 v 122 % mayor

que el grupo festigo en 0.2, 0.4 y 0.7 mg N-NH; I'*, respectivamente. A los 21 d de exposicion los

valores de amonio en branquia en los organismos expuestos a 0.4 y 0.7 mg N-NH3 I? fueron

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

NH3 I Iz concentracidn se incrementd 41% de manera significativa (P<0.05; Tabla 9, Fig. 11).

Tabla 9. Niveles de amonio (umol g tey; S(_iES) en branquia de
Juveniles de Lifopenacus seliferus expusstos 1 y 21 d en

concentracioneas subletales de amonio,

Tiempo de exposicién, d

NAT N“NHE

mg I mg I* 1 21
0 0 42.7 = 3.84 42.5 £ 8.0at
1.9 0.2 66.5 4 4,8% 72.0 & 5.6
3.7 0.4 67.9 = 5.5% 38.8 £ 2.2a
6.6 0.7 94.7 + 4.7¢ 40.0 * 7.687

letras diferentes en una misma columnz denctan  diferencias

significativas (P<0.05}
Wimeros diferentes en unag musma  fita
significativas (P<0.05)

denctan diferencias

Al aumentar el periodo de exposicidn al amono de 1 a 21 d 'a scumulacdn del amonio en este

teydo disminuyd de manera significativa en las concentraciones de 0.4 y 0.7 mg N-NH; |! a

magnitudes de 43 y 38 %, respectivamente (P<0.05). En contraste, en 0.2 mg N-NH; I las

concentracioncs no presentaron diferencias sigmficalives entre los dos Uemipos de evaluaadn

(P>0.05; Tabla 9).
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Figura 11. Niveles de amonic en branquia de juveniles de
Litopenaeus seliferus expuestos 1 y 21_d en concentraciones
subletales de amonio. Se grafican valores X£ES,

La concentracion de amonio {umol NAT g* tejido) en el hepatopéncreas del grupo testigo fue
similar en los dos tiempos de evaluacidn con un valor promedio de 148.2 pmal NAT g™ tejide. En el
primer dia de exposicién al amonio el nivel de este compuesto en los organismos expuestos en 0.4
mg N-NH; I'* fue simiar ai obtenido en el grupo testige; sin embargo, en 0.2 y 0.7 mg N-NH; I'' se
observé un incremente de 48 y 114%, respectivamente (P<0.05). A los 21 d de exposiadn, la
congentracion de este téxico 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-NH; I, respectivamente {P<0.05; Tabla 10, Fig. 12).

Tablz 10. Niveles de amoniw (umol NAT g tey; X + ES) en
hepatopancreas de juvenites de Lifopenaeus setiferus expuestos
ly2idenamonio.

NAT N-NH; Tiempo de exposicidn, d
mg 1! mg I'! ol 21
0 0 148 2 £ 9,727 148.2 + 973!
1.9 0.2 219.2 + 10.8 247.2 + 32.8%
3.7 0.4 1456 = 16.79' 276.8 + 10.8"
66 07 317 2% 81  3215+£87"

Lotras  dferentes en una misma columna  denolan  diderenaas
significativas (P=0.0%)

NUrneres diferentes en una nissma fily denotan diferenaias significativas
[P0 05)
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En las concentraciones de 0.2 y 0.7 mg N-NH; I'', la exposicién crénica al amonio no modificé los
niveles de amonio en este tajido y se mantuvo semeajante gue en el primer dia de exposicadn al
téxico. En cambio, en 0.4 mg N-NH; I* se obtuve un incremente del 90% a los 21 de exposicidn,
respecto al primer dia (P<0.05; Tabla 10).

350 - {
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Figura 12. Niveles de amorio en hepatopancreas de juveniles de
Litopenasus seliferus expuestos 1 y 21 d en concentraciones
subletales de amonio. Se grafican valores X+ES.

La concentracion de amomio en el musculo de jos juveniles del grupo testigo, permanecié sin
cambios significativos en los tiempes de evaluacidn con un valor promedic de 40.05 pmol NAT g
tejido (P>0.05). En los camaranes sujetos a la exposicién de amonio no se presentaron diferencias
significativas en el pnmer dia de evaluacidn entre ninguna de las condiciones experimentales; de

igual forma, los niveles de amonic en teyido, a los 21 dias de exposicion no presentaron cambios
significativos (P>0.05; Tabla 11, Fig. 13).
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Tabla 11. Niveles de amonio (umoi N-AT g te); X + £S) en
miscule de juvenies de Liopenacus setiferus expuestos 1 y
21d en amonio.

NAT N-NH; Tiempo de exposicién, d

mg I mg I'! 1 21
0 0 42.17 + 1,382 37.93 £ 2,973
1.9 0.2 42.19 + 2,612 38.90 + 1.77%
3.7 0.4 39.07 + 3.028 45,85 + 1,99°!
5.5 0.7 45.01 + 2,493t 43.27 + 2.39%}

Letras diferentes en una misma columna denotan diferencias
significativas {(P<0.05),
Ndmeros diferentes en una misma fila denotan diferencias
significativas (P<0.05).
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Figura 13. Amonic en musculo de juveniles de Litopenaeys
setferus expuestos en concentraciones subletales de amonio. Se
grafican valores XxES.

Los niveles de amonic en el musculo de los camarones no se vieron afectados por ¢l tiempo de
experimentacion a las diferentes concentraciones de amonio, a pesar de que ¢n [0s organismes
cxpucstos a 04 mg N-NH, |7 e observé un incremento del 17%, dste no es significativo (P>0.05;

Tabla 11)
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b} Urea.

La concentracidon de urea en la branquia (mmol urea g7 tejido) de Jos organismos de! grupo
testigo fue similar en los dos tiempos de evaluacidn con valores promedio de 2.1 mmol Urea g!
tefido. Al primer dia de exposicidn al amonio en los organismos expuestos a 0.2 y 0.4 mg N-NH; I
no se obtuvieron diferencias significativas respecto el grupo testigo; en contraste, en los camarongs
|~1

expuestos a 0.7 mg N-NH; [ se obtuvo un incremente significativo de 116% (P<0.05), A os 21 d de

exposician, 105 niveles de urea fueron similares en todas las condiciones expermmentales (P>0.05;
Tabla 12, Fig. 14).

Tabla 12. Niveies de urea (mmol g tej; X£ES) en branguiz de
los juveniles de Lifopenaeus setiferus expuestos 1 y 21 d en
concentraciones subletales de amonio.

Tiempo de exposicién, d

NAT N-NH3

mg I mg I! 1 21
0 0 2.5 + p,3a 1.7 + 0.6%
1.9 0.2 2.7 £ 0.48 1.8 £ 0.44
3.7 0.4 2.0 1 023! 2.7 £ 0.5
6.6 0.7 5.4 % 1.0 1.5 & 0.1°12

Letras diferentes en una misma columna dengtan diferencas
significativas (P<0.05).
Nimeros diferentes en una misma fila denotan diferencias
significativas (P<0.05).

La acumulacién de urea en la branquia de los camarcnes expuestos durante 21 d en ¢ 7 mg N-NH;
I presentd una disminucion del 72% respecto al primer dia. En el resto de las condiciones
expenmentales, la concentracién de amonio en el tejido branguial no se vio afectado por el tiempo
de exposicdn al téxico (P>0.05; Tabla 13).
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Figura 14. Niveles de urea en branquia de los juveniles de Litopenaeus
setiferus expuestos 1y 21 d en concentraciones subletales de amonio.
Se grafican valores X=ES,

La concentracion de la urea en ! hepatopancreas {mmol Urea g™ tejido) de los organismos del
grupc testigo fue similar al primer dia y & los 21 d de transcurrido el bioensayo con valores promedio
de 0.85 mmo! Urea g tendo (P>0.05). En los grupos expuestos al amonic no se observaron
diferencias significativas en los dos tiempos de evaluacidn v tampeco se observé un efecto trempo

en ninguna de las condiciones expenimentales (P>>0.05; Tabla 13, Fig. 15}.
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Figura 15. Urea en hepatopancreas de juvenilas de Litopenacus

sotiferus expuestos en concentragciones subletales de amonio. Se
graficon valores X ES.
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Tabla 13. Niveles de urea (mmol urea g’ te); X+ES) en

hepatopéancreas de juveniles de Litopenaeus setiferus expuestos
1y 2id en amonio.

NAT N-NH; Tiempo de exposicion, d

mg I mg I 1 21
0 0 0.91 % 0.063" 0.78 = 0,128
1.9 0.2 1.07 & 0.192 0.69 + 0).343
37 0.2 0.75 = 0.113 1.16 +£0.24a"

6.6 0.7 9502 0.152 Ng

Letras diferentes en una misma columna denctan diferencias
significativas (P<0.05).

Nimeros diferentes en una misma flla denctan diferencias
significativas (P<0.05).

nd= no determinado.

5. Actividad de Arginasa.

La activided enzmatica de la arginasa {ymol oritina min™* g tejido) en la branquia de los
crganismos del grupo testigo, se mantuvo sin cambos en todo el procesoe de expenmentacidn con
valores promedio de 13.7 pmol min™ g™ tejido. Cabe sefalar que estos valores se mantuvieron por
debajo del resto de los grupos expenmentales. En el primer dia de exposicion al amonio, fa actividad
de la arginasa se incrementé 211, 75 v 81% en 0.2, 0.4 y 0.7 mg N-NH; I'! respectivamente, st bien
solo se obtuwviercn diferencias signficativas en la primera condicion (P<0.05). A los 21 d de
exposicion al amonio, la actvdad de la enzima se incrementd a medida que se incrementd la
concentracién externa de amonio en los camarones expuestos a 0.2 y 0.7 mg N-NH; It con
incrementos de 177 y 383%, respectivamente {P<0.05}. En 0.4 mg N-NH; I'* la actividad enzmatica
fue similar al grupo testigo (P>0.05; Tabla 14, Fig. 16).

La actividad de la enzima no se miodificd en fos dos tiempos de evaluacion, excepto en ia mayor
concentracidn del toxico donde se observd un incremento significativo de 221% a los 21d de
exposicion respecte al primer dia de evaluacion (P<0.05; Tabla 14).
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Tabla 14. Actividad de la arginasa (umo! min'g™ tejido; X£ES)
en branquia de los juveniles de Lifopenaeus setiferus expuestos
1y 21 d en concentraciones subletales de amonio.

NAT N-NH; Tiempo de exposicion, d
mg ! mg I'* 1 2
0 0 16.2 « 1.58¢ 11.2 & 3,12
1.8 0.2 50.4 £ 9,5% 31.0 + 4.3%
3.7 0.4 28.4 + 4,631 17.3 = 3,1
6.6 0.7 29.3 z p.4at 54.1 & 7.5¢

Letras diferentes en uma nusma columng denotan  diferencias
significativas (P<0.05).
Nameros diferentes en unma misma fila denotan diferencias
significativas (P<0.05).
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Figura 16. Actvidad de la arginasa en branquia de los juveniles
de Litopenasus setiferus expuestos 1y 21 d en concantracionas
subletales de amonio. Se grafican valores X£ES.

La acwdad de fa arginasa en of hepatopancreas de los juveniics del grupe contrel se manluvo sm
cambics en los dos tiempos de evaluacidn con un valor promedic 0,14 umol min' g tepde; un
comportamicnte similar se observé en 0.4 mg N-NH; |7, Al pnmer dia de exposicdn al amenio en
0.2y 0.7 mg N-NH. | "la aclwidad enmmahica resnecto al grupo tostigo se incremento 11y 7 veces,

respectivamente, A los 21 d de exposiadn al compuesto nitregenado 1a acbvided de 1o argmasa sc
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incrementd a medida de que se incrementd la concentracién externa de amonio en los camarones
expuestos a 0.2 y 0.7 mg N-NH; " respecto &l grupo testige aumentaron 4 vy 9 veces,
respectivamente (Tabla 15, Fig. 17).

Tabla 15. Actividad de Iz arginasa (prol min*g ™ tejido; X+ ES)
en hepatopancreas de los Juveniles de [fopenaeus setiferts
expuestos 1y 21 d en concentraciones subletales de amonio.

NAT N-NH Terpo de expostcion, d
mg i* Mg I'! i 21
0 0 0.14 £ 0.012! 0.14 + 0.018*
1.9 0.2 1.57 £ 0.22¢ 0.51 % 0.06%
3.7 0.4 0.12 £ 0.033 0.08 + 0.00%
6.6 a.7 1.00 + 0.21% 1.24 £ 0.20"

Letras diferentes en una misma columna denotan diferencias
significativas (P<(.05).
Mimeros diferentes en una misma fila denotan diferencas
significativas {P<0 05).
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Figura 17. Actwidad de la arginasa en hepatopéancreas de los
juveniles de ldopenacus setiferus oxpuestosl y 21 d en
concentraciones subletales de amenio. Se grafican valores X HES.
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La actividad de |a enzima en los camarones expuestos durante 21 d en 0.2 mg N-NH; I disminuyé 3
veces respecto al primer dia de exposicion. En 0.4 y 0.7 mg N-NH, I la enzima tuvo una actividad

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

ta actividad enzimdtica de Ja arginasa en el musculo del grupo control no presentd cambios
durante el bicensayo y se obtuvieron actividades promedio de 0.14 pmol min? g* tejide. En el
primer dia de exposicién a! amonio la actividad enzimatica se incrementd significativamente en los
camarones expuestos a 0.2 y 0.7 mg N-NH; I, con incrementos de 3 v S5 veces, respecto al grupo
testige. De igual forma, a los 21 d de exposicion [z actividad de [a enzima se incrementd, en relacion
con el grupo testige, 4.5 y 8.5 veces en 0.2 y 0.7 mg N-NHa I, respectivamente (P<0.05). En
contraste en 0.4 mg N-NH; I la actividad enzimatica no se modificd durante la exposicién al amonio
(P>0.05; Tabla 16, Fig. 18).

El efecto del tiempo de exposicidn al amonic en la actividad de la enzima, sdlo se observd de
manera significativa en la mayor concentracién de 0.7 mg N-NH; I'* con un incremento de 2.4 veces
a los 21 d respecto al primer dia de exposicidn {P<0.05; Tabla 16).

Tabla 16. Actividad de ia arginasa (pmel min“*gtejide; X%ES)
en musculo de los yuveniles de Lifopenaeus setiferus expuestos
1y 21 d en concentraciones subletales de amonio.

Tiempo de exposicion, d

NAT -1 5

_mgl! mg it 1 21
Q0 0 0.11 + 0.03a! 0.17 £ 0.01&
1.9 0.2 0.48 + 0.04% 0.77 £ 0.14%
3.7 0.4 0.24 % 0.09a! 0.0% % 0.01%
6.6 0.7 0.60 = 0.07" 1.45 + 0 397

significativas {P<0.05)
Nomeros diferentes en una misma  fila denotan  diferencias
significativas (P<0.05).
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Figura 18. Actividad de ia arginasa en el muisculo de los juvenies de
Litopenaeus setiferus expuestos 1 vy ?:-1 d en concentraciones
subletales de amonio. Se grafican valores X£ES,
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DISCUSION

En los srganismos acudticos, el consume de oxigeno como medida Indirecta del metabolismo aerobio
es considerado como un indicader gicbal de su condicion fisioldgica {Schreck, 19%0). La tasa
metabdlica puede ser alterada & diferentes niveles dependiendo tanto del grado como del tiempo de

exposicidn a un estresor ambiental come el amonio (Jensen et &/, 1993).

En l0s Juveniles de L. setiferys del grupo testigo, la tasa metabdlica (0.36 mg O:h™ g PH) se
encuentra en el intervalo reportade para los juvenles de Ia especie (0.28-0.51 mg O, h' g PH;
Vanegas, 1996) y semejante a fa obtenida en juveniles de P. japonicus (0.30 mg O, hlg™'PH; Cheny
Lai, 1992). Sin embargo, la tasa respiratoria fue menor a la reportada en los juveniles de /. setiferus
{1.53-2.08 mg O, h''g'PH) mantenidos en 15 y 35 %o (Rosas et &/, 1999). La diferenda en el
comportamiento del consumo de oxigeno entre organismos de la misma especie mantenidos en la
condicién testigo, puede deberse a la diferencia de talla, asi como a las diferentes condiciones

experimentales.

A diferencia de otras especies de peneidos, como los juveniles de F. chinensis y las postiarvas de L.
vapnamery L. setiferus donde ia alteracion en ef consumc de oxigeno por efecto de la exposicidn ai
amonio externo sucede de manera inmediata (Chen of af, 1991; Molna, 1998 v Alcaraz et af, 199%)
en los juveniles de L. seferus la tasa metabohca no muestra los efectos de este contaminante en
las primeras horas de exposicion al amonic. Este comportamiento, semejante al cbtenido en
juveniles de P. chunensis, sugiere una tolerancia al amonio en periodos cortos de exposicidn, de 4 h
{Chen y Lin, 1952),

Las alteraciones chservadas en la tasa metabdiica de L. setwferus a las 24 h de exposicidn pueden
ser refiejo de los diferentes niveles de accién toxica del amonic. Varios autores refacionan el efecto
del amonio en el consumo de oxigeno de los organismes acudhicos, con alleraciones
histopatologicas, bioguimicas y fisiolégicas. Fromm v Gillette (1968) sefialan que e amomic puede
originar la intupicion del ciclo de Krebs debido a la disminucdn en las concentraciones del a-
cetoglutarato y del oxalacetato durante la transaminacidn. Asi mismo, Jobling (1994) sefiala gue los
cambios en la tasa metabdhica pueden ser originados por alteraciones histopatologicas en la
estructura de (as lamelas secundanias de las branquias, originando una reducaidn en la superficie del

area sobre las cuales €l intercambro de los gases y de los 1ones no ocurre eficienlemente.

En los juveniles de {. setdferus expuestos 24 h al emonio el aumento en el consumo de oxigeno a

medida de que se mcrementd fa concentracion externd de amonio puethe  sugenr o dumento en i
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demanda energética de los organismos para contrarrestar la accign téxica del amonio, no obstante
que la amplitud metabdlica se mantuvo sin cambios respecto al grupo testigo, Asf mismo, en fos
organismos expuestos a la mayor concentracion de amonio (0.7 mg N-NH; I?) el incremento en el
consumo de oxigeno puede relacionarse a su vez con la acumulacion significativa de amonio en su
med:o nternc, en contraste con & observado en tos camarones expuestos a 0.2 y 8.4 mg N-NH; i
en donde el amonio no se incrementd en la hemelinfa. Incrementos en el consumo de oxigeno han
sido reportados en postlarvas de L. vannamel al exponerse 24 h a 0.2 y 0.6 mg N-NH; "' (Moling,
1948).

Por otro tado, Smart (1981) sugiere gue {as primeras reacciones de peces expuastos en amonic son
la hiperventiacion y la hiperexcitabilidad que pueden a su vez reflejarse en el incremento del
consurmo de oxigeno de los organismos. Es posible sugerir que tales modificaciones puedan a su

vez relacionarse con el aumento en lz tasa metahdlica desancadenada en L. setiferus.

En {. setiferus expuestos a 0.4 y 0.7 mg N-NH; I' la modificacidn del ritme respiratorio al pasar de
bimoda! a unimodal puede ser reflejo del efecto tdxico del amono a nivel neural (Hastings ef 4/,
1991). A su vez, ia reduccidn en el consumo de oxigeno de los organismos expuestos 24 h a 0.4 mg
N-NH; i puede ser resultado de alteraciones en ia actividad locomotora de los juveniles debido a su
caracter neurotdxico. Este compoertamiento lo proponen Alcaraz ef a/ (1997) quienas siguieren gue
el amonio nhibe la actividad locomotora de postlarvas de L. setiferus en exposicionas cortas & 075
y 1.0 mg N-NH; I''. En el presente estudio, a lo largo de la exposicidn crénica se pude observar de
manera cualitativa 1a reduccidn en la actividad locometora de los organismos expuestos al amanio,
siendo mas evidente en o5 organismos expuestos a 0.7 mg N-NH; I'l. Este comportamiento ha side
demostrado por Alejandre {2001 en juvenies de lz especie expuestos en concentraciones subigtales
de arnonio, en los que la actividad locomotora disminuye al incrementarse la concentracién externa
de amono.

La tasa metabdhca y la amplitud metabdlica de ios organismos expuestos 21 d en las
concentraciones subletales de amomo no se ven alteradas, a diferencia de los camarones expuestos
a 0.2 mg N-NH; I donde el m¢remento puede ser reflejo de la demanda energética para reducir e!
efecto toxico cronico del amonio. Este meremento difiere af obtenido en primeras juvenies de la
misma especie donde en concentraciones similares de amonio, la tasa metabdlica no se modifico al
cabo de 10 d de exposcion (Robles, 1997). En contraste, en postlarvas de 2. varnamey, la tasa
metabolca s¢ redwo al ser expuestos 12 den 0.2, 0.4y 0.6 mg N-NH.I ' (Molina, 1998)
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A pesar de que el consumo de oxigeno de los organismos expuestas 21 d presentd niveles similares
al grupo testige, éste no esté reflejando el efecto adverso del amonio en los organismos expuestos a
0.7 mg N-NH; I'" debido a la mortalidad del 30% registrada al cabo del bicensayo. Lo anterior
sugiere que en esta concentracion los mecanismos de compensacién y de desintoxicacidn a ia
exposiidn crénica de amonic no son eficientes, lo cual se reflegja a su vez en fa acumulacién

significativa de amonio en el medio interno de los camarones.

Los resultados obtenidos en L. setiferus denotan la sensibilidad de estadio v de |a especie al efecto
taxico del amonio ya que concentraciones de amonio, atn de 0.2 mg N-NH; I (1.7 mg N-AT ') v
exposiciones cortas alteran el metabolismo respiratoric de los camarones. Estos resultados
contrastan con 10 reportado en olres especies como en juveniles de P. chinensis donde la expostcién
de 10 a 20 h a 0.2, 0.8 y 1.4 mg N-NH; I"' no modifica el consume de oxigena de los organismas

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

En ios Juveniles del grupo testigo, la excrecidn de amonio (19.07-21.13 pg NAT h? gt PH) fue
semejante 2 la obterida en subadultos de A monodon, En los juveniles de L, setiferus, 1a excrecion
nitrogenada no se madificd por la exposicidn de 24 h al amonio externo. Estos resultados difieren al
repertado en diferentes especies de peneidos en pericdes similares de exposicion; en subaduitos de
P. monodon esta respuesta fisioldgica se inhibe (Chen y Cheng, 1993b; Chen et &£, 1994). En los
Juveniles de P, chinensis la excrecion de amonio se incrementd al exponerse en concentraciones

subletales de amenio {Chen et &/, 1991).

En los camarones penerdos Ja alteracidon en las tasas de excrecidn nitrogenada por efecto de fa
exposicidn al amenio se ha relacionado con fa acumulacidn del compuesto en ef medio interno de los
camarones (Chen y Cheng, 1993a; Schmitt y Santos, 1599). Sin embargo, en los juveniles de L.
setrferus expuestos 24 h a la mayor concentracion de amonio (0.7 mg  N-NH; ') |2 excrecién de
amonio no se modificd adn cuando la acumulacion de amonio en hemolinfa fue significativa, lo cual

sugiere lz participacion de mecanismios de eiminacidon del amonio.

En contraste, la reduccion adn a valores negativos en la excrecidn nitrogenada de L. setiferus se
obhservd por efecto de la exposicion crdnica al amonio (21 d) en los camarones expuestos a 0.2 v 0.4
mg N-NH, |}, Este comportamento se relagiona con la acumulacion de amome en la hemoiinfa de
los camarones, fa cual fue mayor al aumentar la concentiacidn externa de amonic. La nversién de la
excrecion nitrogenada de los orgamismos puede indicar que €n estas cencentraciones los organismos
se encuantran transformande ¢l amomo en olio compuesto nitregenado que es acumuiado en forma

no toncd O chiminade al medio extarmna, 1o gue delermuna g se sigd ncorporando en el orgamsmo
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el amonio del medio externo. Resultados similares son reportados en subadultos de P. monodon
donde la “inhibicidn” en la excrecion nitrogenada se relaciona con ja acurulacién de amonio en la
hemolinfa producto de la inversién en el gradiente normal de difusion del amonio del medio interno
al medio externo (Chen y Cheng, 1993b; Chen et s/, 1994).

En los juveniles de L. setiferus, 1a concentracidn de amonic total en hemolinfa fue mayor que en el
medio externo lo cual sugiers un gradients gue permite la difusion del amonio de!l interior al exterior
de los erganismos, De acuerdo a los valores tedricos de NH; y NH,™ en ia hemolinfa, en donde la
concentracién de NH,* es mayor en el medic mterno vy la concentractdn de NH; es menor que en ¢!
exterior, es posibie sugerir que en los camarones expuestos por 24 h al amonio, la excrecidn
nitrogenada ocurra fundamentaimente por difusion paracelular del NH,™ a faver del gradiente de
concentracion o bien por el intercambio drico del NH,"/Na® 1o cual a su vez implicarfa 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 o sugiere Wilkie (1997). Randall et &/, {1997) sefiala que la Na*/ K* ATPasa
es altamente selectiva; sin embargo, Wilkie (1997) {a propone como el transportador activo del
NH,*/Na* para ciertos peces. Estos mecanismos de excrecion permitian a su vez la reduccion de!
amonio acumulado en la hemolinfa en particular en los ¢camarones expuestos & 0.7 mg N-NH; . La
dhifusion paracelular det NH,* al medio externo es una ruta impertante de elminacidn del amonic en
organismos acuaticos adaptados a ambientes salobres y marinos debido a que carecen de unicnes
paracelulares fuertes como en el caso de organismos dulceacuicolas, a su vez la sustitucion de! NH,*
por el K* a nivel de la Na"/K™ ATPasa y/o el cotransparte Na*/2CI /K" pueden tener contribuciones
importantes en la excrecion de amonio (Wikie, 1997).

La inversion (valores negativos) en la excrecidn nitrogenada an los cemarones expuestos de manara
cronica al amonio explica la acumulacidn de este compuasto mas que una inhibicion global en la
excrecdn nitfrogenada como 10 sugieren Chen y Lar (1992). Asi, es probable supcner que el aumento
en las concentraciones de amonio externo (fundamentalmente como NH.*) epmascara auin la poca
eliminacion de amonio gque pudiera ocurrir. La acumulacién de amonio se evidencia por el
incremento  significativo de éste en el madio mterno de los juvenifes conforme aumenta la

concentracion externa de amonio.

En los juveniles de L. setiforus expucstos al amonig, fa concentracidn de NH, en el medio externo es
mayor que ¢n el medo interno de los camarongs, 16 cual establece un gradicnte que peimile la
difusion del NE wwverso al de NH,', del medio externo al medio interno de los organismos. De tal
manera, o incremente de amonio en los Juveniles puede ser debido a la incorpoiacidn por difusidn

del NH, de! medio exlerng a {2 hemelinfa de los camarones.
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A pesar de que la acumulacion del amoenio en la hemolinfa de los organismos expuestos 21 d a 0.7
mg N-NH; I fue semejante que en 0.4 mg N-NHs 7, fa excrecdn de este compuesto se vio
favoredida; sin embargo, los mecanismos de eliminacidn de este tdxico no fueron tan eficlentes
debido a la mortalidad registrada (30%) en esta condicién expenmental. Lo anterior hace sugerir
que en condiciones crénicas el amonio en concentraciones externas de 0.7 mg N-NH; {7 es letal en
fos juveniles de L. setiferus. La mortalidad pudo deberse al costo energético relacionade con el
efecte tdxico giobal del amonio, aunado g la disminucion de la alimentacion de los camarones, la

cual fue determinada cualitativamente.

Cabe sefialar que los niveles de amonio en la hemolinfa los organismos de L. setiferus del grupo
testigo es semejante al cbtenido en £. monodon (7.13 mg NAT (). Sin embargo, es mayor a [a
obtenida en organismos de P. japonicus (2.58 mg NAT [''; Chen y Kou, 1991) y menor a la de
Juveniles de la misma especie (13.6 mg NAT I; Rias, 2001). Las diferencias entre estas respuestas,
ademas de las causas interespecificas, pueden ser debidas a las diferentes condiciones en fas gue se
realizaron los expenmentos. En el ¢aso de los organismos de la misma especie, el incremento en la
concentracion de amomo pude ser originado por la diferencia en las salinidades del medio externo,
Al respecto, se sefiala que el incremento de la salinidad dismiriuye la excrecidn nitrogenada de los
organismos y por lo tanto origina un Incremento de! amonio en la hemolinfa {Armstrong et &/, 1981
ctados en Regnault, 1987).

El incremento de la concentracidn del amonio en el medio interno de Tos camarcnes expuestos en un
corto periodo (24 h) y en exposiciones crénicas (21d) a 0.7 mg N-NH; I, concuerda con los
resultados obteridos en los juveniles de 2 peufensis donde en  concentraciones de 50 mg N-AT [
se observa un incremento significativo de este compuesto en la hemolinfa (Schmitt y Santos, 1999).
De igual forma, en los Juvenles de L. seirferus mantenidos en 17 %e el amonio acumulado se
mncrementa de manera significativa & exponerse 24 h a 0.4 v 0.7 mg N-NH, {7 (Rios, 2001). Ef
incremento del amonic en &l medio interro de los juveniles Indican que aun en exposiciones a corto
plaze concentraciones subletales de amonio pueden ocasionar una aiteracién en el estado fisioldgico

de los organismos.

£l efecto adverso de la exposicién al amonio en la regulacion idnica y osmdtica en camarones
peneidos se ha relacionado con la acumulacion de amono en su medio mterno Tales alleraciones se
han documentado en camarones expuestos en concentracionas elevadas de amonio externo (Chen
of al, 1994, Chen y Chen, 1996 Rebelo ef a4, 1999). Chen y Chen (1595) reportan una disminucicn
del 18% on la concentiacion de Na’ vy del 9% en la concentracidn de O en los juvendes de 2,

sapomcus oxpucstos a 1.1 mg NNH | dwante 24 h, con una consecuenle disminucida con la
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presion osmotica. En contraste, Young-Lar ef &/ (1991) reportan que la presion osmotica de
Hornarus americanus disminuyd al exponer los organismos durante 96 h a 3.18 mg N-NH; [ (200
mg N-AT I'); sin embargo, la concentracidn de Na* y € no se modificd significativamente, Los
resultados obtenidos en el presente estudic denctan que niveles subletales mucho menores a fos

empleados por los autores anteriores pueden alterar ef balance 16nico y osmético de los camarones.

En la presién osmotica del medio interno de los organismos participan principalmente fog tones Na® y
Cl. Al respecto Castille y Lawrence (1981) reportan que en los juveniles de (. sefwerus la
participacion de estos fones es del 76 al 94 %. Este intervale es similar al abtenido (70-80 %) en

este estudic en los camarcnes del grupo testigo y coincide con lo reportado en juveniles de la
especie per Rios (2001},

El incremento de fa presion osmetica del medio internc de 10s organismos expuestos a 0.4 mg N-NH;
I't durante 24 h es debido principalmente al incremento en las concentraciones del Na™ vy del CI' y en
mencr grado al aumento de los niveles de K™, El incremento de! K* puede relacionarse a su vez con
el ncremento en la permeabilidad de la membrana (Lin et af, 1993} y con la activacidn del
intercambio idnico Na*/NH." mediante la Na*/K* ATP asa como un mecanismo de desintoxicactén del

amonio donde ef NH4" sustituye al K™ el cual se incrementa en el medio interno (Spaargaren, 1930).

A pesar de que en algunas céluias el potencial eléctrico v ef gradiente electroquimico del C! es baje
y que por lo tanto contribuye en menor grado en el potencial de reposo de las membranas, el
incremento del C en la hemoiinfa de i0s juveniles de £. setferus expuestos 1.d @ 0.4 mg N-NH; i’
pudo orginarse para contrarrestar fa polarizacién de Iz membrana a causa del incremento de la
concentracidn de Na® y K™ en la hemaiinfa de estos organismos y mantener el equilibrio en el
potencial electroquimico, como ha sido sugerido por Spaargaren {1990), Randall et ai {1997} ¥
Wilkie (1997},

La disminucion del Na' y del CI"en la hemolinfa de los orgamismos expuestos 21d a 02 vy 04 mg N-
NH, |7, es semajante a lo obtenido por Lt ot @/, (1993) quienes reportan una dismmucidn de la
ANa* y ACI a medida de que se incrementd la concentracidn externa de amonio en Penageus
japonicus expuestos 48 ha 1.3 y 2.8 mg N-NH; I''. Los autores proponen que el amonic puade
ncrementar la permeabiidad brangual v con esto fa perdida de os 1ones al exteror Sin embargo,
los juvenlles de L. sefderus son RIpo-osmoticos e hipo-iénicos (para ¢f caso del Na y del Cf) al
medio externo por o que es probable supaner que la pérdida de Na' v Cl pudicra relactonarse con
la sustitucion del K por el NH,' en el intercambio Na'/NH,' y en el cotransporte Na /20 /N,

como und medida de desintoxicacion del amonio acumulado en la hemaolinfa, s bien no en las tasas
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y en la magnitud requerida para reducir su concentracion en el medio interno. La eliminacién del
amenio por el mecanismo de cotransporte mencionado ha side documentada por Wilkie (1997). Sin

embargo, estos procesos no explican fa reduccidn del K™ observado en los camarones.

Por otra parte, ausencia de efecto del amonic sobre la presién osmotica aunada a fa disminucion de
los iones a los 21 d de exposicion a 0.2 v 0.4 mg N-NH; I, los cuales contribuyeron en igual
proporcion en la presién osmética en las diferentes concentraciones de amonio y en los diferentes
tiempos de exposicion, podria ser explicada por fa contribucidn de algiin compuesto osmoefector. Al
respecto Chen y Chen (2000} establecen que los niveles de amonidcidos libres total de la hemolinfa
de P. monodon incrementan al Incrementarse la concentracion externa de amonio, originado por el
catabolismo de la hemocianina y de las proteinas de medio interno ante el efecto del amonio en la

osmoregulacién de les organismos.

Al 1gual que en algunos teledsteos, se ha sugendo que los crustdceos peneidos presentan la
capacidad de cambiar su patrdn de excrecién de amoniotélicos a ureotélicos al exponerse en
elevadas concentraciones ambientales de amonio como un mecanismo de desintoxicacion del
amonio acumulado en el medio interno. Este comportamiento se ha observado en 2. japonicusy F.
monodon expuestos durante 24h a 0,35 y 0.07 mg N-NH; I'* (Chen y Chen, 19932 y 1993b). Sin
embargo, no se conece con exactitud cual es la ruta metabélica por la cual se sintetiza la urea en
estos orgamsmos (Chen y Cheng, 1993b; Chen y Chen, 1997). Hochachka y Somero (1978)
proponen que la urea puede ser sintetizada por la accién de la arginasa, mentras que Claybrook

{1983} sugiere dos rutas: la hidrolisis de la arginina y la ruta uricolitica.

De acuerdo a los resultados obtenidos en L. sefrferus, no se observa de manera clara s estos
organismos tienen la capacidad de sintetizar, acumular y excretar urea como un mecanismo de
desintoxicacion al amonio ambiental, debido & que el incremente de le actividad de la enzima

arginasa no se relaciona con los incrementos en la concentracién de urea.

La concentracion de a urea en ia hemohnfa de los juveniles del grupe testigo es semejante 2 lo
obtenido en los juveniles de £ pawiensis (37.4 mg N-urea | }; Schmitt y Santos, 1999) pero mayor 2
ia reporlada en P, japonicus (11 7 mg N-urea |'Y; Chen y Chen, 1996). Al exponer los camarones
durante 24 h al amonio no s¢ observo un incremento en los niveles internos de urea (hemolinfa,
branquia y hepatopdncreas) a excepaon de los organismos expuestos a 0.7 mg N-NH, * donde of
meremento de los niveles de urea en branguia se refacionan con la mayor acumulacion de amomio

e Dianga, Smoembaiqo, la aclvidad de 1a arginasa en este tepdo no s¢ modifica, lo cual sugiere
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que fa sintesis de urea ocurre por una ruta alternativa a hidrdlisis de la arginina. La disminucidn de
{z urea en la hemolinfa de los juveniles de £. sefiferus expuestos 21 ¢ a 0.2 mg N-NH; ! pudiera
estar relacionada con ia eliminacion de este compuesto, si bien esto no se ve reflefado en los
resultados obtenidos en la excrecion de urea de los camarones. Knoph y Thorud (1996) sefialan que
en el salmén Salmo salar at exponerse 14-15 d a 0.003-0.112 mg N-NH, I'* la concentracién de urea

en el plasma disminuye debido posiblemente al incremento de la excrecién de urea.

De manera general los valores de la concentracion de la urea en la hemolinfa, las branguias y en el
hepatopancreas de los organismos indica que el amonio externo no estéd teniendo un efecto en la
sintesis y acumulacion de este compueste. Asi mismo, sugieren que en las condiciones evaluadas, fa
urea no estd desempefiando un papel en fa desintoxicacidn & amorio en los juveniles de L
setiferus. Este comportamiento concuerda con los resultados abtenidos en £. pawfensis expuesios en
amonic durante el mismo perfodo (Schmitt y Santos, 1999).

Aunado z lo anterior, fa actividad de la argmasa en los tres tejidos de /. setiferus evatuados en el
presente estudio no muestra de manera clara si la formacidn de urea esta actuando como
mecanismo de desintoxicacion, debido a que a pesar de observarse un (ncremento en la actividad de
la arginasa en las branquias y en el hepatopancreas de los crganismos expuestos Ly 21da02vya
0.7 mg M-NH; I, no se obtuvo acumulacion de urea en la hemolinfa de los juveniles. En contraste,
Chen y Chen {1997) sugieren como mecanismos de desintoxicacion del amonio la hidrélisis de la
arginina al incrementarse la actvidad de esta enzma en la branquia, en el intestino y en el
hepatopancreas de los juvenles de P. japonicus al exponerse durante 24 h a 0.07 y 0.7 mg N-NH; I
! ademds del incremento de la excrecion de urea.

Respecto a la actividad de la arginasa en estos diferentes tejidos Hanlon (1975) mdica que en el
hepatopancreas de los decapodos Carcinus maenas, Cancer wroratys, C. borealls, Libinia emarginata
y en Fupagurus pollicarus 1a actvidad de la arginesa osola de 1.1-658.0 pmoles ornitina g' h?,
mientras que el muscule es un tejido que generaimente presenta una pobre actvidad de esta
enzima. Al respecto Hartensten (1971; citado en Craybrook, 1983) sefiala que el tejido muscular
presentz apenas una cuarta parte de la actividad de la arginasa que se obtiene en e

hepatopéncreas.

Los anteriores comporlamrentos indican gue [a aclividad de f2 arginasa no ostd jugando un papei en
ia desintoxicacion del ameonio en los Juvenles de L. sefiferus, Lo antenot comade con los resultados
abteridos on os juveniles de £ paulensis, donde se sugiere que ko urea no esta mvoluerada en los

proresas de desintoxicacidn del amomie cuando s cUMErones se onponen O Concentraciones
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subletales de este téxico, en su caso se propone {a ruta uricolitica como la probable ruta de sintesis

de urea y por lo tanto de desintoxicacion del amonio (Schmitt y Santos, 1999).

Bender (1975) y Katunuma et a/ (1975; citado en King ef a/, 1985) sefialan que la glutamina
sintetasa interviene en la desintoxicacion del amonio, en el almacenamientc del nitrdgenc vy de su
transporte. King ef @/, (1985) a su vez sugieren que la glutamina sintetizada en el misculo juega un
papel Importante en cangrejos marinos en la desintoxicacidn del amonio y en su transporte a través
de la hemlinfa a la branquia, donde es eliminado por la hidrélisis de la glutamina. En contraste, en
los juveniles de £ monodon |a glutamina no participa en la desintoxicacién del amonio; se sugiere
que el mecanismo responsable es ia hidrdlisis de la argining, a partir del incremento de la ornitina y

de la urea en el hepatopancreas y de la disminucién de fa arginina (Chen y Chen, 2000).

A pesar de que se han realizado algunos trabajos en donde se avalla el efecto del amonio en el
crecimiento de camarones (Chen y Kou, 1992; Noor Hamid et & 1994; Robles, 1997 y Moiina,
1998), el presente trabajo aborda un aspecto poco estudiado en los camarcnes peneidos que es la
evaluacidn en exposiciones cronicas de respuestas fisioldgicas como el metabolisme energético, el
metabolisme nitrogenado, el balance hidrosaline v los mecanismos de desintoxicacién del amonio.
Este Ultimo ha permitide a su wvez profundizar de manera indirecta un poco mas sobre el
metabolismo nitrogenado de los juveniles de L. setiferus. Sin embargo, aln es necesario realizar
estudics que permitan determinar si el mecanismo de desintoxicacion del amenio en los juveniles de
L. setifarys ocurre a través de la ruta uricolitica o por algunos de los otros mecanismes repertados

para invertebrados.
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» Los juveniles de Litopenaeus seliferus son sensibles al efecto tdxico del amonio adn en
concentraciones bajas (0.2 mg N-NH; I'!) v en cortos periodos de exposicion (1d). No obstante,
la concentracion de amonio que compromete en mayor grado el estado fisioldgico de los
juveniles de £. setifrus es 0.7 mg N-NH; F, concentracion en [z cual se registrd una mortalidad
del 30 % en exposiciones crénicas de 21 d.

» En exposiciones cortas (24 h) al amonio, el consumo de oxigeno de L. sesiferus refleja las
alteraciones de los organismos por la accidn tdxica del compuesto adn desde concentraciones
bajas como 0.2 mg N-NH; I\, Sin embargo, en exposiciones crénicas al amonio (21d) la tasa

metabdlica no se refaciona con las alteraciones del estado fisioldgico de los organismos por el
efecto téxico del amonio.

« Los cambios en el ntmo circadico de los juveniles, de un comportamiento bimodal & unimodal,

pueden ser reflejo de un efecto neurotdxico del amonio.

« la exposicién al amonio, en periodos cortos y prolongados, modifica la amplitud metabdlica de
los camarones. El incremento de la amplitud metabdlica sugiere un incremento er ia demanda
energética para contrarrestar la accién téxica del amonio.

+ La excrec6n nitrogenada no se medifica en los juveniles expuestos 24 h a las diferentes
concentraciones de amonio. En contraste, a los 21 d de exposicidn los valores negativos de la

excrecion nitrogenada sugiere la incorporacion del amonic hacia el medio interno de los
Qrganismos.

« En periodos cortos de exposicion (1 d), la acumulacidén del amomio en la hemolinfa de los
juveniles de L. sefiferus ocurre en la mayor concentracion de amonio externa (0 7 mg N-NH; |

", en exposiciones cronicas (21d) le acumulacion se presenta desde la menor concentracion
{02 mg N-NH;17).

¢ Elamonio no modihica la presidn osmética de los camarones expuestos durante 1d, salvo en los
expucstos en 0.4 mgN-NH, | en contraste, a los 21 d de exposiadn Gsta parmanece sin
cambios. En su caso, |2 alteracion en la presidn osmotica a2 relaciona con 103 camiios en fa
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concentracion de los iocnes del medio interno de los organismos. Sin embargo, la contribucidn de

los 1ones a la presidn osmotica de la hemolinfa permanece constante,

Ei incremento de la concentracién del amonio en la branquia y en el hepatopancreas de los
organismos indica que son drganos en donde ocurre la acumulacion del amonio, a diferencia del

msculo en donde la concentracién del amonio no se modifica por la exposicion al contaminante.

De acuerdo a los resultados cbtenidos, no se observa claramente la capacidad de los juveniles
de L. setiferus de sintetizar, acumular v excretar urea como un mecanismo de desintoxicacion al
amonio ambiental. Asf rismo, la actividad enzimética de la arginasa evaluada en branguia y

hepatopdncreas, no muestra de manera clara su relacidn con la sintesis de urea.
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ANEXQ

Tabla A Andlisis quimico proximal del alimento
empleado durante la exposicion de juveniles de
Litopenacus setiferus en concentraciones subletales de
amonio.

Base Hiimeda
Materia seca% 94.73
Humedad % 5.27
Proteina g kg™t 263.5
Lipidos g kg™ 100.4
Cenizas g kg 85.8
Fibra Cruda g kg™ 25.1
Carbohdratos g kg™ 372.6
T.N.D. % 82.37
E.D. Kcal kg-1 (aprox.) 3631.63
£.M. Kcal kg-1 (aprox.) 297762

INGREDIENTES. Proteinas animales de orngen marng, hamnas de origen
arumal, combinacion de pastas cleagqinosas, cereales molidos, subproductos
almenticios agricolas e industnales, subproductos vegetales, subprogductos de
cereales, acoite de pescado, atractantes naturales, Fosfalipdos, Wiaming A,
Tiamina, Rioflavina, Piridoxing, Vitamina B-12, Nizcna Cloruro de Colina,
vitamina -3, Agida fdlico, vitarmina K-3, Acido ascorbice estabitizade, Vitaming
E, Biotna, Acido Pantotenico, Inostel, Cobalte {Sulfato), Fésfore, Cobre,
Magnesio, Hierro, Zing, Manganeso, Sodio, Antioxidante, Lisina, Mclonina y
ACIG0 propionico
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