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RESUMEN

RESUMEN

Los ritmos biolégicos en los crustiaceos decapodos pueden ser afectados por condiciones
estresantes del medio, entre ellos los toxicos. En granjas camaronicolas, el incremento en las
concentraciones de amonio puede alterar la actividad y el metabolismo de los organismos,
afectando su desempeiio global e incluso causarles la muerte. En el presente estudio se evaluo el
"efecto subletal del amonio en la actividad locomotora y el metabolismo energético en juveniles
de /.. setiferus (1.22 £0.31g PH). Se realizaron bioensayos a corto (1 dia) y largo plazo (15 dias)
exponiendo a los camarones en 0.2, 0.4 y 0.7 mg N-NH; I''; un grupo sin exposicién al toxico se
considerd como testigo. Durante las pruebas se mantuvieron constantes la temperatura, la
salinidad. el pH, el oxigeno disueito y el fotoperiodo en 28+1°C, 17+1 ups, 8.2+ 0.2, 6.5+0.1 mg
021"y 12:12 h L/O, respectivamente.

Los camarones del grupo testigo presentaron un ritmo diario de actividad locomotora, con una
mavor actividad durante la noche. Los grupos expuestos al amonio presentaron un
comportamiento similar excepto los expuestos a 0.7 mg N-NH; I"! en 1 y 15 dias de exposicién,
en los cuales la actividad diurna y nocturna fué similar. Al aumentar el tiempo de exposicién y la
concentracién externa de amonio, se observaron modificaciones importantes en la actividad
locomotora de los camarones incluyendo desplazamientos en el comportamiento nocturno de la
actividad y la reduccion significativa en la actividad locomotora tanto diurna como nocturna.

La relacion entre el consumo de oxigeno y la actividad locomotora de los camarones no fué
significativa. Sin embargo al 1° dia de exposicion, si bien el consumo de oxigeno no presentd
alteraciones, la actividad locomotora tendié a disminuir conforme se incrementé el amonio
externo: en contraste, a los 15 dias de exposicion al aumentar el toxico se incrementé el consumo
de oxigeno mientras que la actividad de los organismos se redujo.

Al evaluar el costo energético y la actividad de los camarones, tanto la exposicién al amonio
como el tiempo de exposicion alteraron la respuesta. Los resultados obtenidos al 12 y 152 dia de
exposicion. denotan un aumento €n la inversion energética de los organismos para desempeifiar
una actividad similar al aumentar el tiempo y la concentracion de exposicion.

Los resultados obtenidos sugieren la probable accion neurotdxica del amonio en los juveniles de
I.. setiferus alterando el ritmo diario de actividad locomotora y reduciendo su intensidad. El
incremento en el costo energético para desempefar su actividad repercute adversamente en la

alimentacion de los juveniles y en sus mecanismos de proteccion y escape comprometiendo su
sobrevivencia.
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1. INTRODUCCION

El comportamiento de los animales se generi a partir de la interaccién con su ambiente. La
expresion de patrones conductuales depende de la informacién genética del individuo y del efecto
del medio. Muchos de estos comportamientos, tales como el movimiento locomotor, ia
respiracién, los cambios de color, la hibernacién y la migracion muestran ritmos repetitivos.
Estos ritmos biolégicos estan controlados por un reloj biologico enddégeno que determina las

respuestas fisiologicas y conductuales del animal (Rand, 1985; Hill y Wyse, 1990; Randall ez a/.,
1997).

Los ritmos diarios controlados endégenamente son denominados circadianos (Randall er al.,
1997) y sus caracteristicas principales son:
1. El ritmo se mantiene en condiciones ambientales constantes por varios dias o semanas y

presenta un periodo cercano a las 24 h.

N

El ritmo es independiente de la temperatura corporal del individuo.

(V3]

Pueden entrar en arritmia, por factores como régimen de luz y niveles de oxigeno.

Se pueden sincronizar por ciclos ambientales tales como fotoperiodos iguales o cercanos a
las 24h.

En crusticeos, la ritmicidad circadiana ha sido estudiada en diferentes respuestas de acuerdo con
diversos factores ambientales. El ritmo bioldgico de la actividad locomotora ha sido abordado en
numerosos trabajos incluyendo, la actividad locomotora de camarones en confinamiento (Porta ef
al., 1996) y de Penaeus duorarum in situ y en laboratorio (Subrahmanyam, 1976); la actividad
locomotora y cardiaca en Carcinus maenas (Aagaard et al., 1995) y en Astacus astacus en
relacién a fluctuaciones ambientales de temperatura y de luz (Bojsen ef al., 1998), la actividad
locomotora con relacién a la luz en langostas (Aréchiga y Wiersma, 1969) y en acociles (Fanjul-
Moles ¢t al., 1998) y en ciclos de salinidad en Carcinus maenas (Taylor y Naylor, 1977), asi
como diferencias ontogenéticas de la ritmicidad de la actividad locomotora en Orchestoidea
tuberculata (Kennedy et al., 2000). La-ritmicidad cardiaca también ha sido evaluada en Carcinus

maenas con relacion a factores ambientales y condicidn fisiologica (Aagaard, 1996) y en Astacus
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‘astacus (Styrishave et al., 1995) en relacion a la salinidad y metales pesados en el medio. A su
vez el ritmo de la tasa respiratoria ha sido estudiado en el acocil Cambarellus shofeldtii
(Fingerman, 1955), en el camaron café Penaeus aztecus (Diaz et al., 1989), en el camardn rosado
Penaeus duorarum (Subrahmanyam, 1976) y en el camardn blanco Litopenaeus setiferus
(Robles, 2001), asi como en diversos decapodos crustaceos del noreste de la costa del Golfo de
Meéxico (Rosas e al., 1992b).

Los ritmos circadianos en los organismos pueden ser afectados por condiciones estresantes del
medio, entre ellos los toxicos ambientales, los cuales pueden ocasionar a su vez cambios de
conducta. Esta toxicidad conductual genera desordenes fisiologicos que pueden alterar el
desempefio normal y reducir la sobrevivencia del animal (Marcucella y Abramson, 1978). Si bien
la conducta ha sido considerada como un indicador sensible al efecto adverso de toxicos
ambientales, los estudios relacionados en organismos acuaticos no han recibido la importancia

debida en toxicologia acuatica (Rand, 1985).

En el ambiente acuatico, el amonio es considerado como uno de los contaminantes mas
importantes (Russo, 1985; Jobling, 1994;. Paez, 2001). En estos ambientes, el amonio esta
presente en dos formas, una no ionizada (NH3) y una ionizada (NH."), donde la proporcién de
estas dos moléculas depende del pH, la temperatura y la salinidad del medio (Bower y Bidwell,
1978, Russo, 1985; Jobling, 1994). Si bien en los sistemas acuaticos usualmente la mayor
proporcion se encuentra como io6n amonio, el amoniaco es la forma mas toxica debido a su
naturaleza lipofilica, a su pequefio tamafio y a su carencia de carga idnica, aspectos que
determinan una mayor capacidad de difusién a través de las membranas celulares y por lo tanto a

traves de las branquias de los organismos (Wrigth, 1995).

El aporte de amonio en ambientes naturales puede ser debido a la descarga de desechos
industriales, de aguas residuales y de afluentes agricolas (Russo, 1985; Paéz, 2001), asi como por
la acumulacion del producto final del metabolismo nitrogenado de los organismos amoniotélicos
(Regnault, 1987). En estos ecosistemas, el amonio es rapidamente oxidado hasta productos

menos toxicos como el nitrito y el nitrato, por medio de la nitrificacion, donde intervienen las
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bacterias Nitrosomonas y Nitrobacter (Russo, 1985; Jobling, 1994). Sin embargo, en sistemas de
cultivo de camarones peneidos, el amonio puede alcanzar concentraciones téxicas para los
organismos debido a las altas densidades de siembra, a las elevadas cantidades de fertilizantes
utilizados, a la amonificacion de los residuos alimentarios en exceso y a la acumulacion de los
productos de excrecidén nitrogenada, aunado al inadecuado recambio de agua (Chen y Lin, 1991,
Chen y Lin, 1992; Jobling, 1994).

En granjas camaronicolas semi-intensivas de Mazatlan y Sinaloa, en México, se han reportado
niveles de amonio que van desde 0.20 a 0.80 mg N-NHj; I’ (Franco, 1998). Si bien estas
concentraciones son consideradas subletales en diversos estudios, ocasionan numerosas
alteraciones bioquimicas y fisiolégicas que comprometen el desarrollo y la sobrevivencia de los
camarones en exposiciones prolongadas, alteraciones que se relacionan con la acumulaciéon del
amonio al interior de los organismos.

De acuerdo con Chen ez al. (1991), Chen y Lin (1992), Jobling (1994) y Racotta y Hernandez-
Herrera (2000), el amonio puede incrementar la demanda de oxigeno, ocasionar dafios celulares
en los pigmentos respiratorios, afectar la habilidad del transporte de oxigeno a los tejidos debido
a alteraciones en el epitelio branquial y reducir la capacidad de transporte de la molécula de

oxigeno.

LLa exposicién al amonio, también afecta la osmorregulaciéon de los camarones peneidos, debido a
alteraciones en la permeabilidad de las membranas del organismo modificando el transporte de
Na” y NHy~ (Yuong ef al., 1991; Lin ez al., 1993; Rebelo ¢t al., 1999). En P Japonicus niveles
externos en el medio de 1.14 mg N-NHj; 1" ocasionan una disminucién en la concentracion de
Na”, K", CI' y Mg **de la hemolinfa (Chen y Chen, 1996). En juveniles de L. setiferus se reportan
alteraciones en el balance idnico y osmético a partir de 0.4 mg N-NHs ! a las 24h (Rios, 2001) o

de 0.2 mg N-NH3 I'! a los 21dias de exposicion (Robles, 2001).

El incremento de amonio en el ambiente acuatico puede afectar a su vez la excrecién nitrogenada

en peneidos, reduciéndola y elevando en consecuencia los niveles toéxicos de este compuesto al
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interior del organismo. Tales alteraciones han sido reportadas en postlarvas de P. vannamei
(Molina, 1998) y en juveniles de la especie (Frias y Paez, 2001), asi como en juveniles de
Penacus chinensis (Chen y Lin, 1992) y en juveniles de L. setiferus (Robles, 1997; 2001)

expuestos de manera cronica a niveles subletales de amonio.

Ostrensky et al. (1995) reportan una reduccién del porcentaje de muda y alteraciones de la
conducta de nado durante el desarrollo larval de Penaues paulensis por la exposiciéon a 0.30 mg
N-NH; I''. Lin er al. (1993) sefialan que la exposicion cronica (20 dias) a 0.7 mg N-NH; I'!
ocasiona una disminucién en la frecuencia de muda y una reduccién del crecimiento en las post-
larvas de Penaeus japonicus. En Penaeus moriodom, Chen et al. (1986) reportan una reducciéon
del 50% del crecimiento en organismos expuestos en 0.59 mg N-NH; I''. Asi mismo, en L.
setiferus niveles de 0.2 a 0.7 mg N-NHj; 1! reducen el crecimiento de postlarvas y juveniles de
Litopenaeus setiferus (Robles, 1997; Robles,2001), a su vez, exposiciones de 21 dias en 0.7 mg

N-NH; I"! ocasionan el 30% de mortalidad en los juveniles de la especie (Robles, 2001).

Alteraciones metabdlicas han sido reportadas en peneidos por la exposicién subletal al amonio.
El consumo de oxigeno puede verse incrementado en postlarvas de P. vannamei a partir de 4 h de
exposicion en 0.4 mg N-NH; 1! (Molina, 1998) al igual que en juveniles de P. vannamei (Racotta
er al., 2000) y de P. chinensis (Chen et al., 1991). En contraste, la exposicion al amonio reduce la
tasa metabolica en juveniles de L. setiferus a partir de 24 h y niveles de 0.4 mg N-NH; I"' (Robles,
1997). El aumento en el consumo de oxigeno se ha relacionado con el incremento energético
asociado a mecanismos de desintoxicacion (Robles, 2001). Otros autores han sugerido que este
incremento puede deberse a una respuesta de escape y al consecuente aumento en los

requerimientos energéticos de los organismos (Molina, 1998; Alcaraz, et. al., 1999).

En peces teledsteos, el amonio altera el sistema locomotor, ocasionando nado erratico y la
disminucion de éste (Russo, 1984; Jobling, 1994). Tales alteraciones se asocian con la accién
neurotoxica del amonio, ocasionando fallas de neurotransmision e interfiriendo con la funcién
normal del sistema nervioso central (Russo, 1984; Jobling, 1994). En las postlarvas de .

vannamei Molina, (1998) asi como en juveniles de L. setiferus (Robles, 2001) se ha sugerido que
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la actividad locomotora es reducida por la exposicion al amonio, lo cual se refleja en una
diminucién en la alimentacidn. A su vez, Alcaraz e¢f al. (1997) sugiere que el amonio interfiere
en las respuestas al estrés térmico en postlarvas de L. setiferns. Los autores mencionan que es
posible que el téxico ocasione alteraciones nerviosas relacionadas con el comportamiento
locomotor de los camarones. Sin embargo no se han efectuado estudios en crustaceos que
aborden el efecto del amonio en los patrones de actividad o en desérdenes conductuales ni su

relacion con los procesos respiratorios de los organismos.

La actividad locomotora y/o de nado representa el mayor costo energético del metabolismo de los
organismos (Lucas, 1996). En crastaceos, el incremento en las tasas ventilatorias (Arudpragasam
y Naylor, 1964; Taylor, 1977, Dyer y Uglow, 1977), cardiacas (Aagaard et al., 1995; Bojsen ef
al., 1998) y respiratorias (Subrahmanyam, 1976; Harris y Morgan, 1984; Wallace, 1972) se han

relacionado con el aumento en las demandas metabolicas de la actividad de los organismos.

Los estudios que abordan la relacion entre la actividad locomotora y el consumo de oxigeno en
crustaceos son escasos. Al respecto, se reporta que las modificaciones en la tasa metabdlica
pueden ser generadas por cambios en la actividad locomotora de los crustaceos en relacion a la
cdad de los organismos. Wallace (1972), encontrd que la tasa respiratoria de Carcinus maenas
fue significativamente mas elevada que la de los animales inactivos y mayor en los cangrejos
menores de lg que cangrejos de mayor peso. Harris y Morgan (1984), encontraron que animales
pequeios y jovenes del amfipodos Corophuim volutator, consumen mas oxigeno que individuos
grandes y viejos variando el consumo de oxigeno de 0.40 ml O, g PS?' h'' durante la etapa
inactiva, a valores de 2 a 8.00 ml g PS™ h™! durante la maxima actividad. A su vez, juveniles de

Penaeus duorarum, presentan una mayor tasa metabolica durante el periodo de maxima actividad
(Subrahmanyam, 1976).

No obstante, el incremento del consumo oxigeno no necesariamente es proporcional al
incremento de la actividad ya que los animales difieren significativamente en su habilidad para
usar la energia a partir de las diferentes rutas metabolicas (Prosser, 1990). En este sentido, en los

juveniles de P. duorarum se observa un maximo en la tasa metabolica independientemente del
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incremento de la actividad locomotora de los camarones, lo cual se relaciona con una adaptacién
metabolica que limita la demanda de oxigeno en periodos de actividad intensa (Subrahmanyam,
1976). Por otro lado, los cambios en la actividad locomotora espontanea de los organismos
enmascaran a su vez el efecto de las variaciones ambientales, incluidos los toxicos, sobre su
metabolismo respiratorio (Jobling, 1994). En los camarones peneidos, se desconoce la relacion
existente entre las alteraciones sobre la actividad locomotora y las modificaciones en el

metabolismo energético de los organismos por la exposicion al amonio.

En México, en 1998 operaron 319 granjas camaroneras con unas 24,00C ha, localizandose la
mayor parte en el Pacifico mexicano en los estados de Sinaloa, Sonora y Nayarit. La mayor
produccion es sustentada por el camaroén blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei y el camarédn
azul Litopenaeus stylirostris (Paéz, 2001). En el Golfo de México, el camaron blanco
Litopenaeus setiferus es considerado una especie adecuada para el cultivo debido a diversas
caracteristicas, entre ellas presenta gran tolerancia a temperaturas bajas; puede ser facilmente
cultivada y debido a su rapido crecimiento, alcanza una talla comercial adecuada (Sandifer ef al.,
1993). Asimismo, hay disponibilidad de crias y reproductores silvestres, por lo que no hay
necesidad de importacion de especies aloctonas y no es hospedero del virus IHHN (Necrosis
Infecciosa Hipodérmica y Hematopoyética). No obstante, para la produccidon exitosa en los
estanques de engorda se requiere de un adecuado suministro y mantenimiento de las etapas

juveniles de la especie que garantizen el éxito en la cosecha del recurso (Gracia, 2001).

1.1. Planteamiento del Problema.

El ritmo biolégico diario del consumo de oxigeno ha sido reportado en el carr;arc'm blanco
Litopenaeus setiferus, tanto en pre-adultos de la plataforma continental del Golfo de México
(Rosas et al., 1992b) como en juveniles de la Laguna de Términos, Campeche (Robles 1997;
2001); los camarones exhiben un comportamiento respiratorio bimodal diario, con una mayor

actividad nocturna que diurna lo cual se ha relacionado con patrones de alimentacién y

migracion.




INTRODUCCION

En postlarvas y juveniles de la especie, se ha demostrado el efecto subletal del amonio sobre el
consumo de oxigeno, donde de acuerdo al tiempo y nivel de exposicion se observan alteraciones
en el patron respiratorio, en la tasa metabdlica y en la’amplitud metabolica de los organismos
(Robles 1997; Alcaraz er al., 1999; Robles, 2001). Asimismo la exposicion subletal al amonio en
las postlarvas reduce su tolerancia al estrés térmico (Alcaraz et a/., 1997). Estas alteraciones
fisiologicas se han relacionado con la probable accidén neurotdxica del amonio en los camarones
ocasionando fallas en la neurotransmision normal, alterando en consecuencia su actividad

locomotora y /o de nado.

Sin embargo, no se han efectuado estudios que aborden el efecto del amonio en los patrones de
actividad de crustaceos y en particular de L. setiferus, ni la relacion existente entre el consumo de
oxigeno y la actividad locomotora de los camarones asi como el costo energético de esta

actividad. aspectos en los cuales se centra la presente investigacion.

E! camaron blanco Litopenaeus setiferus (Linnaeus, 1767) presenta un gran potencial para su
cultivo en el Golfo de México (Sandifer e¢r al., 1993). No obstante su produccidn exitosa requiere
del conocimiento de los factores que limitan su cultivo, como es el caso de la acumulacién del

amonio en los sistemas de cultivo.
1.2.0bjetivos

El objetivo general del presente trabajo fué evaluar el efecto de la exposicidén a corto (1dia) y
largo plazo (15 dias) de concentraciones subletales de amonio sobre la actividad locomotora y su

relacién con el metabolismo energético en los juveniles de L. setiferus, en ciclos de 24 h.

Objetivos particulares: ]
1. Estimar los cambios en el ritmo diurno de actividad locomotora de los camarones por

efecto de las concentraciones subletales de amonio.

[

Correlacionar la actividad locomotora y el consumo de oxigeno de los camarones y

determinar si ésta es modificada por la exposicidon al amonio.
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3.

Evaluar si hay cambios significativos en el costo energético relacionado con la actividad

locomotora de los organismos por la exposicion a concentraciones subletales de amonio.

1.3. Hipotesis

Hipétesis general

Dado que el efecto neurotdxico del amonio ocasiona la alteracion de la actividad de nado de los

organismos acuiticos, ademas de causar numerosas modificaciones fisiolégicas que puede

reflejarse en la tasa metabdlica, la exposicion al amonio en los juveniles de L. sefiferus puede

modificar tanto la actividad locomotora y/o de nado, como el consumo de oxigeno de los

camarones. Ya que la actividad locomotora representa uno de los mayores gastos energéticos del

metabolismo de los organismos, las modificaciones en la actividad locomotora de los camarones

por la exposicion al amonio se veran reflejados en el consumo de oxigeno.

Hipétesis particulares:

1

IS

(93]

La actividad de los camarones se incrementara en los primeros periodos de exposicion al
amonio como una respuesta de escape. Al incrementarse el tiempo de exposicién y la
concentracion externa del amonio, su efecto neurotdxico se vera reflejado en la reducciéon
del movimiento de los camarones

Durante la exposicién subletal al amonio, los camarones incrementaran su tasa metabolica
aerdbica, como mecanismo compensatorio para eficientizar la obtencidn, transporte y
suministro de oxigeno a los tejidos y para reducir el efecto toxico del amonio.

Dado que la actividad representa uno de los mayores costos energéticos de los organismos
los cambios en la actividad locomotora se reflejaran en el consumo de oxigeno de los

camarones.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Obtencion y mantenimiento de los organismos

Los juveniles de L. setiferus de 1-2 g fueron capturados en la Laguna de Términos, Campeche.
La captura se realizd por la mafiana con una red de arrastre llamada “Chango”. La duracién de
cada arrastre fue de 3-5 minutos, con el objeto de permitir la recuperacion completa de los
animales debido al estrés ocasionado por la captura (Vanegas, 1996). La temperatura del agua
durante la captura oscilé de 26 a 30°C, la salinidad de 4 a 15 ups (unidades practicas de salinidad)
y el oxigeno disuelto de 4 a 6 mg O, I"'. Los camarones se transportaron, en contenedores de
plastico con agua del sitio de captura y con oxigeno disuelto a saturacion, al laboratorio de

Biologia Marina Experimental, en Ciudad del Carmen, Campeche.

Una vez en el laboratorio, los organismos se mantuvieron a temperatura ambiente, con agua de
mar a la salinidad del sitio de captura y se alimentaron dos veces al dia con camaronina (35%
proteina; Purina S. A.) Posteriormente, se transportaron al laboratorio de Ecofisiologia de la
Facultad de Ciencias en bolsas de polietileno con agua de mar a la salinidad del sitio de captura, a
20°C de temperatura y atmosfera saturada de oxigeno. En el laboratorio los camarones se
mantuvieron durante tres dias en las mismas condiciones que las del transporte, en acuarios de
200 | de capacidad (filtro biolégico incorporado en los acuarios) y en una densidad de 1
organismo por 2.2 l. Posteriormente la temperatura se ajusté 2°C d”' y la salinidad 2 ups d”! hasta
alcanzar 28°C y 17 ups, salinidad correspondiente al punto isosmético de los juveniles de la
especie (Rios, 2001). El fotoperiodo se mantuvo en 12 h luz / 12 h oscuridad (LO 12:12;

lamparas Philips, 75 Watts). El oxigeno se mantuvo a saturacion (6.5 + 0.05 mg ') y el pH de
8.2 a 8.5.

[.os camarones se alimentaron con una racién diaria de alimento peletizado (35% proteina;
Purina, S.A.) al 5% de su peso corporal. En estas condiciones, los organismos permanecieron una
semana previo al inicio de los bioensayos. Diariamente se midi6 la salinidad, la temperatura, el

pH y el oxigeno disuelto con un refractéometro 6ptico (Atago S/Mill-g; = 0.5 ups), un termémetro
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de inmersién (Brannan —20 a 50°C; +0.5°C), un potenciometro digital (Trans Instrument, Walk
Lab; = 0.005) y un oximetro con sensor polarografico (YSI 51B = 0.05 mg O ™,
respectivamente. De igual manera se evaluaron los niveles de amonio y nitrito en los acuarios,
por medio de las técnicas colorimétricas de azul de indofenol y sulfanilamida respectivamente
(Rodier, 1981). ’

2.2. Evaluacién del efecto subletal del amonio sobre la actividad locomotora y el consumo

de oxigeno.

El efecto subletal del amonio sobre la actividad locomotora y el consumo de oxigeno en los
juveniles de L. setiferus (1.22 £+ 0.31g peso humedo X + ES) se evalu6 a corto (1 dia) y largo

plazo (15 dias).

Las concentraciones subletales de amonio utilizadas (0.2, 0.4 y 0.7 mg N-NH; "),
correspondientes a niveles de 2, 5, y 8 mg N-AT 1! (N-amonio total) respectivamente, fueron
definidas a partir de estudios previos de toxicidad aguda (Robles, 1997; Alcaraz ¢/ al., 1999),
aunado a que son niveles que se registran regularmente en sistemas de cultivo (Franco, 1998).
Las concentraciones experimentales se prepararon a partir de soluciones madre de cloruro de
amonio (NHL4CI; Baker, 99.7% pureza) con las respectivas diluciones de agua de mar. Para
obtener las concentraciones deseadas de amoniaco (NH3) se tomd en cuenta la salinidad, el pH y

la temperatura del agua de los acuarios (Bower y Bidwell, 1978).

Previo a la exposicion del amonio, para cada condicion experimental se transfirieron 15 juveniles
de los acuarios de mantenimiento a acuarios de 40 I, con divisiones de malla de polietileno, un
camaron por division, y se dejaron por un lapso de 96 h. Posteriormente, los juveniles de L.
setiferus se expusieron al amonio a concentraciones de 0.2, 0.4 y 0.7 mg N-NH; I’ (N-
amoniaco); se considerd un grupo de organismos testigo sin exposicién al amonioc. Durante el
transcurso de las pruebas, los parametros fisicoquimicos se mantuvieron de manera similar a los
de la etapa de mantenimiento, asi como el patron de zlimentacidn sefialado. El alimento

remanente en los acuarios se elimind diariamente y se efectuaron recambios del 30 al 60% del

10
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volumen de agua de los acuarios manteniendo los respectivos niveles de concentracion

amoniacal.

Una vez transcurrido cada tiempo de exposiciéon al amonio (1 y 15 dias), 5 camarones de cada
concentracion experimental se transfirieron al sistema respirométrico y de registro de actividad
locomotora en el que se mantuvo la concentracion de amonio correspondiente. Cabe mencionar
que la actividad locomotora y el consumo de oxigeno se evaluaron en organismos con ayuno
previo de 24 h y en etapa de intermuda. El periodo de intermuda se establecido de acuerdo al

criterio sefialado por Robertson ef al. (1987).

A lo largo de las pruebas las concentraciones experimentales de amonio se mantuvieron
constantes. Las concentraciones reales de amonio total (mg NAT l") se determinaron con la
técnica de azul de indofenol (Rodier, 1981). Los niveles de NH3" (mg I'") se calcularon a partir
de la ecuacion de Bower y Bidwell (1978) considerando la temperatura, la salinidad y el pH del

medio.

2.3. Respuestas fisiolégicas

2.3.a. Actividad locomotora

La actividad locomotora de los camarones se registré de manera individual en camaras circulares
de acrilico de 200 ml, con flujo continuo de agua y aditados con 3 fotoceldas que registraron el
movimiento de los camarones (disefio modificado de Evans, 1990) (Fig. 1). La distancia

promedio entre cada fotocelda es de 13.45 cms y la distancia circular total, de 40.35 cms.

En las camaras se mantuvo la concentracion experimental de amonio respectiva, asi como la
temperatura y la salinidad del medio. Para cada concentracion experimental de amonio, la
actividad de nado se evaludé en 5 organismos; una camara sin organismo, se consideré como
testigo. El registro de la actividad locomotora se inici® 3 horas después de colocados los

organismos para evitar interferencia por la manipulacién de los camarones.

11
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Los registros de la actividad locomotora se efectuaron a lo largo de un ciclo de 24 h. El sistema
de registro nado se acoplé a una computadora y mediante un programa de computo disefiado ex
profeso (NAFRI S. A. de C. V., México) se capturaron los registros de nado de los organismos.
El programa de computo registroé cada “corte de fotocelda” como 0.5 pulsos y los agrupé cada 30
min. De tal manera la actividad de nado de los camarones se obtuvo como pulsos 30 min™ y se

expresd como pulsos min™', para su correspondiente analisis.

Fig. 1. Camara circular de flyjo continuo. A. Bomba de agua, B. Reservorio de agua, C. Registro de oxigeno
de entrada. D. Fotoceldas, E. Registro de oxigeno disuelto de salida

2.3.b. Consumo de oxigeno

En las camaras circulares descritas previamente y de manera simultanea a la actividad
locomotora, se evalué el metabolismo de rutina de los camarones a través del consumo de
oxigeno. Se tomaron registros cada 2 h (14, 16, 18, y20h y alas 10, 12, 14 h. del dia siguiente) a
lo largo del ciclo de 24 h. En cada periodo se tomé una muestra de agua a la entrada de las

camaras, asi como a la salida de cada camara y se determiné la concentracion del oxigeno
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disuelto con un oximetro de sensor polarografico (YSI 51B £ 0.05 mg Oz I'"). De manera paralela
se midi6 el flujo de agua (1 h™!).

El consumo de oxigeno individual (VO2; mg O,-h’'-org™) se calculé de acuerdo a la formula de
Cech (1990): VO; =([ 02].-[ O:2]s) F

donde { O.]. es la concentracidon de oxigeno disuelto del agua a la entrada de las camaras y [ Oz]s
a la salida, y F el flujo del agua en las camaras (1 h!). Los valores se corrigieron por los valores
obtenidos en la cAmara control sin organismo. Al termino de las pruebas, los camarones se

sacrificaron y se registré el peso himedo (g PH) en una balanza analitica (Sartorius BP105 =
0.00005g).

2.3.c. Consumo de oxigeno y actividad locomotora.

Con la finalidad de relacionar el consumo de oxigeno con la actividad locomotora de los
organismos, para cada registro del consumo de oxigeno se agruparon los 3 datos anteriores de la
actividad correspondientes a registros continucs de actividad de 1.5 h. Este tiempo se considero
tomando en cuenta la correccion propuesta por Cech (1990) y que a el tiempo maximo requerido
para hacer el recambio total de agua de las camaras de flujo continuo fué calculado en 1.5 h a

vpartir de la formula: t=4.6V/F

donde V es el volumen del la camara (200 ml) y F el flujo de agua en las camaras (ml min™).
Cabe seifialar que el analisis se efectud sélo con los registros diurnos tanto de la actividad

locomotora como del consumo de oxigeno.

A fin de estimar el gasto energético aerobio relacionado con la actividad individual de los
organismos, la tasa respiratoria de los camarones de cada condicidén experimental se transformé
en valores caléricos utilizando el coeficiente oxicalérico de 3.32 cal mg O, (Elliot y Davison,
1975). Los resultados obtenidos (cal h™') se relacionaron con la actividad de los organismos

1

expresadas en pulsos min™, obteniéndose el costo energético por unidad de actividad (ua; pulso

13
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min") de los camarones en cada condicion experimental (cal h! ua"); esto es, la cantidad de

energia que el organismo invierte en desplegar una actividad por unidad de tiempo.

2.4. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de la actividad locomotora (pulsos min™'), el consumo de oxigeno (mg
O, h'! org™") y el costo energético de la actividad locomotora (cal h™' ua™) fueron sometidos
inicialmente al Analisis Exploratorio de Datos para detectar datos atipicos (Statistica Ver 5.0).
Para cada condicidon experimental, las diferencias significativas de la actividad de nado de los
organismos entre el periodo diurno y nocturno se establecieron mediante la prueba no

paramétrica de Mann-Whitney (Zar, 1999).

En cada periodo de exposicion, el efecto del amonio sobre la actividad locomotora (pulsos min’")
y el costo energético por unidad de actividad (cal h™! ua') de los camarones se determind
mediante la Prueba No Paramétrica de Kruskall-Wallis; las diferencias significativas (/’< 0.05) se

establecieron mediante la prueba de Newman-Keuls (Zar, 1999).

14
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3. RESULTADOS

La mayoria de los juveniles de L. setiferus utilizados en el presente estudio se encontraron en
periodo de intermuda (75%) considerando las etapas desde posmuda tardia hasta finales de la
intermuda, de acuerdo a Robertson ef al. (1987). Los juveniles utilizados en este estudio (1.22 %=
0.31 g PH:; X+ ES) tuvieron una longitud total de 7.09 £ 0.44 cms (X = ES) y una longitud patrén
de 5.03 £ 0.23 cms (X = ES).

3.1. Actividad locometora

Los valores obtenidos de la actividad locomotora (pulsos min™') se convirtieron, para fines
comparativos, en unidades de distancia (cms min') tomando en consideracién que 1.5 pulsos
(0.5 pulsos por “corte’ de fotocelda) corresponden a 40.35 cms de distancia circular total de cada
camara circular. De tal manera, 1 pulso min" correspondié a 26.9 cms min™' recorridos por los
camarones. Es importante acotar que los valores calculados pueden subestimar la distancia real

. recorrida por unidad de tiempo, dado el comportamiento locomotor discontinuo de los

" organismos.

La actividad locomotora de los camarones en el grupo testigo presento un ritmo diario similar en
los dos tiempos experimentales (1 y 15 dias) con una mayor actividad durante la noche que
- durante el dia (Fig. 2). Un ritmo diario similar se presentd en los organismos expuestos 1 y 15
dias a las menores concentraciones subletales de amonio, con registros maximos de actividad
durante la noche. Sin embargo, en todos los grupos experimentales, tanto las horas de registro de

- mayor actividad locomotora nocturna como la intensidad de ésta fueron modificados por la

exposicion al amonio.

En el grupo testigo, al inicio y al término de las pruebas (1 y 15 dias) la mayor actividad nocturna
se registro alrededor de las 21:00 h. En contraste, en 0.2 mg N-NHs I'' al 1 2 dia de exposicion al
amonio, la mayor actividad se desplaz6 hacia las 6:00 h registrandose nuevamente ésta a las

21:00 h en los camarones expuestos 15 dias. En 0.4 mg N-NH; I, el registro de mayor actividad
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se desplazd hacia la madrugada en los dos periodos de exposicion al amonio. De igual manera en
0.7 mg N-NH3; 1" 1a mayor actividad locomotora se observé en la madrugada a partir de las 2:00 h
y 24:00 h en los camarones expuestos 1 y 15 dias al amonio, respectivamente. Es importante
resaltar que los desplazamientos de las horas en las que se observo la mayor actividad de nado de

los camarones no estuvieron relacionados con el encendido y el apagado de luz (Fig. 2).

La ritmicidad de la actividad maxima nocturna de los camarones fue modificada por la
exposicion al amonio. En el primer dia de exposicion a 0.2 mg N-NH; 1I'', la mayor actividad
nocturna de 7 pulsos min” (188.3 cms min™') fué 40% mayor que en el grupo testigo (5 pulsos
min': 134.5 cms min"); en contraste, al aumentar la concentracién externa de amonio en 0.4 y
0.7 mg N-NH;3 17 se observd la disminucién en la maxima actividad de los camarones (3 y 2
puisos min'; 80.7 y 53.8 cms min') correspondientes a una reduccion del 40 y 60%
respectivamente respecto al grupo testigo. A los 15 dias de exposicién al compuesto nitrogenado,
la actividad locomotora de los camarones disminuyo de manera gradual conforme aumenté la
concentracion externa de amonio, desde niveles de maxima actividad de 9 pulsos min™! (242.1
cms min™') en el grupo testigo, a valores maximos de 4, 3 y 2 pulsos min™' (107.6, 80.7 y 53.8
cms min™') en los organismos expuestos a 0.2, 0.4 y 0.7 mg N-NHj; I, correspondiendo a una

reduccién del 55, 66.7 y 78% respecto al grupo testigo (Fig. 2).
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Fig. 2. Actividad locomotora (-e—;pulsos min"': X +ES) y consumo de oxigeno ( @:;VO,, mg O>h™' org™) en un ciclo
de 24h. de juveniles de Litopenaeus setiferus expuestos en 0.2, 0.4 y 0.7 mg N-NH; I durante 1 y 15dias y
cvaluados en 17 ups. Grupo testigo = 0 mg N-NH, |”' = - {,ce oscura del fotoperiodo.
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Al agrupar la actividad de los camarones durante la fase de luz (7:30 a 19:30 h) y la fase de
oscuridad (19:30 a 7:30 h), se mantuvo el comportamiento de la actividad locomotora de los
camarones descrito previamente con una mayor actividad nocturna que diurna (P< 0.05), a
excepcion de los grupos expuestos 1 y 15 diasa 0.7 mg N-NH; I'' en los que la actividad diurna y
nocturna fue similar (P> 0.05) (Tabla 1; Fig. 3). En los camarones del grupo testigo, la actividad
nocturna fue 154 y 100% mayor que la diurna (P< 0.05) al 1° y 15° dia del bioensayo,
respectivamente. En los camarones expuestos a 0.2 mg N-NH; I, la actividad nocturna fue 281 y
107% mayor que la diurna (/’< 0.05) al 1% y 152 dia de exposicion respectivamente. En 0.4 mg
N-NHa; I', en los camarones expuestos 1 y 15 dias, la actividad nocturna fue 149 y 81% mayor
que la diurna (< 0.05).

Tabla 1. Actividad locomotora (pulsos min™'; cins min™: ¥ = ES) durantc ¢l periodo diurno y nocturno
de un ciclo de 24 h, cn juveniles de Litopenaeus setiferus expuestos cn concentraciones subletales de
amonio y evaluados en diferentes tiempos de exposiciéon. Grupo testigo = 0 mg N-NH, 177,

mg N-NH, 1! Ticn}pg de Actividad. pulsos min™ Actividad. cis min™
exposicion. d Dia Noche Dia Noche

o 1 1.05 £ 0.095" 2.68 £0.173% 28.2%2.6 72.1 374

: 15 1.96 +0.197 3.93 +0.39° 52.7+5.1 105.7 + 69.7

0.2 1 0.79 £0.19" 3.02 £0.38° 21.3£5.1 81.2+79.1

) 15 1.06 £0.11° 2.19+0.19° 28.5+ 3.0 58.9 + 68.6

0.4 1 0.41 £0.09° 1.03x0.10" 11.0+2.4 27.7 347

) 15 0.72 +£0.08° 1.31+0.16° 19.4+£2.2 35.2 £24.2

0.7 1 0.34 +£0.06* 0.52+0.11° 9.10x 1.6 14.0+13.2

i 15 0.19 +£0.06" 0.311+0.08" 5.11%1.6 8.30+ 10.8

Letras diferentes cn cada fila (por tiempo de exposicion) denotan diferencias significativas (P< 0.05).

En cada tiempo de exposicion, tanto la actividad nocturna como la diurna se redujeron
significativamente (P< 0.05) al aumentar la concentracion de amonio en el medio siendo la
actividad nocturna de los camarones la que presentd las mayores modificaciones por la
exposicién al amonio. Al primer dia de exposicion a 0.2, 0.4 y 0.7 mg N-NH; I"! la actividad
diurna de los organismos se redujo 25, 61 y 68% respectivamente en relacion al grupo testigo (/°<
0.05). En el periodo nocturno la actividad de los camarones expuestos a 0.2 mg N-NH; I’ fue
similar al grupo testigo (P> 0.05); sin embargo la exposicion a 0.4 y 0.7 mg N-NH; 17 redujo la
actividad de los camarones 63 y 81% respecto al grupo testigo (P< 0.05) (Tabla 1; Figura 3).
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Al aumentar el tiempo de exposicion al amonio a 15 dias, se observé una mayor alteracién en la

actividad locomotora que al primer dia de exposiciéon (P< 0.05). En los organismos expuestos a

0.2, 0.4 y 0.7 mg N-NH; I la actividad diurna disminuyé 46, 63 y 90% respectivamente en
relacion al grupo testigo (F< 0.05) mientras que la actividad nocturna se redujo 44, 67 y 92%
respectivamente en relacion al grupo testigo (< 0.05) (Tabla 1; Figura 3).

1 dia 15 dias

Actividad (Pulsos min'')

Fig. 3. Actividad locomotora (pulsos min™'; cms min’
juveniles de L. setiferus expucstos en 0.2, 0 4y 0.7 mg N-NH, 1"
Grupo testigo = 0 mg N-NH, 1",

Letras diferentes denotan diferencias dia-noche (P< 0.05).

Numeros diferentes tanto ¢l periodo diurno como nocturno. denotan diferencias entre las concentraciones
sublctales dc amonio. (P< 0.05).

"X = ES) en el pcriodo diumo (M) y nocturmo (8) de

durante 1 y 15 dias y evaluados en 17 ups.

3.2. Consumo de oxigeno y actividad locomotora

Las ecuaciones de las regresiones lineales que relacionan la actividad locomotora y el consumo
de oxigeno de los juveniles de L. setiferus se presentan en la figura 4 y en la tabla 2. Los
resultados obtenidos denotan que las relaciones obtenidas no son significativas (P> 0.05), con
coeficientes de correlacion (R?) muy bajos, reflejo a la vez de la elevada dispersion de los datos.

No obstante, se observan tendencias que son importantes resaltar (Tabla 2; Fig. 4).
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Tabla 2. Ecuaciones de la regresion lineal VO-= m (Ac) + b, que describen la relacién entre la
actividad (Ac; pulsos min) y el consumo de oxigeno (VO: mg O, h'org') de juveniles de
Litopenaeus setiferus expuestos en concentraciones subletales de amonio y evaluados en 1 y 15 dias
de exposicién. (Grupo testigo = 0 mg N-NH; I''). Se incluye cl coeficiente de correlacion (R?) y la
significatividad de 1a relacion (P).

1 dia
mg N-NH, I’ Tiempo. d VO.=m (Ac)+b R~ P
(4] 1 0.069 (Ac) + 0.477 0.214 0.644
0.2 1 0.217 (Ac) + 0.228 0.310 0.499
0.4 1 -0.217 (Ac) + 0.538 0.702 0.078
0.7 1 -0.290 (Ac) + 0.512 0.277 0.547
15 dias
mg N-NH, I Tiempo. d VO.= m (Ac)+b R P
: (0] 15 0.010 (Ac) + 0.548 0.071 0.880
0.2 15 0.045 (Ac) + 0.985 0.083 0.860
- 0.4 15 0.005 (Ac)+ 1.017 0.0127 0.981
0.7 15 0.244 (Ac) + 1.209 0.409 0.362
1 dia . 15 dias
cms min! ems min !
o 20 40 60 80 100 o 20 a0 60 80 100
2 5 : . . + ! :
' _o7
15 - L = -
= & R a--- 02
S 1 0.2 ‘—.xz‘g_T—i—:‘_'_‘.”.' ________ — 04
6: » ° PP -7 o a a
E' - e -0 o
Bt i R S ° AR o)
- o L-J
L-4
~~._ 04
=~ T = 1 Y T
3 a o 1 2 3 4

Pulsos min-?

Pulsos min!

Fig. 4. Relacion de la actividad locomotora (pulsos min™'; cms min™') y el consumo de oxigeno (mg O- org™) en

juveniles de L. setiferus. expuestos en 0.2 (A), 0.4 (o) y 0.7(x) mg N-NH; I"'durante 1 y 15 dias y evaluados en 17
ups. Grupo testigo = 0 mg N-NH; 17 (o).

A lo largo del bioensayo (1 y 15 dias) la actividad locomotora espontanea de los camarones del

arupo testigo oscilé entre 0.1 y 3.3 pulsos min™! equivalentes a valores de 2.7 a 88.8 cms min™

)

intervalo en el cual la tasa promedio del metabolismo de rutina permanecié constante de 0.4 a 0.5

mg O, h'! org™.

BN
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= _—— .  ___—__________—____———— _____—___——__ ______—_ ______ ——_ — _____ ———— _____—— —____——— __J
Al primer dia de exposicion se observan tasas metabdlicas similares en todas las concentraciones
de amoniaco; sin embargo la actividad locomotora tiende a disminuir conforme aumenta el
amoniaco externo hasta registros de, por ejemplo, 0.117 pulsos min™ (3.1 cms min™') en 0.7 mg
N-NH; I''. A los 15 dias de exposicion se observa un comportamiento aparentemente similar al 1°
dia, donde al aumentar la concentracién de amonio hay una disminucion evidente de la actividad
locomotora; no obstante se observa un aumento del consumo de oxigeno conforme aumenta el

amonio externo hasta valores cercanosa 1.5 mg O- org‘1 en 0.7 mg N-NH; ! (Tabla 2; Fig. 4).
3.3. Costo energético y actividad locomotora

En los camarones del grupo testigo en el 1° dia del bioensayo el costo energético promedio por
unidad de actividad fue de 1.69 cal. h™' ua”’, el cual aumenté gradualmente conforme se
incrementaron las concentraciones subletales de amonio. Si bien la exposicion a 0.2 y 0.4 mg N-
NH; 1" increment6 el gasto energético promedio respecto al grupo testigo en 1.4 y 2.3 veces
respectivamente, las diferencias no fueron significativas (P> 0.05). Lo anterior es producto de la
amplia dispersion de los resultados obtenidos. No obstante, el costo energético por unidad de
actividad en los camarones expuestos en 0.7 mg N-NH; I fue 3.7 veces mayor que el grupo
testigo (°< 0.05) (Tabla 3; Fig. 5).

El aumento en el gasto energético por unidad de actividad conforme se incremento la
concentracion externa de amonio, se volvid a presentar a los 15 dias de exposicién al toxico. El
grupo testigo presentd un valor promedio de 0.92 cal h' ua’!, 46% menor al observado el 12 dia
(/< 0.05). En los camarones expuestos a 0.2, 0.4 y 0.7 mg N-NH; 1"' la energia invertida por
unidad de actividad se incrementd 3.5, 7 y 125.26 veces respecto al grupo testigo. Dada la
dispersion de los valores no se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos expuestos al
amonio (P > 0.05) pero si difirié el grupo testigo con los expuestos en 0.4 mg N-NH; I'' (P<
0.05) (Tabla 3; Figura 5).
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1 dia

15 dias
4 /i 80
b b ab’/. =
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Fig. 5. Consumo de oxigeno (mg O.. h'.ua’) por unidad de actividad (pulsos min') en juveniles de
Litopenaeus setiferus, expuestos a 0.2. 0.4 v 0.7 mg N-NH; "' durante 1 y 15dias en 17 ups.
Letras diferentes denotan diferencias entre las concentraciones subletales de amonio (P< 0.05).

Nota: La escala del segundo cje v de la grafica 15 dias de exposicién. corresponde a la concentracion de 0.7 mg
N-NH. 1",

Tabla 3. Consumo de oxigeno (ng O h' ua™) y costo energético (cal h* ua™) por
unidad de actividad (ua: pulsos min') en juveniles de L. setiferus expuestos a
concentraciones subletales de amonio y evaluados en diferentes tiempos de exposiciéon
1 y 15 dias. Grupo testigo = 0 mg N-NHj; I''). Se sefialan valores promedio (X = ES).

1dia
mg N-NH,!" Tiecmpo. d mg O: .h.ua’ cal. h.ua”
0 1 0.51 + 0.08" 1.69 £0.26°
0.2 i 0.70 £ 0.17° 2.34 +£0.56°
0.3 1 1.18 + 0.41% 3.92 £ 1.36™
0.7 1 1.87 + 0.38° 6.20 = 1.26"
15 dias
mg N-NH,I" Tiempo. d mg O: .hTua” cal O, hl.ua™
0 15 - 0.28 + 0.03° 0.92+0.11°
0.2 15 0.98+ 0.11%*° 3.25 +0.36°°
0.4 15 1.93 + 0.40° 6.42 +1.33°
0.7 15 34.57 & 12.40% 114.78 £ 41.16°

Letras diferentes en cada columna denotan diferencias significativas (P< 0.05)
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4. DISCUSION

En el presente estudio, los juveniles de Litopenaeus setiferus presentaron una ritmicidad diaria
locomotora desplegando una mayor actividad en la noche que en el dia (P< 0.05),
comportamiento observado tanto en el grupo testigo como en los expuestos a las concentraciones
subletales de amonio. Este patréon de mayor actividad nocturna que diurna puede relacionarse con
los habitos nocturnos de los juveniles de la especie en su medio natural, los cuales realizan sus
actividades de alimentacion y migracién principalmente en la noche (Rosas e al., 1992a); asi
mismo, representan una estrategia para evitar depredadores nocturnos y para disminuir la
competencia interespecifica por los recursos alimentarios con otras especies de crustaceos que se

encuentran en el mismo habitat, como ha sido sugerido por Rosas e¢r al. (1992b) y Bojsen e? al.
(1998).

Resultados similares de una mayor actividad locomotora nocturna que diurna han sido reportados
ampliamente en la literatura en los cangrejos intermareales Helice crassa (Palmer y Williams,
1986a), Macrophthalmus hirtipis (Palmer y Williams, 1986b) y Carcinus maenas (Bolt y Naylor,
1986; Aagaard et al., 1995; Aagaard, 1996); en el camarédn Penaeus duorarum (Subrahmanyam,
1976) y en los crustaceos dulceacuicolas Astacus astacus (Bojsen et al., 1998), Pseudothelphusa
americana (Ramirez, 2002) en Procambarus clarki (Fernandez de Miguel y Aréchiga, 1994) y en
Orchestoidea  tuberculata (Kennedy et al., 2000). En particular, los crusticeos marinos,
estuarinos e intermareales presentan un comportamiento bimodal de la actividad la cual

sincroniza con los ciclos mareales, con los ciclos de luz diurnos o con ambos y en los que se ha

... descrito el ritmo circadiano y circamareal de la actividad locomotora (Subrahmanyam, 1976,

“Palmer y Williams, 1986b; Aagaard, 1996).

En los juveniles de L. setiferus, el ritmo diario de actividad fue sincronizado exclusivamente por
el ciclo diario de luz ya que el estudio se efectud en organismos mantenidos en condiciones de
laboratorio aproximadamente durante 30 dias, periodo en el cual el estimulo mareal exégeno no
existe. La pérdida del ritmo mareal de la actividad en organismos mantenidos en condiciones de
laboratorio y por ausencia del estimulo de las mareas ha sido documentado en P. duorarum

(Subrahmanyam, 1976) y en Carcinus maenas (Naylor, 1960, Bolt y Naylor, 1985).
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De manera general, la exposicién subletal al amonio no altero el ritmo diario de la actividad
locomotora de los camarones, manteniéndose-una mayor actividad nocturna que diurna, de
manera similar al observado en los grupos testigo. No obstante, importantes modificaciones en la
actividad locomotora se observaron a medida que se incremento tanto el tiempo de exposicion
como la concentracion del compuesto en el medio, incluyendo desplazamientos en el
comportamiento nocturno de la actividad y la disminucién en la actividad tanto diurna como
nocturna de los camarones, con reducciones hasta del 90 al 92% en los organismos expuestos 15

dias a la mas alta concentracion del toxico.

La reduccion de la actividad locomotora de los juveriiles de L. setiferus puede ser consecuencia
de tres posibles mecanismos, los cuales son abordados subsecuentemente en el presente estudio:

LLa reduccion de la actividad locomotora por el probable efecto neurotoxico del amonio; la
reduccion de la actividad como un mecanismo compensatorio para limitar la acumulacién
corporal del amonio y por lo tanto disminuir su efecto toxico y, la reduccion de la actividad como

+ un mecanismo de ahorro energético.

Es conocido que los actos del comportamiento y por lo tanto de la actividad, son generados por
las respuestas motoras del sistema nervioso que controla la contraccidén de los musculos (Randall,
1997) En peces, la accion neurotdxica del amonio ocasiona interferencias en la funciéon normal
del sistema nervioso central (Russo, 1984; Jobling, 1994) ocasionando alteraciones en diversas
respuestas conductuales. En la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Shingles ef al., 2001) y en
la carpa Cyprinus carpio (Israeli-Wenstein y Kimmel, 1998) la exposicion al amonio reduce
significativamente la actividad de nado; en la carpa se observé a su vez la compactacién del
cardimen e indiferencia por el alimento. De manera similar, es posible suponer un efecto
neurotoxico del amonio en los camarones como responsable de las modificaciones en la
actividad, alterando tanto el ritmo como la intensidad de la actividad locomotora de los juveniles

de L. setiferus.

Cabe sefialar que en los camarones expuestos a las mayores concentraciones de amonio se

observo también una disminucién en la bisqueda e ingestion del alimento, si bien no se efectud
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una cuantificacion de éste. Estos resultados reafirman a su vez la reduccion general de la
actividad fisica inducida por el amonio. Resultados similares han sido reportados en otros
estudios, donde la disminucion en la actividad de nado de postlarvas de Penaeus vannamei
(Molina, 1998) y en postlarvas y juveniles de L. setiferus (Alcaraz, 1997, Robles, 2001)
expuestos en niveles subletales de amonio, se refleja en el incremento del alimento remanente, no

consumido.

En los crustaceos se ha planteado que al menos 2 drganos son responsables del mantenimiento de
los ritmos circadianos: el pedinculo 6ptico y el ganglio supraesofagico; el primero incorpora el
sistema glandula sinusal-6rgano X que contiene la hormona neurodepresora (NDH), factor
inhibitorio de la actividad, la cual disminuye la respuesta sensorial y motora de las neuronas y el
disparo espontaneo de las motoneuronas (Aréchiga et al.,, 1992). Es probable que estos organos
sean sitios blanco del efecto téxico del amonio y que por lo tanto la alteracion de la actividad de
los juveniles de L. setiferus por efecto del amonio, sea resultado de su accion toxica en los
componentes endégenos que controlan este ritino bioldgico a nivel neuroendocrino. No obstante
sc requiere profundizar en los mecanismos de la accidn neurotoxica del amonio los cuales no se

han establecido.

Por otro lado, estudios efectuados en peces relacionan la reduccién en la actividad de nado con la
acumulacion del amonio a nivel muscular. Beaumont e/ al. (1995) y Shingles et al. (2001),
encontraron que durante el ejercicio los niveles de amoniaco (NH3) pueden acumularse en el
tejido muscular por arriba de concentraciones que interfieren la funcién del musculo. Esta
acumulacion dentro de las células musculares ocasiona una elevacion del pH (Ross y Boron,
1981) que despolariza al muasculo impidiendo el reclutamiento y la contribucién de esas fibras al
nado (Coon et al., 1990; Shingles et al., 2001). Otra forma de inhibicién de la actividad muscular
es mencionada por Binstock y Lecar (1969) en calamares, donde el idn amonio es capaz de
sustituir al K™ en mecanismos de intercambio idnico lo cual ocasiona una despolarizacién en las

neuronas.
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Sin embargo, en estudios previos en juveniles de L. setiferus expuestos 1 y 21 dias a las mismas
concentraciones subletales de amonio empleadas en este estudio, no se observé su acumulacién
en el tejido muscular a lo largo del periodo de exposicion (Robles, 2001). De tal manera las
alteraciones observadas en la actividad locomotora en los juveniles de L. setiferus, no se
relacionan con la acumulaciéon del amonio a nivel muscular lo cual sugiere nuevamente su
probable efecto neurotoxico. La accidon neurotdxica del amonio sobre la ritmicidad diaria del
consumo de oxigeno ha sido sugerido en juveniles de L. seriferus, donde el patrén bimodal de la
tasa respiratoria normal es modificado a uno unimodal, por la exposicién de 1 y 21 diasa 0.4y
0.7 mg N-NH; I"! (Robles, 2001).

ILas primeras reacciones de la exposicion al amonio en peces son la hiperventilaciéon y la
hiperexcitabilidad las cuales a su vez se reflejan en el incremento del consumo de oxigeno de los
organismos (Smart, 1981). En peneidos se desconoce el efecto del amonio sobre las tasas
cardiacas y ventilatorias y es limitado su conocimiento en los crusticeos en general. En el
langostino Nephrops norvegicus las tasas cardiacas y ventilatorias se incrementan
significativamente a partir de la exposicion de 3 h a niveles extremos de amonio de 40.8 mg I'
(2400 pmol I"' amonio total; AT) mientras que la acumulacién de amonio en hemolinfa se
presenta desde concentraciones externas de 8.5 mg 1! (500 umol I"AT); asi, la acumulacion
corporal de amonio en N. norvegicus ocurre de manera independiente a los cambios en las tasas

ventilatorias y cardiacas (Schmitt y Uglow, 1997).

En estudios previos, las alteraciones fisiologicas observadas en los juveniles de L. setiferus
(regulacion idnica, consumo de oxigeno y excrecidn nitrogenada) expuestos | y 21 dias a
concentraciones subletales similares a las utilizadas en el presente estudio, se relacicnaron con la
-acumulacion corporal del amonio; la acumulacion del amonio en la hemolinfa de los camarones
se observo a las 24 h y 15 dias por la exposicion de 0.7 y 0.2 mg N-NH; I'' respectivamente,
mientras que la acumulacién del amonio en branquias y hepatopancreas se observo a partir de 0.2
mg N-NH; I"' desde el primer dia de exposicion (Robles, 2001). En el presente estudio, la
actividad locomotora en los juveniles de L. sefiferus, se redujo al aumentar tanto el tiempo de

exposicién como la concentraciéon externa de amonio. De tal manera es posible inferir que la
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reduccion en la actividad locomotora de los camarones no representa una estrategia para reducir
la acumulaciéon corporal del amonio en éstos y reafirma el probable caracter neurotoxico del

amonio en los juveniles de L. setiferus.

El consumo de oxigeno ha sido utilizado como un indicador metabodlico indirecto de la actividad
locomotora y/o de nado de los organismos acuaticos (Jobling, 1994, Prosser, 1990). En los
juveniles de L. setiferus, el consumo de oxigeno se evalud solo durante el periodo diurno,
partiendo de resultados previos en los cuales la mayor alteracidén en la tasa respiratoria por la
exposicidén al amonio, se observa en el periodo diurno (Robles, 2001). El consumo de okigeno en
el periodo diurno se relaciona con el requerimiento energético para funciones metabolicas de
rutina asociadas con la menor actividad de nado (Subrahnmanyam, 1976). De tal manera, es en la
fase diurna donde se puede visualizar los efectos de la exposicion al amonio, evitando o
reduciendo algun enmascaramiento debido a la mayor actividad de nado nocturna de los
camarones. No obstante, a pesar de no haberse evaluado la tasa metabdlica nocturna en los
juveniles de L. setiferus es posible inferir un incremento en el consumo de oxigeno relacionado
con la mayor actividad locomotora nocturna observada en los camarones. Al respecto Rosas ef a/
(1992b) y Robles (2001), reportan en L. sefiferus un mayor consumo de oxigeno durante la
noche, comportamiento similar al descrito para Penacus aztecus (Diaz et al., 1989), donde la
mayor tasa metabolica se observd entre las 21:00 y 3:00 h; es en este periodo en el cual se
presentd en el presente estudio la mayor actividad locomotora de los juveniles de L. setiferus la

cual podria asociarse con un incremento en el consumo de oxigeno de los camarones.

La relacion directa entre la actividad locomotora y/o de nado y el consumo de oxigeno, ha sido
documentado en juveniles del camarén rosaedo P. dworarum (Subrahmanyam 1976), en el
amfipodo Corophium volutaror (Harris y Morgan, 1984) y en el cangrejo Carcinus maenas
(Wallace, 1972). No obstante, Subrahmanyam (1976), sefiala que en P. dworarum la tasa
metabdlica tiende a un maximo independientemente del incremento en la actividad de los
organismos lo cual sugiere una adaptaciéon metabdlica que limita la demanda de oxigeno en
periodos de intensa actividad, comportamiento bajo probable control endégeno. En peces,

también la relacion directamente proporcional entre la actividad de nado y la tasa respiratoria ha
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sido reportada en Carassius auratus (Spoor, 1946). Asi mismo la relacion directa entre la
actividad locomotora y la tasa cardiaca ha sido obtenida en el cangrejo intermareal Carcinus
maenas (Aagaard et al., 1995) y en el crustaceo dulceacuicola Astacus astacus (Bojsen et al.,
1998), al igual que la relacion directa entre la actividad y la tasa ventilatoria en Carcinus maenas
(Arudpragasam y Naylor, 1964, Taylor, 1977) y en Crangon crangon (Dyer y Uglow, 1977). De
acuerdo a los autores, el aumento en las tasas respiratorias, circulatorias y ventilatorias
observadas, obedece al incremento en las demandas metabolicas de la actividad locomotora y/o

de nado de los organismos.

El hecho de que en los juveniles de L. sefiferus no se haya obtenido una relacion directa entre la
actividad locomotora y el consumo de oxigeno sugiere que la tasa metabdlica no es un indicador
adecuado para valorar la accion toxica del amonio en el periodo diurno, de actividad espontanea
de los camarones. El comportamiento obtenido puede obedecer a que se estableciod la relacién con
los valores obtenidos solo durante el periodo diurno, de menor actividad, y a la gran dispersién de
los datos lo cual impidié obtener una relacion evidente. Sin embargo, se observaron tendencias

importantes de resaltar.

Por un lado, en los camarones del grupo testigo la actividad locomotora espontanea diurna
durante el transcurso de los bioensayos oscilé de 0.1 a 0.33 pulsos min™', correspondientes a un
recorrido de 2.7 a 88.8 cms min™'; independientemente del incremento de 33 veces en la actividad
de los camarones, la tasa respiratoria promedio permanecié constante de 0.4 a 0.5 mg O, h! org™. )
Estos resultados sugieren que en este intervalo de actividad, no hay una inversion metabodlica
sighiﬁcativa en el movimiento de los camarones y a la vez permite establecer que el metabolismo
de rutina no es modificado significativamente por la actividad espontanea de los organismos y

por lo tanto esta actividad no representa un costo energético evidente.

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Subrahmayam, (1976) en juveniles de
Penacus duorarum (1.68 g PH) donde a pesar de reportarse una relacion directa entre la actividad
de los camarones (registros min™') y el consumo de oxigeno, incrementos de 210 veces en la

actividad locomotora de los camarones (0O a 210 registros min’') representan un incremento de
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s6lo 1.8 veces en la tasa metabolica (0.49 a 0.86 mg O, h'lorg™?). De igual manera en la trucha
Salvelinus fontinalis, el costo de nado sostenido libre, espontaneo, no representa una inversion
energética importante, en contraste con los movimientos activos de la aceleracion y los giros,

cuyos costos son significativos (Krohn y Boisclair, 1994).

Por otro lado, a diferencia de lo observado en los camarones expuestos 1 dia al amonio, a los 15
dias de exposicion la disminucion en la actividad de nado se asocia con un aumento en el
consumo de oxigeno a medida que se incrementa el nivel de amonio externo. Esto es, hay un
aparente aumento en la energia metabdlica asociada con la reduccidén en la actividad al aumentar
el tiempo y la concentracion externa de amonio. De acuerdo a Israeli-Wenstein y Kimmel (1998),
la disminucidén de la actividad de nado en la carpa Cyprinus carpio expuesta al amonio puede
interpretarse como una respuesta de agotamiento de los organismos y un ahorro en la energia
necesaria para superar la condicion estresante, siendo una estrategia compensatoria. En contraste
en los juveniles de L. setiferus la reduccion en la actividad de nado no se relaciona con una

estrategia de ahorro energético a la accion toxica del amonio.

" El efecto significativo del amonio en la demanda energética de la actividad de los camarones se
observo al calcular el costo energético por unidad de actividad de los organismos (mg Oz h™ ua™)
durante el curso de intoxicacién al amonio, donde los resultados sugieren una mayor inversion
energética para realizar la misma actividad a medida que se incrementa el tiempo y.el nivel de
exposicién al amonio. No obstante, el aumento en el costo metabolico por unidad de actividad de
los camarones al incrementar la concentracion externa de amonio, (1°y 152 dia de exposicion)
puede ser consecuencia de la accion toxica del amonio en los centros de control neuroenddcrino
de la actividad, asi como a los efectos adversos globales en el desempefio de los organismos. De
tal manera el aumento en la energia metabdlica por unidad de actividad podria enmascarar a la

vez, el incremento en las demandas energéticas para procesos de compensacion y desintoxicacion

al amonio.

El incremento en la energia metabdlica ocasionado por la exposicion subletal al amonio ha sido

documentado en estudios previos en juveniles de L. seliferus (Robles, 2001) asi como en
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juveniles de Penaues chinensis (Chen et al.,, 1991; Chen y Lin. 1992; Chen y Nan, 1993), en
juveniles de Penaeus japonicus (Chen y Lai, 1992) y en juveniles de Penaeus vannamei (Racotta
y Herdandez-Herrera, 2000). De acuerdo a los autores el aumento en la tasa metaboélica es reflejo
de los costos energéticos de los mecanismos de compensacion y desintoxicacion para

contrarrestar la accidn toxica del amonio.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente estudio el aumento en el costo metabolico de
la actividad de los juveniles de L. sefiferus aunado a la disminucién en la incorporacion del
alimento al aumentar el tiempo y la concentracion externa de amonio, limita la energia disponible
de los organismos para desplegar mecanismos eficientes de compensacion y desintoxicacion lo
cual en uitima instancia compromete su desarrollo y sobreviencia. A la vez el aumento en la
demanda energética por unidad de actividad relacionada con la disminucion locomotora de los
camarones, sugiere que en los sistemas de cultivo, en los cuales son comunes las concentraciones
de amonio evaluadas (Franco, 1998), los organismos pueden ser presa facil de sus depredadores
(cangrejos, peces y aves) al reducirse sus respuestas de escape aunado a la limitacién en la

competencia por la adquisicion del alimento, aspectos adversos en la produccion del recurso.
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S. CONCLUSIONES

Los juveniles de L. setiferus presentan un ritmo diario de actividad locomotora con una

mayor actividad de nado durante la noche.

El amonio no altera el ritmo diario de la actividad locomotora de los camarones; sin embargo
ocasiona alteraciones en la expresidon de la actividad de nado a medida que se incrementa el
tiempo y la concentracion de exposicidon como el desplazamiento de las horas de maxima
actividad y severas reducciones en la actividad locomotora. Tales alteraciones son de mayor

magnitud en el periodo nocturno.

La reduccién en la actividad de los camarones sugiere el efecto neurotdxico del amonio y no
obedece a un mecanismo de ahorro energético o a procesos compensatorios para reducir la

acumulacidén corporal de amonio.

La tasa respiratoria no es un indicador adecuado para valorar la accién téxica del amonio

sobre la actividad de nado de los camarones.

Se presenta una relacién evidente en el costo metabdlico por unidad de actividad, sugiriendo
una mayor inversion energética en los organismos para realizar la misma actividad

locomotora al aumentar el tiempo de exposicion y la concentracidon externa de amonio.
Los resultados obtenidos sugieren que la alteracion locomotora en los camarones por la

exposiciéon al amonio aunada a la disminucidn en la incorporacién de alimento puede

repercutir adversamente en los juveniles y comprometer su sobrevivencia.
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6. RECOMENDACIONES

En futuros trabajos relacionados con est¢ tema, se sugiere la evaluacion del consumo de
oxigeno de los organismos en horas nocturnas y diurnas, para de este modo, realizar las

comparaciones pertinentes con el periodo de la mayor actividad locomotora de los camarones.

Informacion adicional se obtendria al cuantificar la cantidad de acido lactico a nivel muscular
en los organismos, ya que se ha reportado que bajo una intensa actividad de nado, éstos

pueden utilizar la ruta del metabolismo anaerobio.

Se recomienda aumentar el nimero de organismos evaluados en cada condicion experimental

a fin de reducir la dispersidon obtenida en los resultados.
Finalmente se sugiere abordar estudios encaminados a discernir el efecto neurotdoxico del

amonio en los camarones peneidos asi como su probable efecto estresante sobre el ritmo

circadiano de la actividad locomotora y la tasa metabdlica de los organismos.
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