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RESUMEN
El objetivo del presente estudio fue evaluar la relacién entre los niveles de los
compuestos nitrogenados en el agua y la presencia de danos y/o alteraciones en
6rganos y tejidos del camarén en ambiente de baja salinidad (1.9 g/L). El disefio
experimental consistié en realizar un cultivo de camarén y un bioensayo de
confirmacién para contrastar los efectos del nitrégeno. El cultivo intensivo
consistié en 2 médulos experimentales con diferentes densidades (M1=70
PL/m2 y M2=120 PL/m?2). El peso promedio del camarén cosechado fue de
5.9+0.3 y 5.5+0.7g, la supervivencia de 87.7+3.5 y 11.9+1.6%, la tasa de
crecimiento especifica de 7.3£0.1 y 7.6+0.2%/dia, el rendimiento de 1.4+0.3 y
0.1+0.02 ton/ha y el factor de conversiéon alimenticia de 1.5+0.3 para M1 y M2,
respectivamente. Las variables fisicoquimicas monitoreadas fueron las 6ptimas
para el cultivo. En la calidad de agua, en M1 las concentraciones de los
compuestos de nitrégeno se mantuvieron estables, mientras que en M2 el
amonio alcanzé una concentraciéon promedio de 13.1 mg/L de N-NH4* que se

considera toxico para el organismo.

El analisis en fresco mostré melanizacion multifocal, coloracion rojiza en
apéndices, flacidez y opacidad muscular en ambos médulos (M1 y M2). En
histologia, los mayores danos en M1 y M2 se presentaron en hepatopancreas,
glandula antenal, intestino, érgano linfoide, y branquias; en el bioensayo de
confirmacién los mayores danos se presentaron en hepatopancreas, glandula
antenal, branquias y érgano linfoide. Se demostré que los danios provocados por
los compuestos nitrogenados en el cultivo de camarén se asociaron
significativamente (p<0.05) a hepatopancreas, glandula antenal, corazén y
musculo. Se concluye que conforme se desarrolla el ciclo de cultivo, los
compuestos nitrogenados tienden a aumentar con los demas factores del cultivo
(alimento no consumido, heces, proliferacién de fitoplancton y bacterias), por lo

que aumentan la prevalencia de los danos en los tejidos del camaroén.
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ABSTRACT
The main objective of this study was to evaluate the relationship between
nitrogen compounds and damages and/or alterations in shrimp tissues under
low salinity conditions (1.9 g/L). The experimental design consisted of shrimp
culture and confirmation bioassay to contrast the nitrogen effects. Intensive
shrimp culture was performed in two modules with different densities (M1=70
PL/m2 y M2=120 PL/m2). The final mean weight harvested shrimp was 5.9+0.3
and 5.5+0.7 g; the survival was 87.7+3.5 and 11.9+1.6%; the yield was 1.4+0.3
and 0.1+0.02 ton/ha; and the feeding conversion rate was 1.5+0.3 for M1 and
M2, respectively. Physical-chemicals variables monitored in water of shrimp
tanks were the optimal for culture. In water quality, M1 had stable levels of
nitrogen compounds; meanwhile, in M2 ammonia reached a mean

concentration of 13.1 mg/L of N-NH4* that is toxic for organisms.

Fresh analysis shows multifocal melanization, reddish appendages, muscle
flaccidity and opacity in both modules (M1 and M2). The histology analysis
revealed the most damages for M1 and M2 was in hepatopancreas, antennal
gland, lymphoid organ, midgut and gills. In the confirmation bioassay the most
damages were in hepatopancreas, antennal gland, gills and lymphoid organ.
The damage caused by nitrogen compounds in shrimp farming were
significantly associated (p<0.05) to hepatopancreas, antennal gland, heart and
muscle. It is concluded that as the growing season is developed, the nitrogen
compounds tend to increase with culture factors involved (uneaten food, feces,
bacteria and phytoplankton blooms) and increase the prevalence of damages in

shrimp tissues.
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1. INTRODUCCION

La acuicultura es una industria que se ha convertido en una de las alternativas
con mayor viabilidad econémica para la produccién de alimento, apoyandose en
técnicas y procesos sobre los cuales se cultivan organismos acuaticos en
condiciones controladas (Guerrero-Olazaran et al, 2004; Montemayor-Leal et
al., 2005). De acuerdo a la FAO, los camarones peneidos son las principales
especies de crustaceos cultivadas en el mundo por lo que constituyen una

importante fuente de recursos econémicos para muchos paises (FAO, 2013).

La practica de cultivo de camarén con aguas de baja salinidad esta
incrementandose a nivel mundial. El desarrollo de cultivos epicontinentales de
camaron en agua de baja salinidad se considera una alternativa con mayor
viabilidad contra la contaminacién costera (Saoud et al, 2003; Martinez-
Cérdova et al, 2009), ademés de otras razones, como viene a ser el hecho de
contrarrestar el efecto de las enfermedades virales, aprovechar grandes
extensiones de terrenos con aguas salinas, que no pueden ser utilizados para la
agricultura tradicional, y para compensar la carencia de tierras disponibles
para la instalacién de granjas en la zona costera (Pdez-Osuna y Valencia-
Castaneda, 2013). El cultivo de camarén blanco del Pacifico L. vannamei en
aguas epicontinentales se esta extendiendo con rapidez en el continente
americano. Esta variacion en el cultivo permite desarrollar esta actividad en
tanques a diferentes densidades y a diferentes salinidades aprovechando su
capacidad eurihalina por lo que es factible su cultivo en zonas donde la fuente
de abastecimiento de agua es baja en sales (Roy et al, 2007; Esparza-Leal et

al., 2010).

Este tipo de cultivo ha sido establecido en varios paises, entre ellos se
encuentran EUA, Tailandia, Ecuador, Israel, China y México (Boyd, 2001;
Samocha et al, 2001; Saoud et al, 2003). En México, se tiene que en Baja
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California, Sinaloa, Jalisco y Colima, se cuenta con la tecnologia disponible y la
experiencia que les permite producir camarén blanco del Pacifico L. vannamei
en sistemas intensivos en agua a muy baja salinidad (~0.4-1.0 g/L), alcanzando

rendimientos cercanos a 10 toneladas por hectarea (Angulo et al, 2005).

Sin embargo, este tipo de cultivos de camaréon a baja salinidad al igual que
los cultivos tradicionales con aguas salobres o marinas, tienen sus problemas
asociados con las enfermedades, los cuales tienen un efecto directo en la
produccién, eficiencia de alimentaciéon y crecimiento que pueden limitar el
desarrollo del cultivo (Fegan, 2001; Molina-Aja et al, 2002). Muchos de estos
problemas son producto de una mala planeacién y un disefno inapropiado de las
unidades de produccion, aunado a practicas incorrectas en la produccién que
derivan en problemas de inocuidad, salud animal e impacto ambiental

(Martinez-Cérdova et al., 2009).

Las enfermedades constituyen el principal obstaculo para el crecimiento y
desarrollo sostenible de la industria acuicola del camarén y han causado
enormes pérdidas; éstas son causadas por agentes infecciosos, como virus,
bacterias, hongos y parasitos. Dichas enfermedades ocurren cuando tres
factores se dan de forma simultanea, la presencia del patégeno, las condiciones
ambientales y el huésped, conocido como la triada epidemiolégica (Fig. 1.1).
Mientras no se presente algtin factor condicionante o desencadenante, la
relacién en la triada tiende a guardar el equilibrio (Lightner y McVey, 1993;
Rodriguez, 2013).

Cuando se rompe el equilibrio entre el agente, el hospedero y el ambiente
a consecuencia del estimulo, el organismo es invadido por el agente patégeno
estableciéndose la infeccién e inicidandose asi el periodo patogénico. El agente
pasa por una fase de adaptaciéon y multiplicacién en los tejidos blancos,
ocasionando cambios patolégicos a nivel celular, que tiempo después alterara
6rganos y tejidos. Al momento en que se establece la infecciéon y el agente
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empieza a multiplicarse, el organismo reacciona con mecanismos de defensa
inespecificos y especificos de inmunidad humoral y celular, que dependiendo de
las circunstancias del hospedero, el agente y el medio, pueden llegar a
recuperar al individuo. El tiempo que transcurre desde que ocurrié el estimulo
y se establecié la infeccion hasta que aparecen los primeros signos se le
denomina periodo de incubacién. Siguiendo el curso natural de la enfermedad,
los signos van siendo mas severos hasta llegar a la postracién, incapacidad,
agonia y muerte del individuo, a menos que en algiin momento de la infeccién
la respuesta del hospedero haya sido efectiva y el proceso infeccioso se
interrumpa y se presente la recuperacién y convalecencia (Rosales-Ortega,
2012).

Factores ambientales

Instalaciones

Medio Manejo
Ambiente Calidad del agua

Sistema de produccién
Sistema de alimentacion

Patogenicidad
Virulencia
Inmunogenicidad Inmunidad
Mecanismos de Resistencia

Enfermedad

resistencia Agente Nutricidon
Mecanismos de e Hospedero Genética
transmision Estrés

Fig. 1.1. Elementos de la triada epidemiolégica (tomado de Rosales-Ortega,

2012).

La gravedad de la infeccion dependera del nivel de incidencia, la
prevalencia, el tipo de patdgeno, de su virulencia, de su patogenicidad, de la

especie cultivada, de la genética de la especie (ciclo cerrado o especies) y del
3



nivel de estrés de los camarones al momento de estar expuestos al patégeno. El
estrés que da como resultado la pérdida de apetito, crecimiento lento y
susceptibilidad a las enfermedades esta asociado con la calidad del agua, el tipo
de alimentacion, la densidad de siembra, la wvariacion drastica en los
parametros fisicoquimicos, como oxigeno disuelto, temperatura, salinidad, pH,
entre otras cosas, asi como por las practicas de manejo (Morales-Covarrubias,

2010).

La calidad del agua es alterada principalmente por las grandes cantidades
de alimento balanceado y de fertilizantes adicionados (Cho et al 1994; Boyd y
Tucker, 1998; Ponce-Palafox, et al, 2005; Morales-Covarrubias, 2010). Los
excesos de tales sustancias principalmente como nutrientes en forma de
nitréogeno y foésforo, respecto a la capacidad asimilativa de los estanques de
cultivo, disminuyen la calidad de agua durante el cultivo a través de la
acumulacion de nitrégeno inorganico disuelto, los cuales son toéxicos para la
biota y pueden causar altas mortalidades, por lo cual se utiliza el recambio de
agua para proveer de éptimas condiciones en los camarones cultivados (Saldias,

2001; Paez-Osuna, 2001).

El nitrégeno inorganico disuelto (NID) en los estanques, se encuentra bajo
la forma principal de amonio, nitritos y nitratos. La suma de éstos se le
denomina como nitrégeno inorganico disuelto o nitrégeno total inorganico.
Estos productos se convierten a través del ciclo natural del nitrégeno (Fig. 1.2),
y la presencia o abundancia de sus diferentes formas quimicas son afectadas
por el pH, oxigeno disuelto y los organismos que consumen y producen ciertas
formas de nitrégeno. Ademas, el agua, el alimento suministrado y los
fertilizantes, constituyen fuentes adicionales de nitrégeno, sumado a la fijacion
de éste por el fitoplancton y las bacterias. Como se menciona anteriormente, el
nitrogeno es uno de los nutrientes mas importantes para los seres vivos y uno

de los elementos clave que limitan los cultivos acuicolas, ademas juega un



papel importante en la dinamica de los sistemas de acuacultura debido a los 2
roles en que actua, por un lado como nutriente para los fotétrofos y como toxico

para los heterétrofos (Burford y Lorenzen, 2004; Pdez-Osuna et al, 2007).
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Fig. 1.2. Diagrama del ciclo del nitrégeno en un estanque de cultivo de camaroén

(modificado de Gruber, 2008).

En el presente proyecto se desarrolld un experimento de cultivo de
camarén a baja salinidad (1.9 g/L) utilizando dos densidades de siembra (70 y
120 PL/m?2) con cero recambio (con sélo la reposicién de niveles) para observar a
través del ciclo de cultivo la salud de los organismos con respecto a la calidad
del agua y describir los dafos causados en érganos y tejidos por medio del
analisis histologico, realizando un bioensayo con las concentraciones de
nitrégeno del cultivo donde se observé dafos en érganos y tejidos y mortandad
de los organismos, para comparar los dafnos ocasionados por las

concentraciones de nitrégeno con respecto al cultivo.



2. ANTECEDENTES
2.1 Generalidades del camarén

El camarén blanco (L. vannamei) es un crusticeo decdpodo que pertenece a la
familia Penaeidae. Esta formado por un cefalotérax y un abdomen constituidos
por érganos y tejidos (Fig. 2.1), los cuales cumplen con diferentes funciones
biolégicas (Morales-Covarrubias, 2010), que se explicardn a detalle més
adelante (Tabla 1). Posee una gran tolerancia a factores ambientales para
soportar un intervalo de salinidad entre 0.5 y 45 g/L; particularmente, crece
muy bien a densidades de siembra por encima de 50 org/m? en ambientes con
salinidades entre los 15 y 25 g/L. donde el medio acuatico y la hemolinfa son iso-
osmoéticos (Wyban y Sweeny, 1991; McGraw et al, 2002). Tal rango de
tolerancia la convierte en una especie candidata para el cultivo epicontinental
donde esta estrategia en particular, se encuentra en expansiéon en muchos
paises del mundo (Saoud et al, 2003; Sakamoto et al, 2009; Godinez-Siordia et
al., 2011).

2.2 Anatomia general

El camarén L. vannamei esta dividido en 2 regiones, el cefalotérax formado por
la fusién de cinco segmentos cabezales y ocho segmentos toracicos, en esta
regién se encuentran la mayoria de los d6rganos vitales del camardén y son
enfoque de este estudio (glandula antenal, érgano linfoide, hepatopéncreas,
corazén, ciego hepatico anterior y branquias), y el abdomen constituido por seis
segmentos distintos donde se puede observar el intestino y musculo. La
superficie externa y apéndices estan cubiertos por un exoesqueleto, el cual
requiere de mudas periddicas para su crecimiento, una serie de procesos

denominado ciclo de muda.
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Fig. 2.1. Anatomia interna del camarén blanco (Litopenaeus vannamei)
mostrando eséfago (ES), estémago (ET), hepatopancreas (HP),
intestino (INT), ciego hepéatico anterior (CHA), ciego hepético
posterior (CHP), recto (R), corazén (C), arteria oftdlmica (AO),
arteria esternal (AE), arteria abdominal (AA), 6rgano linfoide (OL),
cordén nervioso ventral (CNV), ganglio supraesofagico (SEG), tejido
hematopoyético (THP), glandula antenal (GA), branquias (BQ) y
musculo (MSC) (Modificado de Alday-Sanz, 2010).

De manera externa, el color del camaréon es controlado por la actividad de
los cromatoforos en el epitelio. Estas células tienen varios procesos que irradian
desde la regién nuclear y contienen uno o mas granulos de pigmento. Los
melanoéforos tienen granulos predominantemente negro, los leucoforos
contienen granulos blancos, eritréforos constituyen el rojo y los xantéforos
tienen granulos de color amarillo. Los granulos son dispersados a través de la
célula para mostrar al maximo su color o se concentra para minimizarlo. El
movimiento de los granulos de pigmento son controlados por la actividad
hormonal del seno glandular o del sistema nervioso central anterior
(Huberman, 2000; Fanjul-Moles, 2006; Alday-Sanz, 2010). En la Fig. 2.1 se
observan todos los 6rganos y tejidos que conforman el camarén L. vannameli,

asi como las funciones de los 6rganos principales de interés en este estudio

(Tabla 1).



Tabla 1. Funciones principales de los érganos y tejidos del camarén blanco (modificado

de Morales-Covarrubias, 2010).

Organo/tejido Funcién
Antenas Sensores tactiles (deteccién de depredadores)
Anténulas Quimiorreceptores
Branquias Respiracién, excrecién, osmoregulaciéon y fagocitosis

Ciegos hepaticos
Corazén
Exoesqueleto
Glandula antenal
Hepatopancreas
Intestino (boca, eséfago y
estémago)
Intestino medio
Mandibulas, palpo
mandibular y
escafognatito
Musculo abdominal
estriado

()rgano linfoide

Pereibépodos y pledpodos

Secretor de jugos gastricos y absorcién de nutrientes

Bombea e irriga hemolinfa, transporte de hemocitos

Soporte y barrera protectora

Excreciéon y mantenimiento del balance osmoético

Digestién, absorcién de nutrientes y almacén de energia
Captura, proceso de masticar y almacenamiento temporal del
alimento

Absorcién y excrecién del alimento

Sensores tactiles, para tomar particulas de alimento y

movimiento de agua sobre las branquias

Contracciones rapidas para escapar de los depredadores

Encapsulaciéon y fagocitador de antigenos

Locomocién y quimiorrecepcién

2.3. Cultivos de camarén a baja salinidad

El cultivo de camardn intensivo se ha limitado a zonas relativamente estrechas

de tierra a lo largo de las costas de los paises tropicales y subtropicales en

desarrollo, debido a la necesidad de grandes voliumenes de agua salada para el

intercambio de agua durante el periodo de cultivo. Los acontecimientos

recientes en Tailandia sugieren, que esta asociaciéon cultivo de camaron-region

tropical y subtropical, podria quedar pronto en el pasado, ya que un gran
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numero de agricultores tailandeses estan adoptando el cultivo a baja salinidad.
Este desarrollo aumenta en gran medida el potencial para el establecimiento de
cultivo de camarén mucho mas lejos de la costa de lo que se creia posible. Por
otro lado, la migraciéon de la camaronicultura intensiva en ambientes de agua
dulce, plantea graves preocupaciones sobre la eliminacion de los efluentes de
los estanques y el impacto de la intrusiéon de agua salada en los alrededores de

las actividades agricolas (Flaherty y Vandergeest, 1998).

En México, el método de cultivo de camarén a baja salinidad comienza a
difundirse, no sélo por la posibilidad de lograr el cultivo fuera de lagunas
costeras o tierra adentro, sino también por la posibilidad de mantener al cultivo
libre de enfermedades ya que se piensa que las condiciones de cultivo en agua
dulce disminuyen el riesgo de aparicién de enfermedades (Olivas-Valdéz et al,
2003; Zarain-Herzberg, 2003). Sin embargo, en el trabajo de Godinez-Siordia
(2012) comprueban que las bajas salinidades utilizadas en cultivos de camarén,
no constituyen factores limitantes para 4 tipos de virus IHHNV, TSV, WSSV e
IMNV) que ocasionan fuertes impactos negativos y no discriminan casi a
ninguna especie de crustdceo comercial como son el camarén blanco (L.
vannamei, Boone, 1931), camarén azul (L. stylirostris, Stimpson, 1874),
camarén blanco del Sur (L. schmitti, Burkenroad, 1936), camarén blanco del
Norte (L. setiferus, Linnaeus, 1767) y camarén tigre gigante (P. monodon,
Fabricus, 1798); de manera que la condicién hipohalina parece no resultar

eficaz.



Tabla 2. Datos de produccién de cultivos de camarén (L. vannameiy L. monodon) realizados a nivel laboratorio o piloto y en

estanques comerciales a baja salinidad y diferentes densidades de siembra.

Salinidad Densidad Rendimiento Supervivencia Duracién Talla Crecimiento

Especie (g/L) (org/m?) (ton/ha) (%) FCA (dias) (® (g/semana) Referencia
Experimentos en laboratorio o nivel piloto
L. vannamei 0.64 90 7.80 76.1 - 203 11.4 0.38 Araneda et al (2008)
L. vannamei  0.64 130 9.10 68.9 - 203 10.2 0.34 Araneda et al (2008)
L. vannamei  0.64 180 11.70 65.9 - 203 9.9 0.33 Araneda et al (2008)
L. vannamei 0.9 50 3.90 56.3 1.6 120 14 0.73 Mariscal-Lagarda et al. (2012)
L. vannamei 1.0 50 3.30 82.5 - 84 8.1 0.70 Esparza-Leal et a(2010)
L. vannamei 1.8 13 1.30 61.5 - 77 15.6 1.41 Meraz-Bautista (2008)
L. vannamei 1.8 132 8.1 61.5 2.1 114 9.9 0.61 Buitimea-Duarte (2012)
L. vannamei 1.9 75 6.10 90.1 1.6 120 9.1 0.54 Alarcén-Silva (2013)
L. vannamei 2.0 56 - 99.0 - 32 3.9 - Pérez-Veldzquez et al(2007)
L. vannamei 1.9 70 1.37 87.7 1.51 72 5.9 0.53 Este estudio
L. vannamei 1.9 120 0.10 11.9 29.8 69 5.5 0.50 Este estudio
Cultivos en estanques comerciales
L. vannamei 0.5-7.0 60 2.90 68.4 1.4 210 11.2 0.37 Wudtisin y Boyd (2011)a
L. vannamei 0.5-7.0 65 2.30 56.9 1.9 210 8.7 0.29 Wudtisin y Boyd (2011)a
L. vannamei 0.7 39 3.50 47.0 3 112 19.3 1.30 Green(2008)P
L. vannamer 0.7 23 0.98 82.3 1.9 55 5.5 0.90 Green(2008)P
L. vannamei 0.7 28 2.40 99.2 1.2 65 9 1.30 Green(2008)P
L. vannamei 1.8 13 1.24 61.5 1 77 15.6 1.42 Mariscal-Lagarda et al. (2010)¢
L. vannamei 2.0 100 13.40 69.0 2.3 53 9.9 1.26 Sowers y Tomasso (2006)4
L. vannamei 2.0 28 5.16 98.8 - 77 19 1.67 Samocha et al. (1998)¢
L. vannamer 2.2 346 10.30 86.1 2.1 107 14.7 1.03 Samocha et al. (2004)f
L. vannamer 2.2 91 11.10 66.9 2.7 100 18.5 1.36 Samocha et al. (2004)f
L. monodon 2.9 42 4.22 38.0 2.7 104 26.5 1.80 Collins et al (2005)&
L. monodon 2.9 23 2.97 63.0 1.9 98 20.4 1.40 Collins et al (2005)&
L. vannamei 4.0 28 5.24 98.8 - 77 19.3 1.70 Samocha et al. (1998)¢

aTailandia; PArkansas, EUA; ¢Sonora, México; 4Texas, EUA; ¢Texas, EUA ; fArizona, EUA; eQueensland, Australia
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Existen diversos tipos de estudio de los cultivos de camarén en aguas de
baja salinidad o en agua dulce; estan por un lado, aquellos que se realizan
experimentalmente en laboratorios o a nivel piloto para estudiar la calidad del
agua, las variables bioldgicas, rendimiento, produccién, supervivencia, etc.
(Pérez-Veldzquez et al, 2007; Araneda et al, 2008; Meraz-Bautista, 2008;
Esparza-Leal et al, 2010; Mariscal-Lagarda et al., 2010, 2012) (Tabla 2).

Por otro lado, estan aquellos estudios realizados en las granjas utilizando
estanques de cultivo comercial y en donde se persiguen los mismos objetivos
mencionados (Samocha et al, 1998, 2004; Collins et al, 2005; Sowers y
Tomasso, 2006; Arzola-Gonzalez et al, 2008; Roy et al, 2009; Roy y Dauvis,
2010; Miranda et al, 2010; Valenzuela-Quinonez et al, 2010; Godinez-Siordia
et al., 2011; Wudtisin y Boyd, 2011; Prapaiwong y Boyd, 2012).

2.4. Calidad de agua en cultivos de baja salinidad

La calidad del agua determina la capacidad del ambiente que influye
directamente en la vida del organismo, por lo que la produccién y rendimiento
de los cultivos estdn estrechamente ligados con la calidad del agua (Piez-
Osuna y Valencia-Castafieda, 2013). De acuerdo con P4ez-Osuna et al (2001)
los estudios de calidad de agua tienen dos puntos de partida (Tabla 3): el
primero, que considera las variables o parametros conservativos
independientes de la actividad biolégica, que son afectados por los procesos
fisicos como: temperatura, radiacién solar, viento, precipitacién, evaporacion,
luz, salinidad, alcalinidad, entre otros, y el segundo, que se refiere a los
parametros no conservativos que se alteran por la actividad biolégica como:
nutrientes (nitrégeno y fésforo), productividad natural, oxigeno disuelto y

s6lidos suspendidos totales, entre otros.

En los siguientes estudios se presentan aquellos autores que evaluaron

algunas de las variables de calidad de agua en cultivos intensivos de camarén
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en aguas de baja salinidad, entre ellos se encuentran el de Valenzuela-
Quifionez et al. (2010) quienes evaluaron el potencial de diferentes fuentes de
agua subterranea de baja salinidad para cultivar camarén blanco
comparandolo con un cultivo de agua de mar. Estos autores sembraron 200
org/m2. Los promedios de temperatura, oxigeno disuelto y pH fueron de 26°C,
5.9 mg/L y 8.0, respectivamente. Las variaciones en las concentraciones de los
nutrientes fueron: 0.26-0.31 mg/L N-TAN, 0.28-0.32 mg/LL N-NOgz, 0.73-0.77
mg/LL N-NOs. De acuerdo a dichos resultados, concluyen que es factible la
realizacion de este tipo de cultivos con el fin de incrementar el nivel de vida de

poblaciones con alta marginacion.

Tabla 3. Variables que influyen en el éxito de la operacién de los cultivos acuicolas

Conjunto de variables fisicas, quimicas y biologicas

Parametros fisicos: Temperatura, salinidad, s6lidos, color, luz
pH y alcalinidad, nutrientes, gases (O2, Ng,
COg, H2S)

Parametros quimicos:

Parametros bioldgicos: Bacterias, virus y hongos

Mariscal-Lagarda et al (2014) realizaron un estudio en un sistema
integrado de camarén (L. vannamer) y tomate donde evaluaron las variables de
calidad de agua y la variacion del fitoplancton en el efluente de los tanques de
camaron y del agua que retorna del cultivo de tomate, el agua de los efluentes
de los tanques de camarén se utiliz6 para la irrigacién de las plantas de tomate.
Este cultivo de camaroén es intensivo con una salinidad de 0.6 g/L y utilizaron
una densidad de siembra de 50 PL/mZ2. Durante el cultivo, las concentraciones
de los nutrientes en el agua del efluente de los tanques de camarén fueron de
<0.001-0.848 mg/LL N-TAN, <0.001-1.45 mg/LL N-NO2z y de 5.2-172.2 mg/LL N-
NOs'. Siendo evidente la factibilidad del estudio, ya que las variables de calidad

de agua fueron moderadamente aceptables a través del cultivo.
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2.5. Enfermedades e histologia en camarén

Para un mejor entendimiento se debe de tener en claro los conceptos de salud y
enfermedad. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define salud como un
estado de completo bienestar fisico, mental y social, y no solamente la ausencia
de afecciones o enfermedades, y define enfermedad como alteracién o
desviacion del estado fisiolégico en una o varias partes del cuerpo, por causas
en general conocidas, manifestada por sintomas y signos caracteristicos, y cuya

evolucion es mas o menos previsible.

Olivas y Césarez (2003) realizaron una evaluacién sanitaria en 4 granjas
de camaron a baja salinidad en el Valle de Mexicali, Baja California, México.
Este estudio se realizé en un ciclo de produccion de 130 dias. Las granjas
utilizaron densidades de siembra desde 10 a 60 org/m? dependiendo si se
cuenta o no con aireacién suplementaria. La salinidad de cada granja fue 1.1,
1.6, 1.65 y 5.6 g/L,, y supervivencia de 74, 26, 45 y 51%, respectivamente. En el
analisis sanitario, los organismos presentaron una apariencia exterior con
diferentes grados de cobertura branquial, numerosas epifitas, bacterias y
protozoarios oportunistas como FApystilis sp. v Leucothrix sp. adheridas a
branquias y apéndices durante todo el ciclo de cultivo, mismas que afectan al
camaron cultivado en aguas saladas. Las especies encontradas en los cultivos
de baja salinidad se asociaron a mala calidad de agua, especialmente altas
concentraciones de materia organica y disminuciéon en las concentraciones de
oxigeno disuelto. Los problemas que describen estos autores no los asocian con

enfermedades virales, si no con epibiontes y agentes oportunistas.

Morales-Covarrubias (2010) menciona que las funciones anatémicas de los
camarones pueden ser alteradas por cambios en el entorno y por otros factores
estresantes, lo cual hace susceptible al organismo y da origen a la

manifestacién de enfermedades (triada epidemiolégica). Actualmente se han
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descrito alrededor de 20 virus que afectan de manera directa o indirecta al
camarén (Aguirre y Valle, 2000). De los cuales se considera a TSV (virus del
sindrome de Taura), IHHNV (virus de la necrosis hipodérmica y
hematopoyética infecciosa), YHV (virus de la cabeza amarilla), IMNV (virus de
la mionecrosis infecciosa) y WSSV (virus del sindrome de la mancha blanca),
como los de mayor incidencia en el continente Americano y que han ocasionado
fuertes impactos sociales ademas de cuantiosas pérdidas econémicas (Lightner,

2011; Godinez-Siordia et al, 2012).

Morales-Covarrubias et al (2011) estudiaron la presencia de
enfermedades que afectan a cultivos de camarén blanco (L. vannamei) en
sistemas semi-intensivos e intensivos de ocho regiones costeras en siete paises
latinoamericanos, con litoral en el océano Pacifico, mar Caribe y océano
Atlantico. Registraron 12 enfermedades con prevalencia variable que en
promedio varié de 2.5 a 21.7% y con maximos observados de 40%, siendo en
ambos casos la enfermedad de la mancha blanca la que registré los maximos.
Estos autores resaltan que en la siembra de camaron es importante el cuidado

de la calidad del agua.

Gutiérrez et al. (2011) realizaron un estudio donde evaluaron la
prevalencia de agentes infecciosos en los sistemas de cultivo de L. vannamei
(intensivo, semi-intensivo y extensivo) en las granjas ubicadas en Tamaulipas,
México. También se analiz6 la relacién estadistica entre estos agentes y los
parametros fisico-quimicos relacionados con el medio acuatico durante el
verano-otono de 2008 y la primavera-verano de 2009. En la granja intensiva de
este estudio de 80-100 org/m2 que utiliza agua del rio Tigre, mostré6 una
relacién significativa con la turbidez, donde la dependencia de Nematopsis sp.
con la temperatura fue altamente significativa. Ademas, se encontré que la
bacteria filamentosa Leucothrix mucor y el epibionte Zoothamnium sp. se

encuentran asociados con el exceso de materia organica.
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3. JUSTIFICACION

La camaronicultura a baja salinidad es una actividad econémica redituable que
se esta llevando a cabo en varios lugares del mundo, pero a su vez es una
actividad que requiere de mayor investigacion. Uno de los mayores problemas
con tal actividad es el brote de enfermedades, las cuales constituyen una
amenaza econdémica, un desafio de gestiéon para la industria acuicola, asi como
una afectacion para la sanidad y bienestar de los animales acuaticos, el
comercio y la salud humana. Entre una de las demandas mas importantes en el
estudio de las enfermedades del camarén, esta la de comprender los factores
que influyen su presencia y se examinan realizando un diagnoéstico mediante el
analisis en fresco e histopatoldogico. Es importante conocer las enfermedades y
los agentes patdogenos de mayor incidencia donde se desarrolla esta actividad,
asi como los factores de estrés que propician o promueven el deterioro de la
calidad del agua de los estanques de cultivo de camarén, entre las variables
mas criticas se encuentran los niveles de concentraciéon de los diferentes
compuestos nitrogenados; y de esta manera, se le pueda dar un seguimiento y

aplicar métodos de prevencion y seguridad apropiados.
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4. OBJETIVOS

a)

b)

c)

d)

e)

Objetivo General

Evaluar la relacion entre los niveles de los compuestos nitrogenados en
el agua y la presencia de danos y/o alteraciones en 6rganos y tejidos del
camaréon en un cultivo intensivo de cero recambio de agua a baja

salinidad.

Objetivos especificos
Describir a lo largo del cultivo el comportamiento de las variables de
calidad de agua: temperatura, pH, conductividad y oxigeno disuelto,

medidas diariamente (2 veces por dia).

Determinar semanalmente los analisis de las siguientes formas quimicas
del nitrégeno: nitritos, nitratos, amonio y ademas se cuantificara la

clorofila a.

Dar un seguimiento semanal a las caracteristicas morfologicas del
camaron mediante un analisis en fresco para evidenciar enfermedades u

otros rasgos sobre la calidad del camardén.

Efectuar cortes histolégicos para identificar el tipo de enfermedad

especifica.

Relacionar la calidad del agua y las condiciones bajo las cuales se
presentan las enfermedades u otros rasgos que afectan la calidad o salud

del camaron.
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5. HIPOTESIS

Conforme se desarrolla el cultivo de camaroén y al no haber recambios de agua,
ésta se va deteriorando, y se acumula materia organica y nutrientes que
pueden llegar a alcanzar concentraciones que se consideran toxicas para los
organismos. Asimismo, se desarrolla una trama troéfica dentro de los estanques
de los cuales también existe la posibilidad de que proliferen organismos como
bacterias o protozoarios que afectan la salud de los camarones, provocando una

serie de condiciones desfavorables para el desarrollo del cultivo.

Por lo que la pregunta de investigacion inicial en tal contexto seria ;Con el
deterioro de la calidad del agua mediante el incremento de concentracion de los
compuestos nitrogenados, se ve o no afectada la salud del camarén cuando este
se cultiva en un agua de baja salinidad? Y /cual es la secuencia de los dafios y/o

alteraciones en las que se ven afectados por dichos téxicos?

Otra pregunta complementaria al respecto es (Si hay o no una relacién
entre el incremento de la concentracién de alguna de las formas quimicas del
nitrégeno con las diferentes afectaciones que se presentan en L. vannamei en el

cultivo intensivo con cero recambio?
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6. AREA DE ESTUDIO

El proyecto se llevo a cabo en el Médulo Experimental “YK”, ubicado en el

municipio de Mazatlan, Sinaloa, a unos ~1500 metros del Instituto de Ciencias

del Mar y Limnologia, UNAM, Unidad Académica Mazatlan. El moédulo

experimental esta localizado aproximadamente en los 23°12'11.07" de latitud

norte y 106°25'41.64" de longitud oeste (Fig. 6.1).
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Fig. 6. 1. Localizacién del Médulo Experimental “YK”
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7. METODOLOGIA

Este estudio consté de un cultivo de camaroén el cual esta divido en tres partes
1mportantes: una de ellas que es la calidad de agua, el monitoreo de la sanidad
de los organismos, y el bioensayo de confirmaciéon; tal como se muestra en la
Fig. 7.1, se observan todos los parametros medidos en el trabajo y se detallan

mas adelante cada uno de ellos.

Cultivode ... . ieiieenneennnennnens
camaron

Bioensayo de
confirmacion

Calidad de Sanidad de Exposicién a ' 2
; o Histologia
agua organismos [Nitrégenol

| 1 1

0 Parametros Otros Analisis en
Nutrientes A " 7

fisicoquimicos parametros fresco

e mgai = Temperatura I— Clorofila a Histologia

(NH4+)

Nitritos Oxigeno
(NO2-) disuelto
Nitratos

(Nos) [ PH

Conductivida
NID d eléctrica

b SST

Fig. 7.1. Diagrama de los estudios y parametros de la calidad de agua y sanidad

del cultivo experimental en baja salinidad de L. vannamei.
7.1. Descripcién y disefio del sistema de produccion

El presente trabajo se realizo6 en el Moddulo Experimental YK, dicho

experimento consté de 6 tanques circulares (salinidad de 1.9 g/L) para el cultivo
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de camarén divididos en dos moédulos; el médulo 1 (M1) se trabajé con una
densidad de siembra de 70 PL/m2 y el médulo 2 (M2) con 120 PL/m2. Como se
muestra en la Fig. 7.2, cada médulo conté con 3 tanques circulares (2 m de
didmetro x 1.2 m de altura) y cada tanque tuvo un volumen equivalente a 3.14
m3 de agua. Los tanques estuvieron cubiertos con liner (1.5 mm polietileno de
alta densidad). Para abastecer los requerimientos de oxigeno en los estanques
con camarén, se conté con un aireador de inyeccién de aire (blower) de 1/2 hp
para mantener el oxigeno en concentraciones adecuadas para el cultivo de
camarén (Rakocy et al, 1992; Loyless y Malone, 1998; Boyd, 1998; Van Wyk et
al., 1999).

M2

M1

Fig. 7.2. Ilustracién que muestra el disefo del sistema de produccion propuesto:
los tanques 1, 2 y 3 (M1) con una densidad de siembra de 70 PL/m2;
los tanques 4, 5 y 6 (M2) para cultivo de camarén con una densidad de

siembra de 120 PL/m?2.

7.2. Cultivo de camaroén

El camarén blanco (L. vannamer se seleccioné debido a (Instituto de
Acuacultura del Estado de Sonora, 2001; Ocean Garden, 2003): soporta un
amplio rango de salinidad (desde 0.5 g/L hasta aguas marinas), se desarrolla
bien a altas densidades, tiene una gran adaptabilidad en cautiverio, disfruta de

buena aceptacién y buen precio en el mercado, y ademas esta disponible en los
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laboratorios del noroeste del pais. Ademas, esta especie se cultiva actualmente

en aguas de baja salinidad tanto en México como en otras regiones del mundo.

El ciclo de produccién tuvo una duracion de 69 dias en M1 y de 76 dias en
M2. Se sembrdé una superficie de 18.85 m? aproximadamente que es
equivalente a los seis tanques de experimentacién. La densidad de siembra fue
de 70 y 120 PL/m2, dando un total de 1,884 postlarvas con una talla minima de
PL22 y un peso promedio de 30.0+3.0 mg y una longitud total promedio de
1.940.4 cm.

7.3. Preparacion de los tanques de cultivo

Previo a la siembra, los tanques se lavaron con jabén y cloro (hipoclorito de
sodio diluido 5-10%) para desinfectarlos. Se tallaron los fondos y paredes con
un cepillo de cerdas de plastico, después se realizé un enjuague y se drené el
agua de desecho. Posteriormente, se dejaron secar al sol por tres dias y se
coloco un tubo de PVC de 1 1/2” de diametro y 1.1 m de longitud en el centro del
tanque para evitar que las postlarvas se escapen al ser sembradas. Una vez
limpios, se llenaron con agua de mar diluida (1.9 g/L), hasta alcanzar un

tirante de 1 m.

El agua de mar utilizada se obtuvo directamente del area de acuarios de
la Unidad Académica Mazatlan, la cual fue tratada con un sistema de filtros de
cartucho de 10 y 5 um, ademas de un filtro de luz UV y madurada en piletas de
cemento; por su parte, el agua dulce de dilucién se obtuvo del agua de la llave
corriente pero pasada a través de un sistema de filtracion WaterTec® de lecho
profundo (con arena, grava, carbén activado y zeolita). Con el fin de promover
la productividad primaria en los estanques, estos se fertilizaron agregando 10 g
por tanque de fertilizante P-Nutrilake cuatro dias antes de la siembra, ya que
el fitoplancton constituye una fuente importante de alimento para las
postlarvas.
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Dentro de cada tanque se colocé un biofiltro sumergido (Fig. 7.3) que es un
sustrato artificial. Los sustratos artificiales son estructuras que proporcionan
un area superficial adicional que puede ser utilizada por el camarén a fin de
evitar el hacinamiento en el fondo del tanque. También sobre esta area
superficial adicional pueden colonizar las bacterias nitrificantes, las cuales
dependen de las concentraciones de oxigeno (<1 mg/L), temperatura (28°C) y
pH (7.2-9) (Sans y Ribas, 1989; Claros-Bedoya, 2012). Por otro lado, la
biopelicula formada en la superficie de estos sustratos proporciona un tipo de
nutriciéon adicional para el camaron, mejorando las tasas de aprovechamiento
del alimento. En teoria el uso de sustratos artificiales permite densidades de
cultivo superiores al reducir el estrés y el canibalismo (Van Wyk, 1999; Stewart
et al, 2006; Lezama-Cervantes et al, 2010; Bojorquez-Mascareno y Soto-

Jiménez, 2013).
7.4. Adquisicion y transporte de postlarvas

Como medida de seguridad e inocuidad y para garantizar su calidad, las
postlarvas empleadas fueron proporcionadas por un laboratorio certificado de
produccion, FITMAR S.A. de C.V., donde se revisaron y se verificaron que se
encuentren en Optimas condiciones observando su estado de salud y
comportamiento. Una vez verificados los organismos se prepararon (bolsas de
polietileno a baja temperatura) y se les suministré oxigeno necesario para su
transporte al sitio de cultivo y colocadas en hieleras para conservar una

temperatura de <23 °C hasta llegar al médulo experimental.
7.5. Aclimatacion y siembra de postlarvas

Un aspecto importante para el éxito de un cultivo de camaroén a baja salinidad
es el proceso de aclimatacion, por el cual debe pasar el camarén antes de la
siembra en los estanques. L. vannameil puede alcanzar un balance osmotico y

aclimatarse totalmente a ambientes de salinidad menor a 1 g/LL a través de
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disminuciones graduales en la salinidad ambiental durante sus etapas
postlarvales. Para el proceso de aclimatacion, lo primero que se realizé fue
colocar las bolsas donde fueron transportadas las postlarvas dentro de un
tanque de aclimatacion, para lograr que las temperaturas se igualen, una vez
que se logrd esto, las postlarvas se sacaron de las bolsas y se dejaron en los
tanques de aclimataciéon, mismos que estan a la salinidad a la que venian las
postlarvas. Una vez adaptado el organismo en los tanques se inicid el proceso
de aclimatacién, para esto, se le fue anadiendo paulatinamente agua del tanque
cisterna a los tanques aclimatadores hasta llegar a la salinidad deseada (1.9
%o) de acuerdo a Van Wyk (1999); McGraw y Scarpa (2004); Davis et al (2002,
2005); Balbi et al. (2005) (Tabla 4).

Durante el proceso de aclimatacién se alimentaron a las postlarvas con
alimento balanceado (Animalnutri México, S.A. de C.V., Cd. Obregén, Sonora)
en polvo con un contenido de proteina del 50 % (Samocha et al, 1998) y se
realizaron limpiezas frecuentes del tanque para eliminar el alimento no
consumido y evitar un deterioro en la calidad del agua. Ademas, se estuvo
suministrando oxigeno mediante una bomba aireadora de “%” hp regulada
mediante mangueras difusoras. Asi mismo, se llevé a cabo un registro de los
parametros fisico-quimicos como temperatura, salinidad, oxigeno y pH, ademas
del estado de salud y comportamiento de las postlarvas. Una vez finalizado el
proceso de aclimatacién, los camarones se sembraron en los tanques de

crecimiento y después se siguid con el protocolo establecido.
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Tabla 4. Velocidad de aclimatacién segin la salinidad (tomado de Van Wyk, 1999)

Cambios de salinidad (%o) Tiempo (h) Velocidad de reduccién (%o / h)
32al6 8 2
16a 8 8 1
8a4 8 0.5
4a2 8 0.25
2al 8 0.125
1a0.5 8 0.063

7.6. Alimentaciéon

Debido a la riqueza del plancton que de manera natural prolifera en el tanque,
se considera que en los primeros dias sus requerimientos son satisfechos con el
agua de mar diluida. Sin embargo, también se utiliz6 alimento balanceado
comercial iniciador para camarén (VIMIFOS Provimi de la compaiia
Animalnutri México, S.A. de C.V.) con un contenido de proteina de 40% y para
camarén en etapa juvenil (Camaronina 35 de PURINA®) con un contenido de
proteina de 35%. La cantidad de alimento a suministrar diariamente, se calcul6
con base a un porcentaje de la biomasa de los camarones y fue aplicada en 3
raciones por dia (08:00, 13:00 y 18:00) (Reid y Arnold, 1992; Davis y Arnold,
1998; Van Wik, 1999). La alimentacién se llevé a cabo aplicando la técnica de
comederos distribuyendo 2 por tanque, esto con la finalidad de monitorear el
alimento, y de ser necesario realizar ajustes en las raciones (Zendejas, 1999;
Cliford III, 2000, Casillas-Hernandez et al, 2007). Como estrategia para
optimizar la alimentaciéon se empleé el criterio de las raciones descrito en las

Tablas 5y 6.
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Tabla 5. Escala para tipificar la cantidad de alimento remanente después de un tiempo

especifico (tomado de Zendejas-Hernandez, 1994).

Cantidad de alimento observado Valor
Sin remanente 0
Poco remanente (<12.5%) 1
Moderado remanente (12.5-25%) 2
Considerable remanente (>25%) 3

Tabla 6. Valores para ajustes de la tabla de alimentacién sobre valores promedio

observados en los comederos.

Valor promedio procedente de los Ajustes a la tasa de alimentacién

comederos
Promedio >2 Reducir la tasa de alimentacion en 30%
Promedio >1 Reducir la tasa de alimentacion en 20%
Promedio=0.5-1 Mantener la tasa de alimentacion
Promedio <0.5 Incrementar la tasa de alimentaciéon en 10%

7.7. Crecimiento y cosecha

El muestreo de crecimiento se llevd a cabo con el propdsito de monitorear el
desarrollo del organismo, corroborar que éste sea normal y en caso de
presentarse algun problema poder tomar las medidas o acciones necesarias. Se
realizd semanalmente utilizando una red de cuchara con malla de la
denominada ecuatoriana. El minimo de camarones muestreados fue de 10
organismos por tanque, registrandose el peso, talla, después se calculd el peso
individual promedio del camarén para cada tanque y cada modulo. Es

importante senalar que de los 10 individuos muestreados, 7 eran regresados a
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su tanque correspondiente, 1 se le realizaba el analisis en fresco, y los otros 2
eran fijados para histologia, es decir, que por moddulo se muestrearon
semanalmente 3 camarones para el analisis en fresco y 6 para los estudios
histolégicos. Al transcurrir 70 dias de cultivo para ambos médulos (M1 y M2),
se realiz6 la cosecha de camarén dado que se observd una alta mortandad en
M2 y en consecutivo se coseché el M1. Se contaron y pesaron todos los
organismos de cada tanque para después calcular las siguientes variables de
produccién (Lezama-Cervantes et al, 2010; Moreira et al, 2011; Alatorre-

Jacome et al, 2012):

Biomasa cosechada

Peso individual promedio (g) = —
p g Nuamero de camarones cosechados

g ) a (%) No.de camarones cosechados 100
upervivencia (%) = x
p No.de camarones sembrados

peso final — peso inicial

Tasa de crecimiento semanal 9 = -
( / sem) semanas de cultivo

Ln peso final — Ln peso inicial
L. , %

Tasa de crecimiento especifico (7°/ ;. ) = x 100
tmt pecifi ( / dla) dias de cultivo

Alimento suministrado
FCA =

Biomasa cosechada

7.8. Monitoreo de la calidad del agua

De acuerdo a Reid y Arnold (1992), Davis y Arnold (1998), Van Wyk y Scarpa
(1999), el monitoreo del agua se realiza con el propédsito de verificar que las
condiciones del agua sean éptimas para el buen desarrollo del organismo y
poder tomar decisiones de emergencia, en caso de presentarse cualquier
problema con el agua. Los parametros a monitorear se muestran en la Tabla 7.
Las mediciones se realizaron in situ dos veces al dia (7:00 y 19:00 horas), para
monitorear el oxigeno disuelto y temperatura se utilizé un oximetro (HANNA

Instruments modelo 9147). El método de calibracién es simple, se realiza
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manualmente en un punto al aire, con la membrana rellena de solucién
electrolitica de cloruro de potasio, asegurandose que no queden burbujas de
aire atrapadas, se calibra con la sonda en posicién vertical y se mueve el
trimmer hasta que la pantalla muestre el 100% de saturaciéon. Este aparato
tiene la ventaja de compensar las mediciones de oxigeno mediante un factor de
salinidad, el cual tiene un intervalo entre 0 a 51 g/L,, y fue ajustado para una
salinidad de 1.9 g/L. Para determinar conductividad eléctrica y pH, se utilizé
un potenciémetro combo (HANNA Instruments modelo HI 98129). La
calibraciéon de pH en este aparato se realizé con un juego de tampones de
calibraciéon de pH 7.0 y 4.0; y de la conductividad eléctrica se utiliz6 una
soluciéon de calibracion de 1413 pS/cm. La salinidad de los tanques de camaroén
se estimé a partir de las ecuaciones descritas por Boyd et al. (2002); y Collins et
al. (2005), donde la conductividad eléctrica (en uS/cm) se multiplica por 0.00063

para obtener el equivalente a la salinidad.

Tabla 7. Parametros de calidad del agua a monitorear durante el ciclo de cultivo

Parametro Hora Frecuencia

Temperatura 2 veces al dia (07:00 y 19:00) Diariamente

oD 2 veces al dia (07:00 y 19:00) Diariamente

pH 2 veces al dia (07:00 y 19:00) Diariamente

Conductividad eléctrica 2 veces al dia (07:00 y 19:00) Diariamente
SST Una vez al dia (12:00 a 13:00) Semanalmente
Clorofila a Una vez al dia (12:00 a 13:00) Semanalmente
Amonio Una vez al dia (12:00 a 13:00) Semanalmente
Nitritos Una vez al dia (12:00 a 13:00) Semanalmente
Nitratos Una vez al dia (12:00 a 13:00) Semanalmente
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7.9. Analisis de las muestras de agua

Las muestras de agua se recolectaron semanalmente en cada uno de los
tanques desde el dia de inicio del cultivo, hasta la finalizacién del cultivo a 10-
20 cm por debajo de la superficie del agua en frascos de polietileno de 120 mL.
El agua se filtr6é a través de filtros Whatman GF/F de 0.45 pm de diametro
para determinar el nitrégeno inorganico disuelto (amonio, nitritos y nitratos),
solidos suspendidos totales y clorofila a. Se utilizaron 2 filtros Whatman GF/F
por tanque, ya que uno de éstos se utiliz6 para determinar los soélidos

suspendidos totales y el otro para la determinacién de clorofila a.

Para analizar la concentraciéon de amonio y nitratos en agua se utilizo el
auto-analizador SKALAR SAN plus System, Breda, Paises Bajos. Este
instrumento es un analizador de nitrégeno inorganico, nitrégeno y foésforo total,
que ofrece resultados de alta precisiéon utilizando el conocido analisis de flujo

continuo, principio que se basa en las regulaciones internacionales de

estandares como ISO (SKALAR SAN++, 2010).

7.9.1. Determinacién de nitritos

Los nitritos se analizaron con el método colorimétrico descrito por Strickland y
Parsons (1972), en el cual el nitrito presente en la muestra de agua se hace
reaccionar con sulfanilamida en medio acido, al compuesto que se forma se le
hace reaccionar con N-1l-naftiletilendiamina (NED), y éste produce una
coloracion rosa debido al compuesto azo. Una vez producida la coloracién se lee
la absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 543 nm. Esta técnica
tiene un limite de deteccion de 0.001 mg/L y el coeficiente de variacion fue de

5.1%.
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7.9.2. Determinacidén de nitritos + nitratos

La determinacién semi-automatizada para el nitrito y nitrato esta basado en el
método de reduccion de cadmio; a la muestra se le agrega un buffer de cloruro
de amonio para llevarlo a un pH de 8.2 y éste se pasa a través de una columna
con cadmio-cobre para reducirlo de nitrato a nitrito. El nitrito (originalmente
presente ademads del nitrato reducido) es determinado por la diazociacién con
sulfanilamida y mezclado con N-(1-naftil) etilendiamina que produce un
intenso color azo con el que es medido a una longitud de onda de 540 nm
(Strickland y Parsons, 1972; SKALAR SAN++, 2010). El limite de deteccién de

esta técnica fue de 1.46 ug/L y con un coeficiente de variacion de 7.08%.
7.9.3. Determinacion de nitrégeno amoniacal

El procedimiento semi-automatizado para la determinacién del nitrégeno
amoniacal total (TAN), estd basado en la modificacién de la reaccién de
Berthelot; el amonio es clorado para sintetizar monocloramina el cual reacciona
con el fenol. Después de la oxidacion se forma un complejo de color verde. La
reaccion es catalizada por nitroprusiato e hipoclorito de sodio que es usado para
la donacién del clorito. La absorcién de este complejo es medido a una longitud
de onda de 630 nm (SKALAR SAN++, 2010). Esta técnica tiene un limite de
deteccion de 0.98 ug/L y el coeficiente de variacion fue de 3.22 %.

En el caso particular del amonio no-ionizado (NH3), se calculé mediante la
ecuacién propuesta por Millero (2006), la cual estima la constante de
disociacion del amonio en el agua en funcién de la salinidad y temperatura, que

es como sigue:

6285.33 123.7184
InKy,+ =|——|+ 0.0001635T — 0.25444 +(0.46532 — —— | S
NH, T T
3.17556
+ < —0.01992 + —) S
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Donde T es la temperatura expresada en °K y S es la salinidad en g/L.
Una vez calculada la constante de disociacion, para este trabajo se calculé para
una temperatura de 25°C (298.15°K) y salinidad de 1.9 g/L, resultando un pK =
9.15, mediante el diagrama pC-pH, se calcul6 el factor de la constante de
disociacién (0.066), con este factor se multiplicé por la concentracién de TAN

para determinar el amonio no-ionizado (NHs).
7.9.4. Determinacién de clorofila a

El método quimico més usado para determinar la cantidad total (biomasa) de
fitoplancton en el agua es estimando la concentracion de clorofila a mediante la
extraccion del pigmento utilizando acetona al 90%. Para su determinacion se

empleé el procedimiento descrito por Parsons et al (1984) (Ver Anexo I).
7.10. Analisis en fresco

Conforme el desarrollo del cultivo de camarén se realizaron muestreos
semanales de aproximadamente 3 organismos aleatoriamente por moédulo; con
la finalidad de monitorear el estado de salud en general y el estado de muda, se
utilizéo el analisis en fresco, que consisti6 en la disecciéon y observaciéon en
hiimedo de porciones de branquias, hepatopancreas, intestino y urépodos del
camaron en todos sus estadios, para observar en el microscopio éptico las
alteraciones y/o patdégenos que presenten sus o6rganos y tejidos (Morales-
Covarrubias, 2010) (Ver anexo II). Para la determinacién del grado de
severidad (GS) de la deformacién tubular en hepatopancreas (Tabla 8) y a la
infestacién por epicomensales en ldmelas branquiales (Tabla 9), se utilizé la

escala propuesta por Morales-Covarrubias (2010; 2013).
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Tabla 8. Guia para dar un valor numérico cualitativo del grado de severidad a la
deformacién tubular en hepatopancreas con andlisis en fresco (Morales-Covarrubias,

2010).

Grado de ) .
) Signos clinicos
severidad
No presentan signos de infeccién. No presentan deformacién tubular ni
0 rugosidad. Organismo sano.
Presencia muy baja de deformacién tubular (1-5/campo/organismo). Se
1 observa muy poco desprendimiento celular. Fase 0, infeccién.
Se observa la presencia moderada de deformacién tubular (6
9 10/campo/organismo), atrofia, melanizacién y necrosis tubular. Se
presenta mortalidad si no se aplica tratamiento. Fase 1, inicial.
Se observa presencia alta de deformacién tubular (11-
20/campo/organismo), con lesiones de moderadas a severas, con
3 melanizacién, necrosis, desprendimiento celular y atrofia tubular,
Presencia de hemocitos y fibroblastos alrededor de tibulos atrofiados.
Se observa gran cantidad de tdbulos deformes (mas de
20/campo/organismo), con severas lesiones con melanizacién, necrosis,
4 atrofia tubular y tubulos vacios. Presencia de hemocitos y fibroblastos

alrededor de tubulos atrofiados, melanizados y necréticos. Con

mortalidades. Fase 3, crénica.
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Tabla 9. Guia para dar un valor numérico cualitativo del grado de severidad a la

infestacién por epicomensales en lamelas branquiales (Morales-Covarrubias, 2013).

Grado de

severidad

Signos clinicos

No presentan signos de infecciéon por protozoario. No presentan lesiones

causadas por epicomensales.

Presencia muy baja de protozoarios (1-5 /ldmela/campo/organismo), muy

pocas lesiones causadas por los epicomensales, como inflamacién.

Se observa la presencia moderada de protozoarios (6-19
Nldmela/campo/organismo), incremento en las lesiones causadas por los
epicomensales, como inflamacién, melanizacién y formacién de nédulos
hemociticos. Se observa mortalidad si no se aplican medidas de

correccion.

Se observa alta presencia de protozoarios (10-20
/lamela/campo/organismo), lesiones moderadas a severas causadas por
los epicomensales, como inflamacién, areas multifocales melanizadas y
formacién de nédulos hemociticos. Potencialmente letal si no se toman
medidas de correccion.

Se observa gran cantidad de parasitos (mas de
20/l14mela/campo/organismo). Severas lesiones causadas por los
epicomensales, como inflamacién, formacién de nédulos hemociticos,
areas multifocales melanizadas y necréticas. Muy letal, con altas

mortalidades.
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7.11. Analisis histolégico

Se realizaron muestreos semanales de aproximadamente 6 organismos por
modulo de manera aleatoria con la finalidad de determinar el estado de salud
de los camarones por medio de la histologia. Las muestras de camaréon fueron
fijados por inyeccién e inmersion en soluciéon Davidson durante 24 a 72 h, luego
transferidos a etanol al 70% y analizados individualmente para la detecciéon de
anormalidades y/o lesiones utilizando la tincién de Hematoxilina-Eosina (H&E)
segin Bell y Lightner (1988) (Ver Anexo III). Las preparaciones histolégicas
fueron observadas bajo el microscopio de luz (BX 60 OLYMPUS) con objetivos
de 10, 20, 40 y 100 X para la deteccion de danos, alteraciones celulares y
estructurales de o6rganos, tejidos y/o agentes patégenos. En tanto, la
prevalencia de los danos y/o alteraciones fue determinada de acuerdo a lo
propuesto y modificado de Bush et al (1997), mediante la siguiente ecuacién:
No.organismos afectados

Prevalencia = x 100
No.total de organismos observados

El grado de severidad (GS) de los dafos de los 6rganos y tejidos del
camaron se realiz6 mediante la Tabla 10, tomada y modificada de Lightner
(1996). Dicha tabla modificada consiste en dar un valor numérico al nivel de los
dafos y alteraciones en los diferentes érganos y tejidos del camarén de acuerdo
al grado de afectacién derivado de algin tipo de infeccién o intoxicacion, puesto
que no se encuentra en la literatura disponible una tabla para darle el valor
numérico al grado de severidad que no sea causado por un tipo de enfermedad,
se propone la modificacién de Lightner (1996) para un mejor desarrollo de este

trabajo.
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Tabla 10. Guia general para dar un valor numérico cualitativo del grado de severidad
a los dafios y alteraciones en 6rganos y tejidos de los organismos (Tomado y modificado

de Lightner, 1996).

Grado de ) .
) Signos clinicos
severidad
No presentan lesiones y/o alteraciones en los diferentes 6rganos y tejidos
0 .
de camaroén.
Se observan muy pocas lesiones caracteristicas como pérdida de la
1 estructura normal, infiltracién hemocitica y de hemolinfa.
Presentan lesiones ligeras o moderadas, tales como la presencia de
melanizacion, necrosis y nédulos hemociticos.
Se observan lesiones de moderadas a severas como nédulos hemociticos
3 melanizados, encapsulaciones, necrosis severa con presencia de nucleos
picnoéticos, cariorréxicos y carioliticos.
Se observa la desintegraciéon o pérdida total del 6rgano con atrofia severa
presentando infiltracion hemocitica y de hemolinfa severa,
4

encapsulaciones, nédulos hemociticos con y sin melanizacién, fase

terminal de necrosis.
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7.12. Bioensayo de confirmacién

Se realiz6 un bioensayo para confirmar los danos provocados por los
compuestos nitrogenados en camarén blanco (L. vannamer) en un ambiente de
baja salinidad (1.9 g/L) utilizando agua de mar diluida. Consisti6 en la
exposicién de 10 organismos de L. vannamei (con peso promedio 4.6+0.8 g) a 3
concentraciones diferentes de amonio y nitritos durante 10 dias, trabajando
cada tratamiento por triplicado. Se utilizaron bandejas de polietileno con una
densidad de 10 organismos en un volumen total de 10 L (Fig. 7.3). Las

concentraciones con las que se trabajaron fueron las siguientes:

e TO. Control

e T1. Concentraciéon de 4 mg N-NH4* /Ly 1 mg N-NOz/L

e T2. Concentracion de 8 mg N-NH4* /Ly 1.5 mg N-NOgz/L
e T3. Concentracion de 13 mg N-NH4* /L

Los organismos se alimentaron 3 veces al dia con Provimi pellet 40, y cada
24 horas se procedié a la toma de muestra de agua para su analisis quimico,
recambios totales de agua con su respectiva concentracién, observaciones
clinicas y se muestre6 1 camarén de manera aleatoria de cada concentracion
para realizar su analisis histolégico y se procedié a realizar su diagnostico para
compararlo con los organismos analizados del cultivo (método 7.11). Las
descripciones histolégicas de los organismos del control se compararon con
organismos normales en condiciones de agua salobre o marina descritas por
Bell y Lightner (1988) para poder considerar los resultados de este estudio

como normales.

La realizacion y justificacion de este experimento surge luego de presentar
los avances de tesis en el segundo tutoral, por acuerdo del comité tutoral. El
motivo principal fue que habria que probar en un experimento controlando las

variables de temperatura, oxigeno disuelto y luz; para poder contrastar los
35



danos observados en este experimento con los danos observados en los
camarones cultivados en los tanques experimentales a cielo abierto. Esto, para
mostrar que las afecciones provocadas fueron por el incremento de los
compuestos de nitréogeno, o bien, por una combinacién con otros factores

externos (bacterias, y otros agentes patégenos asociados).

Las concentraciones a las que se efectuaron los experimentos
corresponden a aquellas en donde en los cultivos en los tanques se observaron
los mayores danos y afectaciones en el camarén, presentandose en las ultimas
tres semanas de cultivo y que parecen ser las mas criticas en este tipo de
sistemas. El objetivo fue representar las mismas condiciones del cultivo
experimental pero en la fase mas critica y asi poder confirmar los dafos y

afectaciones por el deterioro de la calidad del agua.

7.12.1. Preparacién de soluciones para el bioensayo

T0. Control
Se llené cada contenedor con 10 L de agua de mar diluida a 1.9 g/L cada
24 h (el agua dulce y de mar utilizada para la preparacién de esta agua

fue la misma que se describié en la seccién anterior).

T1. Concentracién de 4 mg N-NH4*/L y 1 mg N-NOo/L
Se pesaron 150 mg de cloruro de amonio (NH4Cl) y 50 mg de nitrito de
sodio (NaNOg) disueltos en 10 L de agua de mar diluida a 1.9 g/L,

realizando recambios totales cada 24 h.

T2. Concentracién de 8 mg N-NH4*/L y 1.5 mg N-NOo/L
Se pesaron 300 mg de cloruro de amonio (NH4Cl) y 74 mg de nitrito de
sodio (NaNOy) disueltos en 10 L de agua de mar diluida a 1.9 g/L,

realizando recambios totales cada 24 h.
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T3. Concentraciéon de 13 mg N-NH4*/L
Se pesaron 500 mg de cloruro de amonio (NH4CI) disuelto en 10 L de agua

de mar diluida a 1.9 g/L, realizando recambios totales cada 24 h.

Fig. 7.3. Montaje de bioensayo de confirmacién exponiendo a L. vannamei a

diferentes concentraciones de NH4* y NO2 a una salinidad de 1.9 g/L.

7.13. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos resultantes de los experimentos
anteriores se procedié a realizar correlaciones lineales entre cada una de las
variables estudiadas, tales como, las prevalencias de los érganos y tejidos del
camaroén, respecto a las concentraciones de los compuestos de nitrogeno; tales
como lo son, el nitrégeno amoniacal total, amonio no-ionizado, nitritos, nitratos
y nitroégeno inorganico disuelto. Adicionalmente se aplicaron pruebas de Chi-
cuadrada (X2) para comparar (a =0.05) la prevalencia de los dafios en érganos y
tejidos del camarén dentro de los tratamientos del cultivo (M1 y M2) y de los
bioensayos utilizando el programa estadistico WinEpi Ratios 2.0. (Working in
epidemiology). Asimismo, se llevé a cabo una prueba a posteriori de Dunnett
(0=0.05) para determinar entre qué tratamientos se encontraron las diferencias

estadisticas (Zar, 1984).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Cultivo de camarédn

Para el desarrollo del cultivo de camarén L. vannamei en M1 y M2, se mantuvo
a una salinidad promedio de 1.96 y 1.97 g/L, respectivamente. En M1, se
obtuvo una biomasa cosechada de 1.3 kg, teniendo un rendimiento equivalente
a 1.4 ton/ha, con una supervivencia promedio de 87.7%, el factor de conversion
alimenticia (FCA) fue de 1.51 y la tasa de crecimiento semanal de 0.53
g/semana. En M2, se obtuvo una cosecha de 97 g, un rendimiento equivalente a
0.103 ton/ha y una supervivencia de 11.9%. Dichos valores de produccién en el
M2 se deben a las altas mortalidades (88.1%) que se presentaron durante las

dos dltimas semanas en estos estanques (Tabla 11).

Tabla 11. Datos promedio de produccién de L. vannamer, obtenidos durante el ciclo de

cultivo experimental de junio a agosto 2013 utilizando agua de mar diluida a 1.9 g/L.

M1 M2

Densidad (camarones/m?) 70 120

Tiempo de cultivo (dias) 72 69

Peso inicial (mg) 30.0+3.0 30.0+£3.0
Peso final (g) 5.85+0.31 5.50+0.66
Tasa de crecimiento (g/semana) 0.53+0.03 0.50+0.06
Tasa de crecimiento especifico (%/dia) 7.32+0.07 7.55+0.17
Produccién (kg) 1.29+0.27 0.10+0.01
Rendimiento (ton/ha) 1.37+0.29 0.10+0.02
Supervivencia (%) 87.73+£3.54 11.93+1.63
FCA 1.51+0.33

En la Fig. 8.1 se presenta el grafico del crecimiento del camarén a lo largo
del ciclo de cultivo para ambos tratamientos. Se ha senalado que en cultivos
con una salinidad de 2 g/L tienen supervivencias de 71% (Arzola et al, 2008),

100% en postlarvas de camaron durante 7 dias y 60% durante 21 dias de
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cultivo (Atwood et al, 2003), ademéas se ha registrado una supervivencia de
73.2% durante 131 dias en condiciones de agua de pozo con una salinidad
promedio de 0.8 g/L (Angulo et al, 2005). De acuerdo a Ogle et al (1992) y
Sowers et al (2006) estimaron que hay una menor supervivencia de L.
vannamei cultivados a una salinidad de 2 g/ comparado con 20 g/L con una

diferencia de ~9%.

El peso promedio que se obtuvo en un periodo de aproximadamente 70
dias fue de 5.85 g en M1 y 5.50 g en M2, valores que coinciden con Salas (2003)
que utilizando salinidades de 1 y 3 g/L, quien registr6é organismos con un peso
promedio de 5.6 y 5.5 g, respectivamente durante un periodo de 131 dias de
cultivo. Valenzuela y colaboradores (2010) determinaron un peso promedio de
8.8 g durante 3 meses de cultivo utilizando esta misma especie utilizando agua

de pozo de baja salinidad.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Semanas de cultivo

Fig. 8.1. Crecimiento de camarén durante el ciclo de cultivo en ambos mdédulos

(OM1 y® M2).
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8.2. Monitoreo de la calidad del agua

La calidad del agua es un factor critico para la salud, supervivencia y
desarrollo del camaroén, influenciada por diversas variables fisicoquimicas
(temperatura, salinidad, pH, oxigeno disuelto), y biolégicas (fotosintesis,
respiracién, alimentacién, crecimiento), afectadas de manera directa por las
condiciones climdticas o indirecta por el manejo del cultivo (densidad de
siembra, consumo de alimento, tasas de alimentacion, tasas de fertilizacién y

tasas de recambio), que son necesarios para el éxito de un cultivo de camarén.
8.2.1. Temperatura

En un estanque de cultivo de camarén, la temperatura limita procesos
biolégicos y de velocidad de reacciones quimicas dentro del organismo. Es el
parametro mas observado debido a la facilidad con que se puede registrar. A
medida que aumenta la temperatura, también aumenta la tasa metabdlica,
provocando un aumento en el consumo de alimento, de oxigeno, excreciéon de
amonio y crecimiento (Kinne, 1970; Aragén, 1999; Van Wyk y Scarpa, 1999;
Clark y Seymour, 2006).

Se observa que la temperatura en ambos moédulos tienen el mismo
comportamiento ya que no presentan diferencias significativas (p>0.05) (Fig.
8.2). Las temperaturas méas bajas se registraron por la mafiana, siendo el
minimo de 28.7 °C en M2 y la temperatura mas alta por la tarde con un
maximo de 33.0 °C en M1. Los promedios semanales en la manana de M1
oscilaron entre 28.9 y 30.6 °C, con una media de 29.7 °C, y por la tarde
fluctuaron entre 30.1 y 33.0 °C, con una media de 32.0 °C. En M2 los promedios
semanales por la manana se encontraron entre 28.7 y 30.1 °C, con una media
de 29.5 °C, con respecto a la tarde estos valores oscilaron entre 29.7 y 32.8 °C,

con una media de 31.6 °C (Tabla 12).
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Los camarones son animales poiquilotermos (poiki = variado), cuya
temperatura se aproxima a la del ambiente (Talavera et al, 1998a). El
camaréon L. vannamei se considera una especie euritérmica en sus primeras
etapas de vida (larva y postlarva) y estenotérmico a partir de pre-adulto. De
acuerdo a Van Wyk y Scarpa (1999) L. vannamei puede tolerar un amplio
rango de temperatura; sin embargo, Wyban et al (1995) menciona que la
temperatura 6ptima en camarén pequefio de L. vannamei (<5 g) es de
aproximadamente 30°C. Para camarones por encima de este peso, su valor
optimo es alrededor de 27°C. Es importante evitar temperaturas del agua por
debajo de 23°C y por encima de 34°C, ya que se reduce la tasa de alimentacion
y crecimiento. El limite letal inferior es de 15°C y el limite maximo es de 35 °C
aproximadamente por periodo prolongado, o hasta 40°C por periodos breves, y
proponen un intervalo de temperatura 6ptima de 28 a 32°C para su maximo
crecimiento. Una variacion en la temperatura mayor a 4°C o fuera de los

limites mencionados provoca estrés en el camarén (Davis et al., 2004; Collins et

al., 2005).
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Fig. 8.2. Variaciéon promedio de la temperatura en cada mddulo experimental
(OM1= 70 pL/m2y MM2= 120 pL/m?2) durante el desarrollo del cultivo

de camarodn.
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De acuerdo al rango de temperaturas mencionadas por Van Wyk y Scarpa
(1999), en este estudio se considera que las temperaturas obtenidas se
encuentran dentro de los limites éptimos para el buen desarrollo del cultivo de
camaron. A pesar de que se obtuvieron lecturas por encima del valor 6ptimo en

el turno vespertino, no super6 el limite letal.

8.2.2. Oxigeno disuelto

El oxigeno disuelto (OD) es una de las variables criticas para la calidad del
agua, ya que el camardon requiere de este para sus procesos fisiolégicos donde
las células oxidan los carbohidratos y producen energia necesaria para su
metabolismo. Cuando las actividades necesarias para el mantenimiento de la
homeostasis del organismo se llevan a cabo con un alto costo metabdlico debido
a las bajas concentraciones de oxigeno disuelto, se reduce el presupuesto de
energia disponible para su crecimiento y reproduccién (Dalla-Via, 1987a;
Morris and Taylor, 1985; Paschke et al, 2010). Esta variable tiene una
dindmica muy compleja en los cultivos intensivos de camaroén. Es afectada por
la salinidad, altitud, temperatura, densidad de cultivo, alimentacion, tamano
de los organismos, materia organica, pero principalmente por los procesos
biolégicos de produccién (fotosintesis) y consumo (respiracién) (Tucker y Boyd,

1985; Vanwyk y Scarpa, 1999; Pdez-Osuna y Ruiz-Fernandez, 2001).

La variaciéon semanal del OD en M1 al igual que en M2 se mantuvo
estable durante todo el cultivo, y no presentan diferencias significativas
(p>0.05) (Fig. 8.3). En M1, el OD oscil6 entre 7.2 y 8.6 mg/L, con un promedio
de 8.0 mg/L por la manana, y por la tarde, fluctu6é entre 6.7 y 8.6 mg/L,
teniendo una media de 7.5 mg/L. Por otro lado, en M2 presenté un rango de OD
entre 7.3 y 9.0 mg/L, con una media de 7.9 mg/L por la mafnana, y por la tarde

varié entre 6.6 y 8.7 mg/L, con una media de 7.4 mg/L (Tabla 12).
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Los florecimientos algales que frecuentemente ocurren en los estanques
acuicolas, reducen la penetracion de luz y entre mas densos son, la luz alcanza
menores profundidades. Como resultado de esto, la fotosintesis ocurre en las
capas superficiales del agua y las concentraciones de oxigeno decrecen con la
profundidad. Hay estudios que demuestran que los bajos niveles de oxigeno
estan relacionados con la sensibilidad de los organismos a otras sustancias

téxicas en los camarones (Pdez-Osuna, 2001).
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Fig. 8.3. Variacién promedio del oxigeno disuelto en cada médulo experimental
(OM1= 70 pL/m2 y# M2= 120 pL/m?2) durante el desarrollo del cultivo

de camardn.

Allan et al (1990) observaron que los niveles reducidos de oxigeno
disuelto incrementan significativamente la toxicidad aguda del amonio en P.
monodon. El amonio y el amoniaco se encuentran en equilibrio (ver el punto
8.2.7) y las proporciones de ambas especies quimicas estan influenciadas por la
temperatura, salinidad y pH (Alcaraz et al, 1999). El pH, a su vez se encuentra
influenciado por el oxigeno, el cual se une a un i6n H* resultado de la
disociacién del agua (H,0 — H* + OH~) produciendo iones OH" ocasionando
que el pH aumente, siendo el amoniaco (NH3) la especie dominante; por otra

parte, hay procesos como la respiracién y la degradacion de la materia organica
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que disminuyen los niveles de oxigeno y promueven el incremento de la
concentraciéon de COz en el agua, este compuesto reacciona con el CO3 y el H20
formando HCOs; el HCOs se disocia para liberar H*, disminuyendo el pH y

teniendo como especie dominante el amonio (NH4*) (P4ez-Osuna, 2001).

Alcaraz et al. (1999) encontraron que la exposicién de postlarvas de P.
setiferus a 0.7 mg/L de amoniaco provoca efectos severos sobre la tasa de
respiraciéon y es letal a niveles bajos de oxigeno. Ademas, la exposicién a
nitritos provoca una disminucion de la tasa respiratoria de las postlarvas a
concentraciones de 5, 4 y 3 mg/L. de OD, comparado con el tratamiento control
donde no se expusieron a nitritos, las postlarvas mostraron un mayor consumo
de OD. Boyd y Fast (1992) consideran que la mejor supervivencia y crecimiento
en los camarones marinos de cultivo se obtiene a concentraciones de oxigeno
disuelto entre 3.5 mg/L y el nivel de saturacién; mientras que deben de evitarse
las concentraciones menores a 1.5 mg/Li debido a que pueden ser tan letales
como los altos niveles de saturacién de oxigeno disuelto (Fast y Lester, 1992).
Sin embargo, en camarones peneidos, segin Allan y Maguire (1991) mencionan
que el rango de concentraciones letales de oxigeno disuelto se encuentra entre
0.2 y 1.0 mg/LL en experimentos a nivel laboratorio disminuyendo
progresivamente los niveles de oxigeno. De acuerdo a los rangos anteriores, se
considera que las concentraciones de OD que mantuvo el cultivo (7.2 - 8.9 en
Ml y 7.3 - 9.0 en M2) fueron 6ptimas para su crecimiento, sin haber
limitaciones por este parametro ya que durante el desarrollo del cultivo de

camaron se mantuvo aereacién mecanica continua mediante el blower de % hp.

8.2.3. pH

El potencial de hidrégeno (pH) es un pardmetro de gran importancia ya que su
efecto radica sobre la ionizacion del amonio, conforme aumenta el pH la

ionizacién disminuye y aumenta la proporcion de NHs, que es la forma quimica
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mas téxica para el camarén (Tucker y Boyd, 1985; Van Wyk y Scarpa, 1999).
Dentro de los estanques de camarén, el pH presenta una variaciéon diurna
provocada por el equilibrio entre la tasa de respiracién y la tasa fotosintética.
Cuando la tasa de respiracion excede la tasa de fotosintesis, el pH disminuye
ya que el COz2 en el agua da como resultado la liberacién de iones H* que
acidifican el agua, por el contrario, cuando la fotosintesis es mayor que la tasa
de respiraciéon, el CO2 se remueve del agua y los H* libres reaccionan con los
1ones carbonato y bicarbonato, reduciendo su concentracién e incrementando el

pH (Alarcén-Silva, 2013).

En el presente estudio se presentd una variacion por la manana entre 7.4
y 9.6 teniendo una media de 8.2 en M1; mientras que en M2, la variacion fue
entre 7.5 y 9.7 con una media de 8.3. Por otra parte, la variacién que se
presentd por la tarde fue entre 7.5 y 9.6 con una media de 8.6 en M1; y en M2
presenté una variacién entre 7.7 y 9.7 con una media de 8.7 (Fig. 8.4) (Tabla
12). Sin embargo, se debe hacer notar que no hubo variaciones entre médulos y

no hubo diferencias significativas (p>0.05).
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Fig. 8.4. Variacién promedio de pH en cada médulo experimental (OM1= 70
pL/m2 y B M2= 120 pL/m2?) durante el desarrollo del cultivo de

camaron.
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Existen pocos datos sobre el efecto del pH en camarones. Boyd (1989)
asume que al igual que con los peces, a un pH de 4 se alcanza el punto de la
llamada muerte acida; al tener condiciones con pH de 4-6 hay un crecimiento
lento; al mantener un pH de 6-9, se obtiene un crecimiento 6ptimo; mientras
que cuando el pH es de 9-11, se tiene un crecimiento lento y de acuerdo a Van
Wyk et al (1999) sefialan que perjudica las dendobranquias del camarén y
finalmente, cuando tiene un pH de 11, se alcanza el punto de muerte alcalina

(P4ez-Osuna y Ruiz-Fernandez, 2001).

Dado los resultados de pH obtenidos a lo largo del cultivo se encontraron
en el intervalo 6ptimo, a pesar de que se alcanzé un valor maximo de 9.6 y 9.7,
hubo un ligero efecto sobre los organismos en cuestion de crecimiento, ya que
éstos se encuentran a principios del cultivo donde la densidad fitoplancténica
es dominante sobre el cuerpo de agua, ademas de que en estas 2 primeras
semanas el camarén tuvo una tasa de crecimiento de 2.7 mm/semana, que
comparado con el trabajo de Arzola et al (2008) donde obtuvo una tasa de
crecimiento de 4.6 mm/semana, el resultado de nuestro estudio indica que el
hubo una reduccién en el crecimiento del camarén durante éstas semanas. Sin
embargo, cuando el estanque de camarén llegd a su punto éptimo (pH 8.0), el
crecimiento del camarén se vuelve normal teniendo un peso promedio final de
5.8 y 5.5 en M1 y M2, respectivamente; comparado al estudio de Arzola et al
(2008) donde en la semana 10 muestra un peso promedio del camarén de 5.5 g.
El pH tuvo una tendencia a disminuir conforme avanzoé el ciclo de cultivo, sin

embargo, nunca disminuy6 por debajo de 6.

8.2.4 Conductividad eléctrica (CE)

La conductividad eléctrica es una medida que permite estimar la concentracion
de sales disueltas presentes en una muestra de agua, lo que nos indica que a

mayor concentracion de sales, mayor sera la conductividad del agua y se

46



expresa en S/cm o en fracciones de esta. La salinidad se refiere a la suma de las
concentraciones de todos los iones disueltos y se define como la masa de las
sales disueltas por unidad de masa de solucién (g kg'?) (UNESCO, 1979). Su
1mportancia radica en las funciones biolégicas que se realiza en las membranas
celulares, el cual es el transporte de iones, esto da lugar al equilibrio osmético
que debe de existir entre el organismo y el medio ambiente e influye en la
obtencion de reservas energéticas y en su distribucion. Este parametro, en
conjunto con otras variables hidrologicas, influye en la calidad del agua, la
flotacion, el movimiento y la respiracion de los organismos y es afectado
principalmente por los procesos de evaporacién y precipitacién (Bray et al,
1994; Ponce-Palafox et al, 1997; Diaz et al, 2001; Molina y Orellana, 2001). L.
vannamei es un osmoregulador capaz de crecer en aguas de 0.5 a 60 g/L, lo que
exhibe un patrén de regulacién hiper-osmético (bajas salinidades) e hipo-
osmético (altas salinidades), con un punto iso-osmético entre 25-26 g/L (Castille
y Lawrence, 1981; Saoud et al, 2003; Allen et al, 2004; Gong et al., 2004),
considerado como la salinidad 6ptima para el crecimiento del camaréon o valores
cercanos a éste (Panikkar, 1968; Biickle et al, 2006; Valdez et al, 2008) donde
el medio acuéatico y la hemolinfa se encuentran en equilibrio (Wyban y Sweeny,
1991; McGraw et al, 2002). En condiciones iso-osméticas obtiene el mayor
consumo de energia a través del alimento, ya que no requiere de tanta energia
para mantener su equilibrio con el medio, ésta es destinada al crecimiento. En
condiciones hiper o hipo-osmoéticas, requiere de mucha energia para su
osmoregulacién y aumenta la tasa de excrecion de amonio, afectando el
crecimiento y supervivencia (Panikkar, 1968; Jiang et al, 2000; Diaz et al,

2001; Rosas et al, 2002; Valdez et al., 2008).
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Fig. 8.5. Variacion promedio de la conductividad eléctrica en cada modulo
experimental ( OM1= 70 pL/m2 y BM2= 120 pL/m2?) durante el

desarrollo del cultivo de camardén.

El objetivo de este estudio es mantener el cultivo a una salinidad de
aproximadamente 1.9 g/L, lo que equivale a 3174.6 pS/cm. La variacion
semanal de la CE en M1 y M2 se mantuvo relativamente estable durante todo
el cultivo ya que no hubo diferencias significativas (p>0.05) entre moédulos,
puesto que este fue un parametro controlado dado a las condiciones
climatolégicas variables. Entre médulos no hay diferencias significativas (Fig.
8.5). En M1 la CE oscilé entre 2695.1 y 3335.9 uS/cm, con un promedio de
3099.2 uS/cm por la manana, y durante la tarde, la variacion fluctué entre
2711.0 y 3357.5 uS/cm, teniendo una media de 3111.3. Por otro lado, en M2
present6 un rango entre 2913.1 y 3360.9 uS/cm, con una media de 3124.3 pS/cm
en la manana, mientras que por la tarde vari6 entre 2839.9 y 3408.52 puS/cm,
con un promedio de 3148.53 (Tabla 12). Por medio de la CE se calculé la
salinidad (ecuacién de Boyd, 2002), la cual estuvo entre 1.7 y 2.1 g/L en M1
para ambos horarios (matutino y vespertino). En M2 la variacién de la
salinidad oscil§ entre 1.8 y 2.1 g/ para ambos horarios (matutino y
vespertino). Teniendo para M1 y M2 un promedio de 1.96 y 1.98 g/L,
respectivamente. Los valores obtenidos se mantuvieron dentro del intervalo

propuesto inicialmente.
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Tabla 12. Minimos, maximos y medias con desviacion estandar de las variables

fisicoquimicas en los tanques de camarén en méodulo 1y 2 a las 7:00 y 19:00 horas.

Oxigeno disuelto

Conductividad eléctrica

Temperatura (°C) (mg/L) pH (uS/cm)

07:00 19:00 07:00 19:00 07:00 19:00 07:00 19:00
M1
Min 28.9 30.1 7.2 6.7 7.4 7.5 2695.1 2711.0
Miax 30.6 33.0 8.8 8.6 9.6 9.6 3335.9 3357.5
xts 29.7+0.5 32.0+1.0 8.0£0.5 7.5+0.7 8.2+0.7 8.6£0.6 3099.2+195.6 3111.3+212.2
M2
Min 28.7 29.7 7.3 6.6 7.5 7.7 2913.1 2839.9
Max 30.1 32.8 9.0 8.7 9.7 9.7 3360.9 3408.5
xts 29.5+0.5 31.6+1.1 7.9+0.5 7.4+0.7 8.3£0.7 8.7£0.6 3124.3+149.8 3148.5+162.6

Valor* 28.0- 5.0-9.0 7.0-8.3
aceptable 32.0

*Valores recomendados para cultivo de camarén a baja salinidad de acuerdo a Van

Wyk y Scarpa (1999).

Existen estudios de cultivos de camaroén a baja salinidad exitosos como el
descrito por Bray et al (1994) que registraron mayores pesos en juveniles
cultivados en salinidades de 5 y 15 g/L que a 25, 35 y 49 g/L; Samocha et al.
(2004) y Sowers y Tomasso (2006) encontraron un mayor crecimiento en agua
de baja salinidad utilizando 2 g/L que en agua de mar. Araneda et al (2008)
cultivaron L. vannamei en agua dulce a 90, 130 y 180 camarones/m?2 con una
supervivencia de 76.1, 68.9 y 65.9, respectivamente, mencionando que la
supervivencia del camarén disminuye conforme se incrementa la densidad de
siembra. Mariscal-Lagarda et al. (2012) cultivaron camarén a 0.65 g/L con una
densidad de 50 camarones/m2 con una supervivencia de 53.6%. Alarcon-Silva
(2013) realizé un cultivo de camarén con una densidad de 75 PL/m2 a 1.3 y 1.9
g/L con sobrevivencias de 46.8 y 90.1%, respectivamente. Laramore et al (2001)

encontraron mejor supervivencia y crecimiento en postlarvas a 30 g/L (80%)
49



que a 2 g/L (20%), e incluso detectaron mortalidad del 100% por debajo de 2
g/L. Sin embargo, Laramore et al (2001) mencionan que la supervivencia en
juveniles es mayor que en postlarva a una salinidad de 2 g/Li puesto que el
efecto de la salinidad y crecimiento varia con el tamano y edad de los
organismos. Los camarones juveniles pueden ser capaces de sobrevivir a 2 g/LL
al igual que a una salinidad de 30 g/L. (Bray et al, 1994; Ogle et al., 1992;
Samocha et al., 1998; Laramore et al., 2001).

8.2.5. Clorofila a

La biomasa del fitoplancton comtinmente se estima mediante la concentracion
de clorofila a. Este es el principal pigmento fotosintético presente en las algas
que se encuentra en cantidades variables en las células, dependiendo no
solamente de la especie, sino posiblemente también de la etapa de su ciclo
reproductivo (P4ez-Osuna y Ruiz-Ferndndez, 2001). Tiene una gran
importancia en los estanques de cultivo debido a su estrecha relacién con la
calidad del agua y la produccién, ademas es una fuente de alimento natural que
puede llegar a constituir el 50% de la dieta del camaroén, y ayuda a disminuir el
consumo de alimento balanceado, y por tanto, su costo de operaciéon. También
reduce las concentraciones de COgz y de nitrégeno amoniacal total, y a su vez,
enriquece el sistema con oxigeno durante las horas de luz, lo que mejora la
calidad de agua (Chien, 1992; Pdez-Osuna y Ruiz-Fernandez, 2001; Gregor y
Marsélek, 2004; Martinez-Cérdova et al., 2010).

La clorofila a en la mayor parte del ciclo de cultivo (semanas 0 a 7) tuvo
una tendencia a incrementarse en M1, sin embargo, no se presentaron
diferencias significativas (p>0.05) en ambos médulos. El médulo M1 presenté
un minimo de 2.9 mg/m3 correspondiente al agua empleada en el inicio del
experimento, vy un maximo de 497.0 mg/m3 en la semana 9. En M2 fue

incrementando su concentracion hasta la semana 7, a partir de la semana 8 en
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éste modulo empezo a haber un cambio en el color a café en los tanques dada la
cantidad acumulada de sélidos suspendidos aunado al deterioro de la calidad
de agua refiriéndonos a las altas concentraciones de los compuestos
nitrogenados provocando una disminuciéon significativa de la clorofila a; como
se observa en la Tabla 13, el valor minimo de clorofila a de inicio fue de 2.7

mg/m3 y el maximo se presenté en la semana 8 con 634.2 mg/m3 (Fig. 8.6).
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Fig. 8.6. Variacién promedio de la concentracién de clorofila a (+ desviacién
estandar) de cada médulo a lo largo del cultivo de camarén L.

vannamei (OM1y BM2).

La presencia de los nutrientes como N y P dentro del estanque son
esenciales para el éptimo crecimiento del fitoplancton o productividad primaria
y las altas tasas de aireacion mezclan la columna de agua asegurando que la
luz y el diéxido de carbono no se conviertan en una limitante (Burford et al,
2003). La productividad primaria es mejorada con los fertilizantes antes y
después del momento de la siembra del camarén aunado con el alimento a
través del ciclo de crecimiento. Una vez que el estanque aumenta la cantidad

de sélidos, y no tiene las condiciones favorables para el desarrollo de la
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productividad primaria, va a decaer o reducirse la trama tréfica dentro del

estanque habiendo resultados desfavorables en el cultivo.

Una alta produccion de fitoplancton trae como consecuencia una
disminucién de la penetracion de la luz, lo cual puede provocar la disminucion
de la produccion fotosintética en el fondo del estanque. Por las noches,
disminuye el oxigeno disuelto debido a la respiraciéon de todos los organismos,
incluyendo el fitoplancton, por otro lado, durante el dia produce una sombra
para que el camardn tenga un ambiente adecuado mientras permanece en el
fondo y evita el crecimiento de algas filamentosas (Alonso-Rodriguez et al,
2004). Redfield (1958) muestra que para la relacién N/P>16, una cantidad
menor a ésta el fosforo se convierte en el limitante para el crecimiento del
fitoplancton. Otro factor limitante es el substrato que se encuentra
relativamente disponible para el crecimiento del cultivo (Liebigh, 1840), o bien

que se acumule en el medio de cultivo y se transforme en téxico.

Respecto a los niveles ideales de clorofila a, no parece haber un valor de
referencia, y es que ello va a depender mas bien de la composicion del
fitoplancton, ya que se conoce que hay especies benéficas y no-benéficas.
Alonso-Rodriguez y Pdez-Osuna (2003) enlistan a detalle las especies que se
han observado en cultivos comerciales de L. vannamei de la region costera del
noroeste de México, y en donde sobresalen las siguientes especies nocivas:
Gyrodinium Instriatum, Synechocystis diplococcus, Schizothrix calcicola,

Prorocentrum monimuny Gymnodinium catenatum.

Mclntosh et al. (2001) desarrollaron un cultivo de camarén L. vannamei
con agua de baja salinidad en Arizona y encontraron que las concentraciones
promedio de clorofila a, fluctuaron entre 998.9 mg/m3 y 2411 mg/m3. Mariscal-
Lagarda et al. (2014) presentan valores de clorofila de 615 mg/m3 en un cultivo
de camarén con una salinidad <1 g/L, siendo que en el presente estudio las

concentraciones se encontraron por debajo de los valores mostrados por éstos
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autores. Sin embargo, en el estudio que realizé Alarcén-Silva (2013) en un
cultivo de camarén con una salinidad de 1.9 g/L, muestra concentraciones de
clorofila de 345.2 mg/m3, siendo un valor comparable, lo cual demuestra que la

densidad de fitoplancton en cultivos intensivos es por lo general siempre alta.

8.2.6. Sélidos suspendidos totales (SST)

La concentracion de soélidos suspendidos totales dentro de los estanques
camaronicolas se encuentra relacionada con la intensificacion del cultivo, la
cantidad de alimento suministrado, la tasa de recambio y las particulas

fitoplancténicas (Boyd, 1989; Hopkins et al, 1995).

El contenido de SST en M1 tuvo una tendencia a incrementarse a lo largo
del ciclo del cultivo variando desde 0.8 a 104.7 mg/L con una media de 27.3
mg/L, mientras que en M2 al igual que en M1, las concentraciones de SST
incrementaron conforme transcurria el ciclo de cultivo, cuyos valores fluctuaron
de 0.7 a 138.7 mg/Li, con una media de 33.5 mg/L, la concentracién maxima de
138.7 mg/L se present6 en la semana 10 (Tabla 13). Sin embargo, aunque el
andlisis estadistico no mostré diferencias significativas (p>0.05), se observa que
las medias en la semana 10 son mas altos en M2 en comparaciéon a M1. A lo
largo de un ciclo de camaroén, en un sistema cerrado sin recambio de agua, el
camarén se va desarrollando incrementando la cantidad de alimento a
suministrar y la cantidad de heces que el organismo desecha, aumentando de

esta manera la cantidad de SST (Fig. 8.7).

Estos sélidos pueden llegar a depositarse y acumularse en el fondo de los
tanques. Se realizan una serie de procesos donde una de ellas es la
descomposicion de materia organica, y el resultado de dichas reacciones son
varios productos quimicos que dependen de las condiciones de 6xido-reduccion
predominantes en el medio. Dicha oxidacion empieza por agotar las

concentraciones de oxigeno, después se llevan a cabo por la nitrato-reducciéon
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donde el agente oxidante es el NOs, luego entran los 6xidos de Fe y Mn, y por
ultimo, la etapa de sulfato-reducciéon que pueden llegar a obtener productos de
la oxidacién como amonio, acido sulfhidrico y sus diferentes especies quimicas

(S2, HS', H2S), que son téxicos para el camarén (Paez-Osuna, 2001).
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Fig. 8.7. Variacién promedio de los sélidos suspendidos totales (+ desviacién
estandar) de cada médulo a lo largo del cultivo de camarén L.

vannamei (OM1y EM2).

A partir de la semana 10 cuando se realizaba la purga de los sedimentos
en cada estanque, éstos tenian un color obscuro y un olor desagradable
caracteristico del acido sulfhidrico, lo cual nos indica que el fondo de los
sedimentos no era favorable para el camarén. Padez-Osuna (2001) menciona que
ademas influye la calidad y reactividad de los sedimentos, si la calidad del agua
se deteriora, a su vez, se deteriora la calidad de los sedimentos y bajo tales
condiciones de estrés, el camardn no va a asimilar eficientemente el alimento,
siendo susceptible a enfermedades dando lugar a una baja supervivencia y una

pobre cosecha.

Existen trabajos como Meraz-Bautista (2008) quien realiz6 un estudio en

2 estanques de camarén a baja salinidad con una densidad de 13 org/m?2 y
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registra una variaciéon de 9.33 a 27.33 mg/L y de 83.33 a 16.67 mg/L de SST.
Alarcén-Silva (2013) registré variaciones entre 5.6 y 102.0 mg/L de sélidos
suspendidos totales en cultivo de camarén con una salinidad de 1.9 g/LL y una
densidad de siembra de 75 org/m?2, valores que son comparables con este
estudio en cuanto a salinidad, densidad de siembra (M1) y concentracién de
SST, a pesar que éstos valores estan por encima de los valores registrados por
Meraz-Bautista (2008) debido a las diferencias de densidad de siembra. De
acuerdo con Trece y Hamper (2000), existen alternativas para reducir los
niveles de SST en los estanques tales como reducir la densidad de siembra,
ademas de incrementar los niveles de aereacién mecanica, ya que con estas
medidas lograron una reduccién en la descarga de 3.6 a 0.5 kg de SST/kg de

camaron cosechado.

8.2.7. Nitrégeno amoniacal total (TAN)

El nitrégeno amoniacal total o amonio (TAN) se encuentra presente en el agua
mediante dos formas quimicas, el amonio no ionizado o amoniaco (NHs3) y el ién
amonio o amonio ionizado (NH4*). Es uno de los compuestos inorganicos
disueltos del nitrégeno que resulta toxico para los organismos en altas
concentraciones (Chien, 1992) y el mayor producto nitrogenado excretado por
los crustaceos (Claybrook, 1983; Dall et al, 1990) considerando que el camarén
L. vannameil es un organismo amoniotélico, ya que la formacién de amonio se
considera un sistema primitivo para la excreciéon de nitrogeno y para ello
requiere de muy poca energia (Forster y Goldstein, 1969). Tiende a acumularse
en los sistemas de cultivo debido a la descomposicion microbiana de la materia
orgdnica (Stanier et al, 1976) y por algunas practicas de fertilizacién (Boyd,

1982).

La proporcion de cada una de las especies quimicas mencionadas

anteriormente, depende principalmente del pH, temperatura y salinidad ya que
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es una reaccién que se encuentra en equilibrio. De acuerdo a Millero (1996) es
la siguiente: NHf & H* + NH;. Ademds, estos niveles se encuentran
influenciados por el potencial o6xido-reduccion, debido a que controla la
especiacién quimica del nitrégeno. De acuerdo a Burford et al (2003) un pH
entre 7 y 8 dentro de los estanques puede resultar en baja proporciéon de la
forma no ionizada (NHs). El amonio no ionizado se considera téxico por su alta
solubilidad en lipidos y es capaz de difundirse a través de la membrana celular
(Chen y Kou, 1993). Adema4s resulta téxico para la comunidad bacteriana que
se encargan de la nitrificacién (Nitrosomonas y Nitrobacter), inhibiendo este
proceso, resultando en un incremento de la acumulaciéon de TAN en el
ambiente acuatico e intensificando su toxicidad tanto a las bacterias como a los

organismos (Russo, 1985).

Cuando el camarén L. vannamel se expone a un ambiente de baja
salinidad, aumenta la excrecion de amonio debido al intercambio de NH4* por
Na* del medio, y/o por el incremento en el catabolismo de los aminoacidos
mvolucrados en la regulaciéon osmoética. Se necesita de una absorcion activa de
sodio para compensar su pérdida en organismos que se encuentran en un medio
hipotdnico. Por esto, el aumento de la excrecion de amonio favorece la captacion
de Na* mediante el funcionamiento de la bomba Na*/NH4*, para mantener la

hemolinfa en homeostasis (Pequeux, 1995; Diaz et al, 2001).

La concentracién de TAN usualmente tiende a incrementarse conforme se
aumenta la densidad de siembra y conforme avanza el ciclo de cultivo (Péez-
Osuna 2001). En el presente estudio, el comportamiento en M1 durante las
primeras 7 semanas se mantuvo constante a niveles <0.01 mg/L,
mcrementando su concentracion de la octava semana en adelante, presentando
un nivel maximo de 9.38 mg/L en la décima semana y en la semana 11 decayo
hasta 2.88 mg/L,, la concentracion media de M1 durante el ciclo de cultivo fue

de 1.24 mg/L.. En M2, el comportamiento del TAN fue constante durante las
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primeras 7 semanas manteniendo niveles <0.2 mg/L. Se presenté un aumento
significativo en los niveles de concentracion de TAN en la semana 8 con un
valor de 13.91 mg/L, disminuyendo en las semanas siguientes. La variaciéon de
la concentracion de TAN en M2 fue de <0.001 a 13.912 mg/L con una media de
3.23 mg/L (Tabla 13). Se presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre
M1 y M2 en las semanas 8y 9 (Fig. 8.8).

Por otra parte, se estimaron las concentraciones de amonio no-ionizado
(NHs) mediante la ecuacién propuesta por Millero (1996), dando como resultado
una variacién en M1 desde ser no detectable (<0.001 mg/L) a 0.62 mg/L de N-
NHs; mientras que en M2 fluctué de no detectable (<0.001 mg/L) a 0.91 mg/L
de N-NHs. Los niveles de ambos médulos (M1 y M2) se encontraron por encima
de lo propuesto (0.03 mg/L) por Van Wyk y Scarpa (1999) en las ultimas
semanas del cultivo, a partir de la semana 8 en M1 y a partir de semana 7 en
M2. Sin embargo, al igual que en los resultados de amonio, ambos mddulos

mostraron diferencias significativas (p>0.05) en las semanas 8 y 9 (Fig. 8.9).

El valor maximo (0.91 mg/L de N-NH3) encontrado en M2 estd por debajo
del valor mencionado por Lin y Chen (2001) de CL50-96h para L. vannamei en
cultivo con salinidad de 15 g/ que es de 1.20 mg/LL de N-NHs, tomando en
cuenta la escasez de informacién dentro de la literatura disponible, ademas que
esta CL50-96h es para una salinidad mayor a este estudio, se sabe que a menor
salinidad aumenta la toxicidad del amoniaco, y al ser el compuesto nitrogenado
de mayor toxicidad en los crustaceos peneidos, la concentracién de éste
compuesto (NH3) en el cultivo de camarén se le puede atribuir la alta

mortandad que se tuvo en M2.
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Fig. 8.8. Variacion promedio de la concentraciéon de nitrogeno amoniacal total
(TAN) (+ desviacién estdndar) de cada médulo a lo largo del cultivo de
camarén ( OM1 y MM2). (*)Muestra la semana donde se encontraron

diferencias significativas (p<0.05) entre médulos (M1 y M2).

Uno de los grupos de organismos que se alimenta o nutre de amonio es el
fitoplancton, cuya captaciéon y asimilacion es un proceso activo que requiere de
luz para que se pueda llevar a cabo (Raven, 1984), por lo que resulta
indispensable tener un cierto grado de transparencia en la columna de agua.
En el caso particular de los mddulos de cultivo de este estudio, se tuvo un
aumento excesivo en la concentracién de SST en las ultimas semanas
coincidiendo con un aumento en la concentracién de amonio, lo que indica que
dicho proceso de la asimilacion de amonio pudiera haberse interrumpido. Sin
embargo, es posible que el fitoplancton mixotroéfico y heterotréfico, ademas de
las bacterias, hayan contribuido posiblemente con la asimilacién de amonio en
condiciones obscuras ya que las tasas de consumo de amonio son mayores que

en estanques convencionales (Burford y Glibert, 1999; Burford, 2000).
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Fig. 8.9. Variaciéon promedio de la concentraciéon de nitrégeno amoniacal no
ionizado (NH3) (+ desviacién estdndar) de cada médulo a lo largo del
cultivo de camarén ( OM1 y MM2). (*)Muestra la semana donde se
encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre médulos (M1 y

M2).

Como se habia mencionado anteriormente, el amonio es un producto de
desecho toxico resultante de la excreciéon y la mineralizacién de los detritus
organicos (heces y alimento no consumido) (Godinez-Soirdia et al, 2011). La
excrecion de amonio en crustaceos depende de varios factores como salinidad,
temperatura, el ciclo de muda, el nivel nutricional y el control endocrino (Frias-
Espericueta y Pdez-Osuna, 2001). Algunos investigadores como Gémez et al
(2004) y Re et al (2004) concluyeron que hay un incremento en la tasa de
excrecion de amonio en postlarvas de L. vannamer y juveniles de L. stylirostris
al exponerlos a un ambiente hipoténico. En el caso de las postlarvas,
observaron que la concentraciéon de aminoacidos libres aument6é en la
hemolinfa del camarén; esto puede deberse al intercambio de NH4* por Na* del
medio, y/o por un incremento en el catabolismo de aminoacidos u otros

compuestos nitrogenados incluidos en la regulacién osmética (Dalla, 1986).
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Esto también puede contribuir con el aporte de amonio generado dentro de los
estanques, ya que también puede estar asociado con el aumento en la talla del
camaron que conforme aumenta su peso y talla, aumenta el aporte y excrecion

de amonio.

Valenzuela-Quifiones et al (2010) muestran concentraciones minimas y
maximas de amonio de 0.26 a 0.31 mg/L en cultivos de camaron L. vannamei a
una salinidad <1.0 g/L; Alarcén-Silva (2013) presenta una variacién de niveles
de amonio de 0.031 a 1.188 mg/L en un cultivo intensivo de camarén (75
org/m2) con una salinidad de 1.9 g/L, y Mariscal-Lagarda et al (2014)
realizaron un cultivo intensivo de camarén (50 org/m?2) a baja salinidad <1.0
g/, donde registraron una variacion de amonio de <0.001 a 0.848 mg/L.
Ninguno de estos autores encontré niveles de amonio por encima de 1.5 mg/L
comparables a este estudio. El nivel 6ptimo de amonio sugerido por Van Wyk
(1999) es de 0.03 mg/L. Dicho valor se mantuvo en ambos médulos hasta la
séptima semana, pero luego tendidé a incrementarse significativamente en las
siguientes semanas pero sin rebasar la concentracién letal media (CLso - 96 h)
de 24.39 mg N-TAN/L y de 1.20 mg N-NH3/L en juveniles de L. vannamei a una
salinidad de 15 g/L de acuerdo a Lin y Chen (2001). Sin embargo, Barbieri et al.
(2010) presentan un CL50-96 h de 19.12 mg N-NH4/L en camarén L. schmitti a
una salinidad de 5 g/L. Estos niveles registrados de las CLso nos permiten de
alguna manera evidenciar que los niveles registrados en el presente estudio
particularmente en las tltimas semanas pudieran estar cerca de tales valores y
por ende provocar danos subletales en los organismos. Es importante también
considerar que no se dispone de datos de CLspo para el amonio en bajas
salinidades para esta especie, y por otro lado, se sabe que cuando se expone a
esta especie en bajas salinidades, la toxicidad del amonio se incrementa, por
tanto es de esperar que las CLso sean mas bajas, por lo que se debe de tomar en

cuenta este punto.
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El amonio causa dafios al sistema nervioso central (Wright, 1995), provoca
danos a las branquias y reduce la capacidad del transporte de oxigeno de la
hemolinfa, mientras que aumenta el consumo de oxigeno en los tejidos (Chien,
1992; Racotta y Hernandez-Herrera, 2000), y ademés de que el camarén
incrementa la frecuencia del ciclo de muda (Chen y Kou, 1992). En crustéceos
peneidos, el amonio puede afectar: (a) el balance acido-base, dado que el NHj
liberado desde el medio adyacente a la hemolinfa o el que se genera a partir de
la produccion metabélica, es convertido a NH4* con la liberacion de OH', lo que
puede provocar un aumento del pH intracelular afectando las reacciones
enzimaticas y la estabilidad de la membrana (Campbell, 1973); (b) la
osmoregulaciéon, ya que en altos niveles de amonio se incrementa la
permeabilidad del organismo, reduciendo la concentracién iénica de la
hemolinfa (Lloyd y Orr, 1969; Chen y Chen, 1996), ademés que la adicién de
iones NH4* al medio externo resulta en la inhibiciéon de la absorciéon de Na*
(Magnum et al., 1976) y tomando en cuenta que es el catién mas abundante en
la hemolinfa, reduce su osmolaridad (Chen y Chen, 1996); (c) el metabolismo y
excrecion del nitrégeno, conforme aumenta el nivel de amonio en el agua, la
excrecion de la mayoria de los organismos acuaticos decrece y el nivel de
amonio en la hemolinfa y en los tejidos aumenta, lo que puede provocar serios
efectos sobre la fisiologia del organismo a nivel celular, de 6rganos y sistemas,
siendo que la primera reaccion del organismo puede ser el cese y/o la reduccién
de alimentacién, lo cual disminuye la formacion de amonio metabdlico y por
ende, una reduccién en la tasa de crecimiento (Colt y Armstrong, 1981); (d) la
respiracion y el transporte de oxigeno, el efecto del amonio sobre el transporte
del oxigeno incluye dafios a las branquias, la reduccion de la capacidad de la
sangre para transportarlo a consecuencia de cambios en el pH, incremento en
la demanda de oxigeno y dafos histologicos a las células rojas y 6rganos que las
producen, aunado a esto la toxicidad del amonio aumenta a bajas

concentraciones de oxigeno, lo cual se le atribuye a un incremento en la captura
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de amonio como consecuencia del aumento en la tasa de ventilacion de las
branquias para prevenir la hipoxia (Colt y Armstrong, 1981; Allan et al, 1990);
y (e) las tasas de crecimiento y el ciclo de muda, se tienen variaciones en la tasa
de excrecion a través del ciclo de muda que pueden estar directamente
relacionados con las perturbaciones del metabolismo del nitrégeno en varios
tejidos como el musculo, hepatopancreas y el integumento (Regnault, 1987), los
cuales dan como resultado una reduccién en la tasa de crecimiento (Chen y
Kuo, 1992; Chen y Lai, 1992; Chen y Cheng, 1993; Robles, 1997; Frias-
Espericueta y P4dez-Osuna, 2001).

Como se puede observar, el efecto del amonio tiende a afectar primero a
nivel celular hasta la parte externa del organismo, y al causar un primer dano
dentro del organismo, desencadena una serie de procesos que van afectando las
funciones vitales del camarén, pudiéndolo llevar hasta la muerte del mismo,
siempre. De manera que si llegase a disminuir la concentraciéon de amonio del
medio a niveles “Optimos”, existe la posibilidad de que el organismo se
recupere, pero si el organismo se encuentra muy afectado, al tener lesiones
irreversibles (punto del no-retorno), ya que no hay tal recuperacién sino una

progresion de los danos hasta la muerte del organismo.

8.2.8. Nitritos

El nitrito (NOg) es un producto intermediario durante el proceso de
nitrificacién de amonio a nitrato por bacterias aerébicas autotréficas (Frias-
Espericueta y Paez-Osuna, 2001; Lin y Chen, 2003). Es acumulado en los
sistemas de cultivo debido al desequilibrio de la actividad bacteriana
nitrificante causada por el deterioro de la calidad del agua. Al igual que el
amonio, es altamente toéxico para los organismos acuaticos y puede causar

desérdenes respiratorios (Needham, 1961; Alcaraz, 1999).
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La concentracion de nitritos a lo largo del cultivo se mantuvo estable para
ambos modulos incrementando su concentracion en la semana 11 en M1 y en la
semana 10 en M2, puesto que, en las pruebas estadisticas se muestra que hay
diferencias significativas (p<0.05) entre ambos médulos en la semana 10. En
M1 se present6 una variacion de 0.001 a 1.08 mg/LL de N-NOgz’, con una media
de 0.07 mg/L de N-NOgz. Mientras que en M2, las concentraciones de nitritos
fluctuaron entre 0.001 y 2.26 mg/L de N-NOgz", con un promedio de 0.23 mg/L de
N-NOs (Fig. 8.10) (Tabla 13). A diferencia de los cultivos de camarén en aguas
salobres, marinas e hipersalinas, que se caracterizan por tener niveles de
nitritos bajos o muy bajos, los cultivos en agua de baja salinidad tienden a
presentar concentraciones de nitritos mas altas (Van Wyk, 1999). Este es uno
de los rasgos diferenciales mas relevantes entre los distintos sistemas de
cultivo. Se deben evitar concentraciones mayores a 0.45 mg/L de N-NOg, para
prevenir alteraciones en el metabolismo, que de acuerdo a Gross et al (2004)
este valor se considera como concentracion segura para camarones juveniles de

L. vannamei en agua de 2 g/L de salinidad.

Valenzuela-Quifiones et al (2010) registraron concentraciones minimas y
maximas de nitritos de 0.28 a 0.32 mg/LL de N-NOgz en cultivos de camaréon L.
vannamei a una salinidad <1.0 g/L. Alarcén-Silva (2013) encontré una
variacién de niveles de nitrito desde por debajo del limite de deteccién (<0.001)
hasta 0.072 mg/L de N-NOg en un cultivo intensivo de camarén (75 org/m?2) de
una salinidad de 1.9 g/L. Mariscal-Lagarda et al. (2014) realizaron un cultivo
intensivo de camarén (50 org/m?2) a baja salinidad (<1.0 g/L), con una variacién
de nitrito de <0.001 a 1.450 mg/LL de N-NO2. En el presente estudio se
obtuvieron valores mas altos que los encontrados por Valenzuela-Quifiones et
al. (2010) y Alarcén-Silva (2013), pero comparables con el trabajo realizado por
Mariscal-Lagarda et al (2014).
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Fig. 8.10. Variacién promedio de la concentracién de nitritos (+ desviacién
estandar) de cada médulo a lo largo del cultivo de camarén L.
vannamei O M1 yBM2). (*)Muestra la semana donde se encontraron

diferencias significativas (p<0.05) entre médulos (M1 y M2).

Van Wyk (1999) menciona que los nitritos deben de estar <1 mg/L de N-
NO2. A pesar de que en el cultivo en ambos moddulos aumentaron
significativamente las concentraciones de nitrito de una semana a otra,
superaron este nivel Optimo, por lo que se puede suponer que a dicha
concentraciéon empieza a causar un cierto nivel de estrés en el camarodn, sin
embargo, esto hace un efecto sinérgico con las concentraciones de amonio,
intensificando su toxicidad en una exposicién aguda (48 h) (Alcaraz et al,
1999a; Shuler et al, 2010). Por su parte, Gross et al (2004) mencionan que la
CL50-96 h es de 8.9 mg/L de N-NOgz para una salinidad de 2 g/LL en camarones

juveniles de L. vannameli.

La principal accion toxica de NOgz en crustaceos, es debido a la conversién
de la proteina (hemocianina) encargada del transporte de oxigeno a formas que
son incapaces de realizar su transporte (metahemocianina) causando hipoxia y

finalmente, la muerte. En la hemocianina cada sitio de unién con el oxigeno
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contiene dos atomos de cobre (Cu!*, conocida como deoxihemocianina), la cual
cambia su estado de oxidacién cuando se le une el Oz (Cu2*, conocido como
oxihemocianina) (Chen y Cheng, 1995). La entrada de NOgz al plasma
sanguineo estd asociada con la oxidacién de los 4tomos de cobre (Cul* — Cu?"),
donde la deoxihemocianina es oxidada en metahemocianina, producto de la
cual no puede enlazar de nuevo al oxigeno molecular (Tahon et al, 1988; Chen
y Chen, 1992; Jensen, 2003). Adema4s, se han encontrado los siguientes efectos
en organismos acuaticos (Lewis y Morris, 1986; Eddy y Williams, 1987; Harris
y Coley, 1991; Jensen, 2003): (1) descenso de los niveles extra e intracelulares
de CI, causando un desbalance electrolitico severo; (2) descenso de los niveles
de K* intracelular e incremento de K* extracelular, afectando los potenciales de
la membrana, neurotransmision, contracciones musculares y las funciones del
corazén; (3) formacién de compuestos de N-nitroso que son mutagénicos y
carcinogénicos; (4) dafios a la mitocondria en células hepéticas causando
escasez de Oz en los tejidos; (5) afectacién o represién del sistema inmune,

disminuyendo la tolerancia a enfermedades bacterianas y parasitarias.

Entre los diferentes factores ambientales que puedan afectar la toxicidad
del nitrito al camaroén, parece ser que la mas importante es la concentracién de
cloruros del medio, ya que por medio de las branquias, el NOg2 entra por la
misma ruta que tiene el Cl" por ser inhibidor competitivo del mecanismo de
captacién de cloruro branquial activo (HCO3/Cl), puesto que elevadas
concentraciones de Cl" en el agua pueden inhibir la absorcion de NOgz y de esta
manera proteger al organismo de la accién del téxico (Tomasso et al, 1979;
Eddy y Williams, 1987; Harris y Coley, 1991; Jensen, 2003; Camargo y Alonso,
2006).
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8.2.9. Nitratos

Los nitratos (NO3) son el resultado de la segunda etapa de la nitrificacién,
donde los nitritos se oxidan a nitratos por medio de las bacterias Nitrobacter.
Esta forma quimica del nitrégeno se considera no-téxico o poco toxica, ya que el
camarén puede sobrevivir a niveles de hasta 200 mg/L (Lee y Wickins, 1997).
Sin embargo, puede ser un problema cuando sobrepasan este limite y se
encuentran expuestos por un tiempo prolongado. De acuerdo a Van Wyk et al
(1999) los niveles 6ptimos se deben de mantener por debajo de 60 mg/L de N-

NOs en cultivos de agua de baja salinidad.

El comportamiento de la concentraciéon de nitratos en M1 se mantuvo
constante a lo largo del ciclo, el cual tuvo un nivel minimo de <LD (<0.001 mg/L
de N-NOs) y un maximo de 11.75 mg/L de N-NOs en la semana 11 presentando
en M1 una media de 0.77 mg/LL de N-NOs". Por otro lado, en M2 no se encontré
una tendencia clara dado que las variaciones en su concentracién oscilaron
significativamente a partir de la octava semana, dicho médulo tuvo un valor
minimo de <LD y un valor maximo de 42.64 mg/LL de N-NO3 en la décima
semana, teniendo una media de 4.16 mg/L de N-NOs (Tabla 13). Por otra parte,
se observa que en la semana 8 se presentan diferencias significativas (p<0.05)

en los niveles de concentracién de nitratos en ambas semanas (Fig. 8.11).

Valenzuela-Quifiones et al (2010) registraron concentraciones minimas y
maximas de nitrato de 0.73 a 0.77 mg/L en cultivos de camarén L. vannamei a
una salinidad <1.0 g/L. Alarcén-Silva (2013) encontré una variacién de niveles
de nitrato de 0.04 a 2.78 mg/L en un cultivo intensivo de camarén (75 org/m?2)
de una salinidad de 1.9 g/L. Mariscal-Lagarda et al (2014) realizaron un
cultivo intensivo de camarén (50 org/m?2) a baja salinidad <1.0 g/L, con una
variacion de nitrato de 5.25 a 172.2 mg/L. En el presente trabajo, se obtuvieron

concentraciones por encima de Valenzuela-Quifiones et al (2010) y Alarcén-
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Silva (2013), pero por muy debajo de Mariscal-Lagarda et al. (2014). Segtin Van
Wyk (1999) el intervalo éptimo de nitratos es de <60 mg/L. N-NOs, lo que
quiere decir que las concentraciones de nitratos en este estudio no fueron una

limitante o no fueron niveles que conlleven a causar danos en el organismo.
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Fig. 8. 11. Variacién promedio de la concentracién de nitratos (= desviacién
estandar) de cada médulo a lo largo del cultivo de camarén L.
vannamei © M1 y BM2). (*)Muestra la semana donde se encontraron

diferencias significativas (p<0.05) entre médulos (M1 y M2).

Los nitratos como en el caso de los nitritos, la principal accién téxica que
pueden tener en los crustaceos, parece ser la conversiéon de la hemocianina
encargada de acarrear el oxigeno a formas incapaces de realizar el transporte
del mismo (metahemocianina) (Jensen, 1996; Scott y Crunkilton, 2000; Cheng
et al., 2002). Sin embargo, antes de que los nitratos se conviertan en un téxico,
el nitrato debe ser convertido a nitrito bajo las condiciones internas del
organismo (Cheng y Chen, 2002). Por otro lado, debido a la baja permeabilidad
de las branquias a los iones NOs, la captacion en los organismos resulta

mayormente limitada, que la captaciéon de NOg, el cual contribuye a que la
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toxicidad del NOjs sea relativamente baja (Jensen, 1996; Scott y Crunkilton,
2000; Cheng y Chen, 2002; Alonso y Camargo, 2003; Camargo et al., 2005a).

8.2.10. Nitrégeno inorganico disuelto (NID)

El nitrégeno inorgénico disuelto (NID) es la suma de las formas quimicas de
amonio, nitritos y nitratos, los cuales como se ha mencionado anteriormente
tienen ciertos efectos sobre el camaréon. El efecto en el metabolismo del
camaron a consecuencia de los desechos nitrogenados ocasiona anoxia cuando
los niveles son muy elevados y su exposicion es prolongada. Cabe sefialar que la
toxicidad de estos desechos esta en funcién del pH, temperatura, alcalinidad,
salinidad; observandose que se incrementa el efecto toxico conforme disminuye
la salinidad del agua. Esto se debe a la acciéon antagonista que presenta el 16n
cloro contra estos productos nitrogenados (Lin y Chen, 2001; Lin y Chen, 2003).
La toxicidad del amonio y nitrito ha sido demostrada para peces, moluscos y
crustaceos. El orden de toxicidad de cada uno de estas especies quimicas que
constituyen el nitrégeno inorganico disuelto de acuerdo a Chen et al (1990) es

la siguiente:
Amoniaco (NH3) > amonio (NH4*) > nitrito (NOg) > nitrato (NOg).

Como se puede observar en la Fig. 8.11, en el médulo M1, el NID se
comporta de manera constante con poca variacién en su concentracién, aunque
a partir de la semana 8 empieza a subir su nivel, éste moédulo presentdé una
variaciéon de 0.01 a 20.14 mg/LL de N-NID con una media de 1.96 mg/L. de N-
NID. Por otro lado, en M2 el N inorganico disuelto fluctu6 de 0.01 a 52.79 mg/L
de N-NID con una media de 6.84 mg/L de N-NID (Tabla 13), el cual tendié a
subir drasticamente a partir de la semana 7 con grandes fluctuaciones en las
siguientes semanas. El comportamiento de las concentraciones del NID fueron
similares a las tendencias que tuvieron las concentraciones de nitratos vy,

principalmente de amonio, siendo la especie dominante. En la semana 8 y 9 se
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presentan diferencias significativas (p<0.05) entre médulos, lo cual indica que
en M2 tuvo altos niveles de concentraciones de compuestos de NID en

comparacion a M1, que de acuerdo a estos niveles se le atribuye a la mortandad

en M2.
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Fig. 8.12. Variacién promedio de la concentraciéon del nitrégeno inorganico
disuelto (= desviacién estandar) de cada médulo a lo largo del ciclo
de camarén L. vannamei OM1 y@M2). (*)Muestra la semana donde

se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre moédulos

M1 y M2).

Las estrategias de alimentacién pueden influenciar tanto en la calidad del
agua y la salud del camarén, ya que la optimizacion de las estrategias de
alimentaciéon es una consideraciéon primordial en el manejo de estanques de
cultivo intensivo de camaroén, lo cual implica la nutricién, el proceso y manejo
del alimento (Jory, 1995; Burford y Williams, 2001; Smith et al, 2002). La
proteina es el componente més costoso del alimento (Thoman et al, 2001), y no
es totalmente aprovechado por el camarén, haciendo que el nitrégeno (N) sea
un fertilizante costoso el cual promueve el crecimiento de poblaciones

bacterianas y de plancton (Moriaty, 2001).
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En cultivos tradicionales en agua de mar y salobre asi como en aguas de
baja salinidad, los desechos organicos generados por los procesos de
alimentacién se acumulan en el fondo del estanque. Esto conduce al desarrollo
de condiciones micro-aerobicas o anaerobicas, nitrificacion lenta y una tasa
lenta de reciclamiento de materia organica dentro de la trama troéfica natural
del estanque teniendo como consecuencia el aumento de metabolitos toxicos, los
cuales deben de ser removidos con recambios diarios de agua, resultando en

una pérdida neta de nitrégeno (Piedrahita, 2003; Audelo-Naranjo, 2010).

En este caso, se observd algo similar, incluso hubo la necesidad de retirar
los lodos del fondo mediante purgas semanales abriendo la valvula de descarga
por periodos cortos de tiempo (1 minuto o menos) para permitir la salida de los
lodos acumulados en el fondo del tanque, esto fue practicado una vez por
semana a partir de la semana 7 y de la semana 9 dos veces por semana. Esto
con el objetivo de reducir la carga de lodos y con ello mejorar las condiciones del
fondo de los tanques y de la columna de agua. Por otra parte, en cada uno de
los estanques de cada modulo se encontraba un biofiltro el cual ayuda a
promover la nitrificaciéon para convertir los compuestos altamente téxicos de
amonio y nitrito a un producto menos téxico como el nitrato por medio de las
bacterias nitrificantes que proliferan en la malla del biofiltro al haber el medio
y condiciones adecuadas para su crecimiento; pero a su vez, si el medio donde
se encuentran las bacterias nitrificantes adheridas al biofiltro es inadecuado, el
proceso de nitritificacion se vera afectado, resultando en altos niveles de
amonio y nitrito, supresion del crecimiento, problemas de salud y mortandad de

los organismos (Kuhn et al, 2010).
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Tabla 13. Minimos, maximos y promedio con desviacion estandar de las variables de
calidad de agua del cultivo de camarén L. vannamei en agua de baja salinidad (1.9 g/L)
para el médulo 1 y médulo 2. Las concentraciones de TAN, amonio no-ionizado,

nitritos, nitratos, NID y SST se expresan en mg/L, y las concentraciones de clorofila a

en mg/m3,

TAN NH; NOs NOs NID= SST Chl a
M1
Min <LDb <LD <LD <LD 0.01 0.80 2.86
Maéx 9.38 0.62 1.08 11.75 20.14 104.67 496.97
x+s  1.24+2.57 0.08+0.10 0.07+0.16 0.77+2.48 1.96+4.46 27.32+27.31 127.71+132.49
M2
Min <LLD <LD <LLD <LLD 0.01 0.67 2.74
Max 13.91 0.91 2.26 42.64 52.79 138.67 634.18

x+ts  3.23+4.80 0.18+0.30 0.23+0.57 4.16+8.81 6.84+11.50 33.53+37.16 116.26+144.64

b <D representa valores por debajo del limite de deteccién (<0.001 mg/L).

Existen trabajos donde se pudo extraer informacion del NID en cultivos
intensivos de camarén a baja salinidad, como Valenzuela-Quifiones et al. (2010)
quienes registraron concentraciones minimas y maximas de NID de 1.27 a 1.40
mg/L en cultivos de camarén L. vannamer a una salinidad <1.0 g/L. Alarcén-
Silva (2013) observé una variacién de niveles de NID de 0.07 a 4.04 mg/L en un
cultivo intensivo de camarén (75 org/m?2) de una salinidad de 1.9 g/L. Mariscal-
Lagarda et al. (2014) realizaron un cultivo intensivo de camarén (50 org/m?) a
baja salinidad <1.0 g/L, donde tuvieron una variaciéon de NID de 5.25 a 174.50
mg/L. Los valores que se obtuvieron en el presente estudio estuvieron por
encima de los registrados por Valenzuela-Quifiones et al (2010) y Alarcén-Silva
(2013), pero por debajo de los de Mariscal-Lagarda et al (2014). En la Tabla 13,
se presentan los valores promedio con su desviacion estandar, ademas de los
minimos y maximos de amonio, nitritos, nitratos, nitrégeno inorganico disuelto,
s6lidos suspendidos y clorofila a que se presentaron a lo largo del cultivo

intensivo de camarén blanco L. vannamei en agua de baja salinidad.
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8.3. Anélisis en fresco

Se analizaron un total de 63 organismos durante 70 dias de cultivo en ambos
moédulos (M1 y M2), en las caracteristicas externas, el 19% se presentaron como
camarones aparentemente sanos, y en el resto (81%) se observé coloracién
rojiza en sus apéndices, melanizacién focal y multifocal en cuticula, opacidad y

flacidez muscular, algunos de estos camarones presentaron letargia.

Del 81% de los camarones que presentaron signologias, el 49%
presentaron coloracién rojiza en sus apéndices (antenas y urépodos) en ambos
modulos a lo largo del ciclo de cultivo. El1 21% mostré melanizaciéon focal y
multifocal en cefalotéorax y abdomen en ambos moddulos apareciendo al inicio
del cultivo, debido al estrés que tuvieron las postlarvas en el proceso de
aclimataciéon. En la semana 7, coincidi6 con un pequeno aumento en la
concentraciéon de amonio, y en la semana 10, con altas concentraciones de los
compuestos nitrogenados dentro de los estaques y una alta carga de materia
organica, los organismos estuvieron en constante estrés debido al
confinamiento. En estos periodos los camarones se causan lesiones en la
cuticula (Fig. 8.13d), permitiendo que las bacterias que se encuentran en la
superficie del camarén o en el agua circundante, penetren en la herida. El
camarén como defensa produce melanina (sustancia de coloracién oscura) para
bloquear la penetracién de las bacterias (Barraco et al, 2008) por ello se
produjo la melanizacion. El 6% de los organismos presentaron flacidez
muscular en la semanas 6, 7 y 10 en ambos médulos (Fig. 8.13b), y el 5%
restante tuvo opacidad muscular (Fig. 8.13c) ambos en fase de postmuda (Tabla

14) (Fig. 8.16 y 8.17).

8.3.1. Branquias

Del total de los organismos analizados (n= 63), se observé el 40% de los

camarones con materia organica y fitoplancton (GS 1-3), a partir de la semana
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6 en adelante (Fig. 8.14). El 46% de los camarones mostraron melanosis y
necrosis multifocal en las branquias (Fig. 8.14). La melanizacién se encontré al
inicio del experimento, y posteriormente en la semana 7 continuando hasta el

final del cultivo.
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Fig. 8.13. Caracteristicas externas del camaréon L. vannamer a lo largo del
cultivo. A) Camarén aparentemente sano; B) camarén con antenas
rojas, cuticula suave y delgada con musculo flacido; C) camarén con
opacidad en tercero, cuarto y quinto segmento abdominal; D)
camaron con opacidad muscular, expansién de los cromatoéforos,
antenas rojas, necrosis multifocal en todos los segmentos

abdominales y pleépodos amarillentos.
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Fig. 8.14. Analisis en fresco de L. vannamei presentando A) branquias
normales con objetivo de 10x; B) presencia de materia organica multifocal
(flechas) con objetivo de 10x; C) presencia de materia orgénica (1), fitoplancton
(2) y melanizacién multifocal (3) con objetivo de 4x; D) melanizacién multifocal

(flechas) en dendobranquias con objetivo de 40x.

Olivas-Valdéz et al (2010) encontraron en cultivos de camarén L.
vannamei en agua subterrdnea (salinidad de 1.6 g/L), diatomeas (prevalencia
de 0-20%, GS 1-2) y rotiferos (prevalencia de 0-40%, GS 1-2) en branquias.
Olivas-Valdéz et al. (2010) en otro cultivo de camarén que realizaron con agua
de rio (salinidad de 0.8 a 5.3 g/L), los camarones presentaron algas coloniales
Euglenoides (prevalencia de 0-100%, GS 1-2), protozoos peritricos Epystilis sp.

(prevalencia de 0-100%, GS 1-3) y bacterias filamentosas Leucothrix sp.
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(prevalencia de 0-100%, GS 1-3). Estos resultados coinciden con los del presente

estudio al observarse fitoplancton en branquias y Leucothrix sp.

8.3.2. Hepatopancreas

El 37% de los organismos presentd atrofia y deformaciéon tubular en grado de
severidad 1 a 4 en M1 y con mayor grado de severidad en los organismos de M2
(Fig. 8.15). De acuerdo a Olivas-Valdéz et al (2010) en los camarones
cultivados con agua de baja salinidad, fueron menos afectados por deformidad
en los tubulos del hepatopancreas con grados de severidad entre 1 y 2, estos
valores son comparables a lo presentado en este trabajo haciendo referencia al

modulo 1.
8.3.3. Intestino
Sin endoparasitos en los organismos analizados.

En las Fig. 8.16 y 8.17 se puede observar que las caracteristicas externas
como la coloracién rojiza de los apéndices y la opacidad muscular son signos de
un camarén estresado. Cuando los camarones se encuentran sometidos a
factores de estrés, reducen su capacidad de absorcion de nutrientes, su
capacidad limpiadora y/o no mudan. Ademas del bajo rendimiento productivo,
afecta la respuesta inmunoloégica, y por lo tanto, son altamente susceptibles a
una invasién masiva de virus, bacterias y/o epicomensales, los cuales atacan
las branquias, apéndices y el resto del cuerpo de juveniles y adultos, pudiendo
causar altas mortalidades en cultivos con altas densidades. De acuerdo a Kruse
(1995) en estados avanzados, la superficie corporal se torna rojiza, causando
dificultad para la locomocién, alimentacién, respiracién, reproduccion,
finalizando con la muerte del organismo. Por otro lado, referente a las
caracteristicas internas, muestran que a partir de la séptima semana se

observaron deformaciones en los tuabulos hepatopancreaticos, asi como
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melanizacién y presencia de materia organica y de fitoplancton en las
branquias. La acumulacién de materia organica en las branquias puede alterar
sus principales funciones como son: la respiracion, osmoregulacién y la
excrecion del organismo; como consecuencia se ve perjudicada la supervivencia

de la poblacién resultando de bajas a altas mortalidades dependiendo de la

gravedad de los dafos.

Fig. 8.15. Montaje en fresco de hepatopancreas de L. vannamei A y C)
hepatopancreas con tibulos normales; B) ttibulos con deformaciones

tubulares (flechas) GS2; y D) tubulos vacios y deformaciones
(flechas) GS4.
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Tabla 14. Numero de organismos muestreados en los médulos 1y 2 que presentaron alteraciones en sus caracteristicas internas y externas a

lo largo del cultivo de camaron.

Semanas de cultivo

No. de 1 9 3 4 5 6 7 8 9 10 11 N Gs?

OTEAMISMOS N1 M2 M1 M2 MI M2 M1 M2 MI M2 M1 M2 MI M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2 MI=33 M2=30 M1 M2

Caracteristicas
externas
Coloracién
rojiza en o o 1 o0 1 1 3 3 3 1 2 1 3 3 O O O O 3 3 3 - 19 12 1 2
apéndices
Melanizacin 3 3 2 1 o0 o0 O O O O O o0 1 1 O O O o 1 1 0 - 7 6 1 2

Opacidad
muscular

Flacidez en
musculo

Caracteristicas
internas

Melanizacién en
branquias
Presencia de
materia
organica en
branquias
Deformacion y
atrofia en o o o o o o o o0 1 1 o0 O 3 3 3 1 2 3 2 3 1 - 12 1 2 4
hepatopancreas

1 N= No. total de organismos con alteraciones a lo largo del ciclo. En M1 se analizaron 33 camarones y en M2 fueron 30 organismos en total.
2 GS = grado de severidad
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8.4. Analisis histologico

Este trabajo se constituye de dos partes: (1) el cultivo de camarén a cielo
abierto, donde se analizaron un total de 66 organismos en M1 y 97 organismos
en M2; y (2) el bioensayo de confirmacién para corroborar alteraciones y dafios
en organos y tejidos observados durante el cultivo de camaroén, y se analizaron

un total de 95 organismos.

Los organismos analizados presentaron patologias en sus diferentes organos y
tejidos a lo largo del cultivo de camarén y de los 10 dias de experimento (0, 24,
48, 72, 96, 120, 144, 168, 192, 216 y 240 h), las cuales se describen a

continuacién.

8.4.1. Glandula antenal

La glandula antenal es un o6rgano renal, juega un rol importante en la
regulacién i6nica, osmética y de fluidos (agua y liquidos). Este sistema es una
coleccién de tubulos altamente ramificados (también llamado laberinto), el cudl
pasa fluido a través de una vejiga ligeramente alargada antes de que sea
descargado via poro localizado debajo de cada antena. Los tubulos de la
glandula antenal tanto en condicién secretora como no excretora se encuentra
en todo el cefalotérax (Bell y Lightner, 1988; Alday-Sanz, 2010). Este érgano
también se involucra en el control del volumen de hemolinfa, la osmoregulacion
de magnesio y sulfato en la hemolinfa, excreciéon de compuestos organicos y
reabsorcion de fluidos como azucares y aminoacidos a partir de la filtraciéon de

la orina (Riegel y Cook, 1975; Mantel y Farmer, 1983; Lin et al, 2000).

8.4.1.1. Cultivo de camarédn

Durante las primeras cinco semanas no se observaron alteraciones en la
glandula antenal de los organismos de M1 ni de M2. Las alteraciones como:

deformacién de la estructura, infiltracién hemocitica y de hemolinfa (GS1) se
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observaron a partir de la semana 6 y 7 en ambos médulos (Fig. 8.18). En los
organismos de M2 se observo melanizacion, nédulos hemociticos melanizados y

nucleos picnéticos (GS3) en la semana 10 (Fig. 8.19).

Fig. 8.18. Corte histolégico de glandula antenal de L. vannamei en M1: A)

tubulos normales donde las células epiteliales contienen un nftcleo
medial (Nuc) y un nucléolo bien definido (Nuu) y rodean el lumen
(Lum), alrededor de estos tibulos se tiene a los senos de hemolinfa
(Sin), los cuales contienen hemocitos (Hem); B) glandula antenal con
pérdida de la estructura (flecha) e infiltracién de hemolinfa. Tincién

H&E. Objetivo 40x.

Las mayores alteraciones se presentaron en M2 con una prevalencia
maxima de 50.0% (26.8+17.2%) observandose en la semana 9. Por otro lado, en
M1 se obtuvo una prevalencia maxima de 38.9% (22.7+14.7%) presentdndose en

las semanas 8 y 9 (Tabla 15) (Fig. 8.42b).
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Fig. 8.19. Corte histolégico de gliandula antenal de L. vannamei en M2. A)
tubulos normales donde las células epiteliales contienen un nuicleo
medial (Nuc) y un nucléolo bien definido (Nuu) y rodean el lumen
(Lum), alrededor de estos tubulos se tiene a los senos de hemolinfa
(Sin), los cuales contienen hemocitos (Hem); B) glandula antenal
con pérdida de la estructura y noddulo hemocitico melanizado.

Tincién H&E. Objetivo 40x.

8.4.1.2. Bioensayo de confirmacion

Al 1inicio del experimento, los organismos que se analizaron presentaron
inflamacion en grado 1 de severidad al igual que los organismos del control del
bioensayo (T0) teniendo en cuenta que dichos sintomas son normales en

organismos a baja salinidad.

T1. Los organismos analizados presentaron inflamacién (de 120 a 168 h) y
deformacién de los ttibulos antenales (192 a 240 h) en GS1.

T2. Se observé infiltraciéon de hemolinfa, inflamacién y necrosis de los tabulos
antenales (de 24 a 168 h) en GS2, y la presencia de nucleos picnéticos a
las 120 h en GS3.

T3. Presentaron inflamacién, infiltracién de hemolinfa y epitelio delgado en

GS2 (de 24 a 240 h) y melanizacién a las 48 h en GS2.
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Fig. 8.20. Corte histolégico de la glandula antenal de L. vannamei. A) Organo

normal del tratamiento control; B) T1 con deformacién de la
estructura y edema; C) T2 con pérdida de la estructura normal; y D)
T3 con deformacién de la estructura (1), edema (2) e infiltracién de
hemolinfa dentro del lumen con melanizacién (3 y 4). Tincién H&E.

Objetivo 40x.

8.4.1.3. Relacién entre los compuestos del nitrégeno y las alteraciones en

glandula antenal

En todas las observaciones se presentaron cambios progresivos en las
alteraciones de la glandula antenal a través del tiempo como la dispersiéon de
los tabulos antenales asi como la infiltracion de hemolinfa alrededor de éstos

tabulos. La exposicién a las diferentes concentraciones de nitrogeno en sus
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diversas formas quimicas resulta en tres signologias representativas de sus
efectos sobre éste 6rgano como son: infiltraciéon hemocitica, deformacion de la
estructura e inflamacion de los tibulos de la glandula antenal. Estos efectos se
observaron de manera muy marcada en las iltimas semanas de los modulos del
cultivo de camardon. La infiltracion de hemolinfa se le debe atribuir a la
hiporregulaciéon del organismo, para su adaptacion a un medio de baja

salinidad.

La glandula antenal normal (Fig. 8.18a y Fig. 8.19a) a baja salinidad,
presenta una ligera infiltracion de hemolinfa alrededor de los tubulos
glandulares, mostrandose esto como normal debido a las condiciones de
salinidad. El estudio realizado por He et al (2013) observaron el efecto de la
salinidad (2, 7, 12, 17 y 30 g/L) en la microestructura de la gldndula antenal de
L. vannamer, donde muestran que en la seccién total de éste 6rgano no hay
diferencias obvias en la morfologia entre las distintas condiciones de salinidad,
exceptuando que el color de la glandula antenal es mas intenso a mayores
salinidades. Por otro lado, muestra que la proporciéon del volumen del laberinto
en camaron a baja salinidad es mayor que a alta salinidad. La diferencia entre
una gldndula antenal normal a baja salinidad (1.9 g/L) como se presenta en
este estudio, y una con agua marina a 35 g/L, es que alrededor de los tabulos de
la glandula antenal se tiene mayor volumen de hemolinfa tal como mencionan
He et al (2013). En cuanto a los demés dafios y alteraciones se le puede
atribuir al medio circundante que no era apto para el organismo, puesto que no
se encuentra en la literatura disponible, trabajos comparables a éste para
corroborar y/o comparar los dafios. Sin embargo, existe el trabajo realizado por
Doughtie y Rao (1983) donde expusieron al camarén (Palaemonetes pugio) en
condiciones de baja salinidad (10 g/L) con plaguicidas (Busa-85 y Aquatreat
DNM-30) los cuales son téxicos para el camarén. Estos autores observaron que
la actividad secretora de la mayoria de las células del laberinto eran anormales

evidenciado por la distancia o la naturaleza vesiculada de las
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microvellosidades, ademas de que la hemolinfa circundante en la glandula
antenal era anormalmente densa, los componentes de los podocitos
frecuentemente poseian nucleos picnéticos y exhibian una falta de organizacion
celular. Estas ultimas patologias encontradas por Doughtie y Rao (1983) como
son la densa presencia de hemolinfa en la glandula antenal, presencia de
nucleos picnéticos y la falta de organizacion celular, fueron encontradas en este

estudio.

Doughtie y Rao (1983) propone los siguientes posibles mecanismos de
defensa de la glandula antenal al estar expuesta a un téxico: la fagositosis
mediante los hemocitos granulados circundantes del material celular danado
que ocasionalmente pueda ocurrir en este érgano, la encapsulacion de tejidos
danados y la aparente heterostasis que sufre a través de una exposicion a largo
plazo. La heterostasis es un término propuesto por Selye (1973) y lo define
como el mantenimiento del equilibrio de un parametro biolégico en presencia de
una estimulacién exdgena permanente; esto ocurre cuando el organismo se
encuentra en un equilibrio anormal donde debe de establecer una proteccion
contra el patégeno potencial, ya que se activan defensas que permiten la
resistencia a una agresiéon inusual. En cambio, la homeostasis se refiere al
mantenimiento de la estabilidad fisiolégica en circunstancias de cambios
predecibles o impredecibles, a través de la adaptacion y difiere en que depende

de un rapido desarrollo y ajustes fisiolégicos (Selye, 1973).
8.4.2. Organo linfoide

El érgano linfoide (OL) es considerado como la parte integral del sistema
circulatorio de los camarones peneidos y como el 6rgano mas efectivo para la
filtraciéon de hemolinfa y eliminacién de particulas patdgenas. Esta situado a
un lado del estomago y consiste en 2 lébulos formados de tubulos

anastomosados que se ramifica desde la arteria oftalmica. Se describe la pared
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del tubulo como una matriz estromal de tejido conectivo fibroso con capas de
hemocitos que rodean al lumen central (Fig. 8.21a y Fig. 8.22a) (Bell y
Lightner, 1988; Alday-Sanz, 2010).

8.4.2.1. Cultivo de camarédn

En los organismos de M1 y M2, se observé deformacién de la estructura
con grado de severidad de 0 a 1 durante las primeras 6 semanas del cultivo
(Fig. 8.21), y la formacién de esferoides y vacuolas de la semana 7 a la 11 en
grado de severidad 1 y 2 (Fig. 8.22). Sin embargo, en M2 se pudo observar la
presencia de hemolinfa a partir de la semana 9 con un grado 1 de severidad, y
en la semana 10 y 11 los organismos presentaron un grado de severidad 4 en
éste organo. La prevalencia maxima en M1 fue de 44.4% presentandose en la

semana 9 del cultivo y una prevalencia media de 15.9+15.6% (Fig. 8.34d). En

M2 presentd una prevalencia maxima de 49.1% observandose en la semana 11,

teniendo una prevalencia media de 19.2+17.5% (Tabla 15) (Fig. 8.42d).

Fig. 8.21. Corte histolégico de 6rgano linfoide de L. vannamei en M1-A) tibulos
normales con lumen simple y una matriz estromal de células y B)
pérdida de la estructura normal con infiltracién de hemolinfa (1),
formacién de esferoides (2) y vacuolizaciones. Tincién H&E. Objetivo

40x.
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Fig. 8.22. Corte histolégico de érgano linfoide de L. vannamei en M2: A) tibulos
normales con lumen simple y una matriz estromal de células; B)
pérdida de la estructura con formacién de esferoides (1) y

vacuolizaciones (2). Tincién H&E. Objetivo 40x.

8.4.2.2. Bioensayo de confirmacion

Los organismos analizados en el inicio del experimento y en el control,
presentaron deformacién de la estructura del 6rgano linfoide con un grado de

severidad 1.

T1. Se observ) deformacién de la estructura (48 h), formacién de esferoides y
vacuolizacién (de 72 a 240 h) en GS1. Esto nos muestra que el sistema
inmune del camaréon detect6 la presencia de los compuestos de nitrégeno
(amonio y nitrito).

T2. Los organismos presentaron formaciéon de esferoides, presencia de
vacuolas y material celular en lumen (de 48 a 240 h) en GS1.

T3. Se presenté pérdida de la estructura normal, infiltracién de hemolinfa,

formacién de esferoides y vacuolizacién (de 48 h a 240 h) con GS2.
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Fig. 8.23. Corte histolégico del érgano linfoide de L. vannamei. A) Organo

normal del tratamiento control; B) T1 con deformacién de la
estructura (1), y presencia de vacuolas (2); C) T2 con pérdida de la
estructura normal (1), infiltracién de hemolinfa (2), formacién de
esferoides (3) y presencia de vacuolas (4); y D) T3 con deformacién de
la estructura (1), infiltracién de hemolinfa (2), formacién de

esferoides (3) y presencia de vacuolas (4). Tincién H&E. Objetivo 40x.
8.4.2.3. Relacién entre los compuestos del nitrégeno y las alteraciones en
6rgano linfoide

Durante el desarrollo del cultivo de camardén, algunos nutrientes,
principalmente el amonio y los nitritos, alcanzan concentraciones que pueden

afectar al camardn, y todo este conjunto que entra al sistema circulatorio del
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camaroén, llega al 6rgano linfoide, éste detecta dichas sustancias y materiales
extranos, los cuales trabaja para eliminarlos del organismo. Se puede observar
que en M2 tuvo mayores danos que en M1, dada las diferencias marcadas y
mencionadas anteriormente tanto en las patologias presentadas, la calidad del
agua y las diferentes densidades de siembra entre ambos médulos. En el caso
del bioensayo confirmatorio, se muestra que hay una tendencia del 6rgano
linfoide a realizar el mismo proceso que se describié para lo sucedido en el
cultivo de camaroén, observandose a lo largo del experimento la formacién de

dichos esferoides para poder erradicar del sistema el toxico circundante.

Cabe senalar que el 6rgano linfoide destacd ciertas patologias que se
observan con frecuencia en los tres tratamientos del bioensayo de confirmaciéon
como son: la formacién de esferoides y la vacuolizacién (Fig. 8.23). Se podria
asumir que dichas patologias son signos representativos en caso de intoxicacion
debido a la funcién misma del érgano linfoide. Lo que no se podria explicar en
el caso del o6rgano linfoide es para discernir las causas que provocan la
formacion de los esferoides debido a alguna infeccidon o intoxicacion, lo que se
puede decir es que es una causa idiopatica, en el caso de las patologias
observadas en el cultivo de camaron. A pesar de que tanto en el cultivo de
camarén como en los tratamientos del bioensayo se presentan las mismas

patologias.

Los esferoides del o6rgano linfoide (LOS) como se mencionan
anteriormente, también son llamados como estructuras nodulares con muchas
células vacuolizadas y son considerados por ser de fase senil o degenerativa,
que ademas las células de los esferoides muestran un alto indice de apoptosis
(tipo de muerte celular que usan los organismos multicelulares para eliminar
células danadas o no necesarias de una forma controlada que minimiza el dafo

de las células vecinas). Después de que los esferoides se separan de la capa
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externa de los tubulos, pueden sufrir una degradacién sin una respuesta

inflamatoria o pueden migrar a través de los espacios hemales.

Hasson et al (1999) infectaron al camarén L. vannamei con el virus del
sindrome del Taura (TSV) induciéndolo a una fase crénica, y observaron que en
el 6rgano linfoide se formaron tres distintos morfotipos de esferoides: A, se
activa la fagocitosis, secuestrando al patégeno; B, se observan células
necroticas siguiendo la fase aguda de la infecciéon y el tipo C, se observan
nucleos baso6filos, una reduccion del tamano de las células, y la atrofia
progresiva conllevandolo a la degradacion sin que ocurra una respuesta
inflamatoria. Rusaini y Owens (2010) sefialan que la formacién de dichos
esferoides en el 6rgano linfoide han sido observados en varias enfermedades
infecciosas de camarones peneidos. En comparacion a este estudio, se encontro
una respuesta inflamatoria con alto grado de infiltracién de hemolinfa en M2,
esto pudo haber sido ocasionado por los compuestos toxicos a los que estaba
expuesto el organismo, tomando en cuenta que también pudo haber influido la
carga de materia organica dentro de los estanques del médulo 2 aumentando

asi la gravedad de los danos provocados en dichos organismos.
8.4.3. Hepatopancreas

Es una glandula conspicua y bilobulada, rodeada por tejido conectivo, que
desemboca en el estomago pilérico. Esta compuesta por tibulos simples, con un
extremo ciego, limitados externamente por tejido conectivo y cada tubulo posee
una red de fibras musculares que permiten movimientos peristalticos. Dentro
de cada tubulo, existen 5 tipos de células especializadas: las células E
(embrionarias), F (fibrilares), R (reabsortivas o de reserva), B (secretoras o
globulares) y M (basales), con funciones especificas (Tabla x.xx), de manera que
la digestién en los peneidos se da a nivel celular (Cuadras et al, 2002; Puello-

Cruz, 2013).
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Tabla 15. Funciones especificas de las células especializadas de la glandula digestiva

de los peneidos (Tomado de Al-Mohanna y Nott, 1987; Puello-Cruz, 2013).

Tipo de célula

Funcion

E

(embrionarias)

F
(fibrilares)

R
(re-absortivas)

B
(secretoras)

M
(basales)

Son células cilindro-cibicas con ntucleos con 2 6 3 nucleolos
conspicuos. Se ubican en la punta ciega del tubulo.

Tienen propiedades absorbentes para materiales solventes.
Sintetizan y secretan enzimas digestivas y actiian como soporte
con estructuras internas complejas. Estas células se agrandan

por picnocitosis capturando nutrientes, y dan origen a las células
B.

Absorben y almacenan lipidos y glucégeno. Tienen una gran
cantidad de vacuolas chicas y superficie irregular, lo cual facilita
el transporte de metabolitos.

Son células "ampolla" o "vejiga" que se caracterizan por tener
vacuolas grandes, lo que implica funcién secretora. Estas células
son las de mayor tamano y presentan invaginaciones, lo que
indica disgestion intra y extracelular. Se les atribuyen
propiedades de absorciéon de particulas mediante pinocitosis.
También se menciona que actiian como activadores para iniciar
la liberacion de células del epitelio. Finalmente, estas células
llegan al interior del intestino y son desechadas. Se cree que la
secrecion bajo condiciones fisiolégicas normales es de tipo
merocrinal o apocrina2, y cuando intervienen estimulaciones
internas puede ser de tipo holocrina3.

En algunas publicaciones se cita la existencia de éstas, sin
embargo, su funcién no esta definida.

1Merocrina: glandula en la que el producto de secrecién formado en el interior de las células es

expulsado hacia afuera, sin destruccién del protoplasma, que contintia formando los materiales

de una nueva secrecion.

2Apocrina: glandula cuyo producto de secrecién es expulsado con una parte de la célula en la

que ha sido acumulado. Es una situacion intermedia entre la holocrina y la merocrina.

3Holocrina: glandula en la cual la célula llena de sus productos de secreciéon se desprende

completamente y muere, realizdndose la secrecién por fusiéon celular. Por ejemplo: las

glandulas sebéaceas.
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Su principal funcién es la asimilacién del alimento que se lleva a cabo
mediante una serie integrada de procesos, entre los que se incluyen la secrecion
de enzimas digestivas, digestion y absorcion de nutrientes, almacenamiento y
disposicion de productos de desecho. Otros cambios estructurales importantes
se asocian con el ciclo de muda (Travis, 1955; Travis, 1957; Al-Mohanna y Nott,
1989). Dada la multiplicidad de funciones fisiolégicas que realiza la glandula
digestiva, cualquier proceso que afecte la salud del camarén deberia
evidenciarse como una alteracién en el funcionamiento y/o histologia del érgano
vital, ain antes de que el organismo muestre sintomas clinicos de enfermedad

(Gibson y Barker, 1979; Bautista et al, 1994).

8.4.3.1. Cultivo de camardn

En M1 se presentaron alteraciones como infiltraciéon hemocitica y de hemolinfa
con grado de severidad 1 a partir de la semana 6 y 7; necrosis, hipertrofia del
lumen, noédulos hemociticos y capsulas envolviendo los tuabulos del
hepatopancreas con grados de severidad entre 2 y 3 en las semanas 8 y 9 (Fig.
8.24); masas de bacterias a partir de la semana 10 y, elongaciones tubulares en

la semana 11.

Por otro lado, en M2 presentaron atrofia tubular, desprendimiento celular,
infiltracién hemocitica y de hemolinfa (GS1) en las semanas 5 y 6; hipertrofia
del lumen y necrosis (GS2) en la semana 7; nédulos hemociticos, capsulas,
melanizacién en el epitelio de los tubulos, elongacién tubular (GS3) en la
semana 10, y la presencia de masas de bacterias en lumen y bacterias
intracelulares citoplasmaticas en grado 3 y 4 de severidad en la semana 11
(Fig. 8.25). De acuerdo a la Fig. 8.42a, el porcentaje de dafios y alteraciones
presentado en M1 se incrementa a partir de la semana 4 hasta la semana 8 y
las prevalencias se mantienen estables de la semana 9 a la 11; el estanque M1

presenté un valor maximo de 40.3% (19.4+15.3%). Por otro lado, en M2 va en

91



aumento conforme transcurre el cultivo de la semana 4 a la semana 11,
teniendo una prevalencia maxima de 50.7% (24.1+18.8%) (Tabla 15).
U R ARSI AN RNy - T

Fig. 8.24. Corte histolégico de hepatopancreas de L. vannamei de M1 con: A)
6rgano normal donde se muestran tdbulos normales que tienen
forma de estrella rodeando al lumen, éstos deben de tener las células
E (embrionarias), F (fibrilares), R (reabsortivas o de reserva), B
(secretoras o globulares) y M (basales); y B) nédulos hemociticos
(flechas) con aglomerados de bacterias en el centro, infiltracién de

hemocitos y desprendimiento celular. Tincion H&E. Objetivo 40x.

8.4.3.2. Bioensayo de confirmacién

En el inicio del experimento los organismos que se muestrearon presentaron
atrofia, desprendimiento celular e infiltracién de hemolinfa; sin embargo, en el
control del experimento, los organismos presentaron atrofia y desprendimiento

celular con un grado de severidad 1.

T1. Los organismos analizados presentaron atrofia y desprendimiento celular
en GS1 (24 h), infiltracién hemocitica y de hemolinfa e inflamacién por

edema (de 48 a 240 h) con GS1.
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T2. Se observé atrofia tubular y desprendimiento celular en GS1 (de 24 a 168
h); infiltracién hemocitica y de hemolinfa, hipertrofia del lumen, nédulos
hemociticos y material celular (de 192 a 240h) en GS 1 a 2.

T3. Se encontré atrofia, desprendimiento celular e infiltracién hemocitica en
GS1 (de 24 a 144h), infiltracién de hemolinfa y encapsulaciones en GS2
(de 168 a 240h).

Fig. 8.25. Corte histolégico de hepatopancreas de L. vannamei de M2 con: A)

6rgano normal donde se muestran tubulos normales que tienen
forma de estrella rodeando al lumen, éstos deben de tener las células
E (embrionarias), F (fibrilares), R (reabsortivas o de reserva), B
(secretoras o globulares) y M (basales); y B) hepatopancreas con
nédulos hemociticos con (1) y sin melanizacién (2), encapsulaciones
(3), atrofia tubular (4), desprendimiento celular (5), infiltracién

hemocitica, y de hemolinfa (6). Tincién H&E. Objetivo 10x.

93



Fig. 8.26. Corte histolégico de hepatopancreas de L. vannamei. A) Control con

tibulos normales; B) T1 con céapsula, atrofia, infiltracién hemocitica
y de hemolinfa (flechas); C) T2 presenta atrofia, desprendimiento
celular, infiltracién hemocitica y de hemolinfa (flechas); y D) T3

muestra nédulo hemocitico e infiltracién hemocitica (flechas). Tincién

H&E. Objetivo 10x.

8.4.3.3. Relacién entre los compuestos del nitrégeno y las alteraciones en

hepatopancreas

Los organismos expuestos a los téxicos como amonio y nitritos tanto en el
cultivo de camaréon como en el bioensayo confirmatorio mostraron
sintomatologia que se puede considerar como intoxicacién. En todos los casos

donde el hepatopancreas presenté inflamacién e infiltracion hemocitica la
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lesion se dispersé de la parte proximal del hepatopancreas hacia la parte distal

del 6rgano.

Puesto que, el organismo que se alimenta exitosamente acumula reservas
de lipidos, carbohidratos y proteinas, estos son metabolizados para su
crecimiento durante el periodo inmediato después de la ecdisis, cuando el
cuerpo del organismo no estd limitado por el exoesqueleto (Alday-Sanz, 2010).
Los materiales son acumulados en esta glandula durante la fase de
alimentacién (intermuda) y los pierde en la fase donde el organismo no se
alimenta, que son en la pre-muda y post-muda. Esto quiere decir, que cuando el
organismo se encuentra en la fase donde no se alimenta, éste se encuentra
vulnerable ante cualquier tipo de agente patdgeno y/o toxico aunado a las
condiciones del medio en que se encuentre, puede ser afectado de manera que
reprime facilmente su sistema inmunolégico. La presencia de hemocitos es
importante debido a que forman parte del sistema inmune del camarén,
indicando que hay algo que esta inquietando la salud del mismo, ya que los
hemocitos son considerados como la linea primaria de defensa interna ante la
presencia de material extrafo y/o infeccién en los crustdceos (Anggraeni y
Owens, 2000; Alday-Sanz, 2010), dado que el sistema de defensa celular de los
crustaceos consiste en la coagulacion, fagocitosis, encapsulacién y formacion de
nédulos (Fontaine y Lightner, 1974, Bauchau, 1981, Soderhall y Cerenius,
1992), éstas dos ultimas mencionadas son las que se presentan con mayor

frecuencia tanto en el cultivo como en el experimento controlado.

Las alteraciones mas frecuentes en el bioensayo a la exposiciéon a las
concentraciones de nitréogeno fueron: atrofia de los tubulos, desprendimiento
celular, infiltracién hemocitica y de hemolinfa, ademés de encapsulaciones (Fig.
8.26) habiendo un proceso degenerativo progresivo por la destruccién de las
células epiteliales de los tubulos. Se puede sugerir que el efecto de la toxicidad

de las formas quimicas mas letales como son el amonio y los nitritos, causan
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un desprendimiento de las células tubulares viajando por el lumen, y a su vez
son excretadas por el intestino, seguido de la activacion del sistema
inmunitario del organismo, bombeando y transportando mayor cantidad de
hemolinfa y de hemocitos al lugar donde se requiere atacar a las moléculas
toxicas que le produce danos al camardn, tratando de degradar los tubulos

realizando capsulas y nédulos hemociticos.

Frias-Espericueta et al (2008) expusieron al camarén L. vannamei a
diferentes concentraciones de cobre, donde observaron en el hepatopancreas las
alteraciones como atrofia, necrosis, y estructura irregular de los tubulos,
patologias similares a este estudio. Sin embargo, Doughtie y Rao (1983)
proponen los siguientes posibles mecanismos de defensa del hepatopancreas al
estar expuesto a un toxico: la captacion de los restos celulares de los fagocitos
hepatopancreaticos; la encapsulacién de tubulos dafiados y la heterostasis del

hepatopancreas durante la exposicién a largo plazo.

Por otro lado, se tiene que de acuerdo a Anderson et al. (1987), Krol et al
(1991) y Brock et al. (1995) describen las siguientes patologias ocasionados por
rickettsias, mollicutes y virus para hepatopancreas de P. marginatus, P.
monodon y L. vannamei que son: inclusion de células epiteliales en el lumen
tubular, necrosis celular, acumulacién de hemocitos en los senos hemales
asociados con los tubulos y formaciéon de granulomas, alteraciones histolégicas
que coinciden en buen grado con las descritas en casos de vibriosis. Dado a esto,
se puede hacer referencia a los dafnos ocasionados y/o observados en el presente
estudio ya que se encontraron masas de bacterias en las ultimas semanas del
ciclo de cultivo de camarén, presentando algunos de los dafios descritos por

éstos autores.
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8.4.4. Corazon

El sistema circulatorio de los crustaceos decapodos se constituye de 3
componentes principales que son la hemolinfa, el corazén que genera la fuerza
para mover la hemolinfa y su sistema de distribucién, es bien conocido por ser
un sistema de fuerza controlada, capaz de suministrar oxigeno a los diferentes
tejidos tan bien como a aquellos organismos acuaticos vertebrados
poiquilotermos (McMahon, 2001), adem4s de nutrientes, hormonas y residuos
removidos (Wilkens, 1999). Tiene una amplia gama de vasos sanguineos por
donde conduce la hemolinfa a través de todo el cuerpo. El corazéon del camaron
se encuentra dorsalmente en el cefalotéorax anterior al abdomen dentro del
pericardio, las venas y la hemolinfa entran al corazon a través de dos pares de
ostia que contienen valvulas musculares en la superficie dorsal y un par simple
en la superficie ventral. El lumen del corazén se encuentra rodeado por tejido

suelto de células musculares (Alday-Sanz, 2010).

8.4.4.1. Cultivo de camaron

En los organismos de M1 y M2, se observé inflamacién (GS1) en la semana 5;
infiltracién hemocitica y pérdida de la estructura normal (GS1) a partir de la
semana 6 a la 11 (Fig. 8.27 y Fig. 8.28). En la semana 11, se observé en M1T3

un organismo el cual contenia una seccién con cuticula encapsulada.

Como se muestra en la Fig. 8.42f, tanto en M1 como en M2 no se observa
una tendencia clara en los dafios provocados en el corazén a lo largo del cultivo
salvo un incremento de las prevalencias en las ultimas semanas. En el médulo
1 se tuvo la prevalencia maxima de 33.3% (10.9£11.8%) y en el médulo 2 la

prevalencia maxima fue 33.3% (11.1+12.8%) (Tabla 15).
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Fig. 8.27. Corte histolégico de corazén de L. vannamei en M1. A) Corazén
normal, donde se encuentra formado por células miocardicas (Myo)
dispuestas en bandas, las cuales estan organizadas en manojos o
haces distintivos tales como el muscularis frontalis (Msf), el arreglo
en haces del miocardio da como resultado que el lumen (Lum) del
corazén esté subdividido en subcamaras; B) corazén con pérdida de la
estructura normal e infiltracién hemocitica (flecha). Tincién H&E.

Objetivo 4x.

8.4.4.2. Bioensayo de confirmacién

En el inicio del experimento los organismos que se muestrearon se encontraron
normales. En el control, los camarones presentaron infiltracién de hemolinfa en

grado 1 de severidad.

T1. Los camarones analizados presentaron infiltracion hemocitica y de
hemolinfa (de 24 a 168 h) e inflamacién de las aortas del corazén (240 h)
(GS1).

T2. Se observo infiltracién de hemolinfa e inflamacién en los vasos del corazéon
durante todo el tiempo de experimentacién (GS1).

T3. Se encontré pérdida de la estructura normal (24 h) e inflamacién (144 a

240 h) (GS1).
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Fig. 8.28. A) Corte histolégico de corazén de L. vannamei en M2. A) Corazén
normal, donde se encuentra formado por células miocardicas (Myo)
dispuestas en bandas, las cuales estan organizadas en manojos o
haces distintivos tales como el muscularis frontalis (Msf), el arreglo
en haces del miocardio da como resultado que el lumen (Lum) del
corazén esté subdividido en subcamaras; B) corazén con pérdida de la

estructura normal e infiltracién de hemolinfa severa (flecha). Tincién

H&E. Objetivo 4x.

8.4.4.3. Relacion entre los compuestos del nitrégeno y las alteraciones en

corazon

La respuesta por parte del corazéon ante una intoxicacién por los compuestos
del nitrégeno se puede deducir que presenta una inflamacién hemocitica y de
hemolinfa ademés de la pérdida de la estructura normal (Fig. 8.29), dado que
su principal funcion es la de enviar y bombear la hemolinfa por todo el cuerpo
del camarén, los hemocitos son células que representan una linea de defensa
ante una infeccién bacteriana o tdxica, y viajan junto con la hemolinfa. Al
activarse el sistema inmune del camardn, el organismo responde de manera
que el tejido hematopoyético produce una mayor cantidad de hemocitos para
ser transportados al sitio de infeccién, y por lo tanto de hemolinfa, haciendo

que el corazon trabaje con un mayor esfuerzo. Por lo tanto, este fendémeno se
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presenta de igual manera para el sistema de cultivo de camarén, puesto que
puede haber una asociaciéon con respecto a los toxicos del nitrégeno tanto de

amonio como de nitritos.

Fig. 8.29. Corte histolégico del corazén de L. vannamei. A) Control con tejido

normal; B) T1 con pérdida de la estructura normal, infiltracién
hemocitica y de hemolinfa (flechas); C) T2 con pérdida de la
estructura normal e infiltracién de hemolinfa (flechas); y D) T3 con
infiltracion hemocitica y de hemolinfa y pérdida de la estructura

normal (flechas). Tincién H&E. Objetivo 4x.

La hemolinfa tiene un pH de 7.3-7.5 en los peneidos (Mangum, 1982;
Vargas-Albores y Ochoa, 1992), se encarga del transporte de gases, nutrientes,
residuos, y hormonas, siendo la primera linea de defensa contra los patégenos.
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En la presencia de Ca*2?, la proteina coagulable es convertida a
transglutaminasa (Sritunyalucksana y Séderhall, 2000; Maningas et al., 2008),
la cual se produce en varios tejidos, incluyendo el organo linfoide y los
hemocitos (Liu et al, 2007; Maningas et al, 2008). El secuestro de los
patogenos en la hemolinfa mediante la activacion de la proteina coagulable por
la transglutaminasa hemocitica y la activaciéon local el sistema de coagulacion
también le permite secuestrar microorganismos de las branquias y del érgano

linfoide para después limpiar el organismo (Maningas et al.,, 2008).

Ademés Maningas et al. (2008) demostraron que la proteina coagulable y
la transglutaminasa son moléculas criticas para la funcién inmune, asi como
también pueden aglutinar moléculas extranas dentro de la hemolinfa, ya que
éstas moléculas tienen como defensa la profenoloxidasa que se encuentra
presente en la hemolinfa y hemocitos. La profenoloxidasa es una enzima clave
en la producciéon de melanina, ya que tiene propiedades antimicrobianas,
induce la fagocitosis y la encapsulaciéon y locomociéon hemocitica. Por lo que se
puede asumir que, en este trabajo la presencia de una gran cantidad de
infiltracién tanto de hemolinfa como de hemocitos, se debe a una respuesta del
sistema inmune del organismo ante una infeccion y/o intoxicacién por los
compuestos nitrogenados. Puesto que para confirmar lo dicho anteriormente, se

deben de realizar mas estudios.

Existen muy pocos estudios acerca de la fisiologia del sistema circulatorio
del camarén peneido y la mayoria de estos trabajos se han efectuado en la
langosta Homarus americanus McMahon, 1995) y el cangrejo Cancer magister
(Maynard, 1960; McMahon y Wilkens, 1983), los cuales discuten acerca de la
respuesta del corazon ante el aumento de la temperatura y en condiciones de
hipoxia (estrés del organismo), donde muestran que el flujo de hemolinfa a
través de la aorta oftalmica anterior se incrementa, mientras que el flujo de la

arteria anterolateral (antenal) desciende. Lo que se puede comparar a este
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estudio que cuando un organismo se expone en un ambiente de estrés continuo,

éstos organismos aumentan el flujo de hemolinfa en el organismo.

8.4.5. Intestino

El intestino es un tubo que se extiende desde el intestino anterior a través del
abdomen hasta el recto. El epitelio mucoso esta formado por células columnares
simples que estan sostenidas por una membrana de basamento, una capa de
musculos circulares y una capa de musculos longitudinales. Las
microvellosidades estan involucradas en la absorcion de nutrientes en larvas de
camarodn, pero en juveniles la absorcién es minima. Son sitios de enzimas que
sintetizan la membrana peritréfica (PTM), una envoltura de quitina que
encapsula materiales ingeridos tan pronto como entran en esta region del
Intestino y persisten alrededor del material fecal. Las PTM sélo son permeables
a particulas inertes <20 nm, por lo cual, puede separar las bacterias ingeridas
desde el epitelio. El espacio ectoperitrofico entre PTM y el epitelio parece estar
libre de una flora normal aunque el agua entra por bombeo anal para la
preparacién de la defecacién (Alday-Sanz, 2010). Sin embargo, los
microorganismos como algas verde-azules y bacterias (aquellos que contienen
toxinas), asi como sustancias téxicas que se ingieren, pueden producir enzimas
que degradan la PTM y secretan productos quimicos que pasan a través de
estas capas, causando dafios a las células intestinales, provocando una
inflamacién intensa, denominada enteritis hemocitica (i e., inflamacién

hemocitica del intestino) (Talavera et al, 1998b).

8.4.5.1. Cultivo de camarén

En el monitoreo del intestino durante el cultivo de camarén en M1 se observo
enteritis hemocitica (GS1) a partir de la semana 5 en adelante (Fig. 8.30) y en
la semana 8 se present6 un nédulo hemocitico melanizado (GS3). En M2, la

enteritis hemocitica (GS1-2) se presenté a partir de la semana 5 a la 11 (Fig.
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8.31) y en la semana 10 se observé una enteritis hemocitica con melanizacién

en la pared intestinal (GS3).

Fig. 8.30. Corte histolégico de intestino de L. vannamei de M1. A) Intestino
normal que muestra epitelio columnar simple (Epm), soportado por
capas de tejido muscular circular (Msx) y longitudinal (Msl); y B)
intestino posterior con enteritis hemocitica (flecha). Tincién H&E.

Objetivo 10x.

Como se muestra en la Fig. 8.42¢, en M1 apareci6 la enteritis hemocitica a
partir de la semana 5, oscilando a lo largo del cultivo teniendo la prevalencia
maxima de 50.0% (15.2+16.6%). Por otro lado, en M2 se ve una tendencia de las
alteraciones aumentando su prevalencia a partir de la semana 4 hasta la
semana 8 y permaneciendo constante hasta la semana 11 teniendo una

prevalencia maxima de 50.0% (23.7+20.9%) (Tabla 15).
8.4.5.2. Bioensayo de confirmacién

En el inicio del experimento y en el control experimental, los organismos que se
muestrearon se encontraban aparentemente normales. En T1, se observd
enteritis hemocitica (GS1-2), mientras que en T2 y T3, los organismos
presentaron durante todo el periodo de experimentacion enteritis hemocitica

(GS2-3) (Fig. 8.32).
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Fig. 8.31. Corte histolégico de intestino de L. vannamei de M2. A) Intestino

normal que muestra epitelio columnar simple (Epm), soportado por
capas de tejido muscular circular (Msx) y longitudinal (Msl); y B)
intestino con enteritis hemocitica severa (flecha). Tincién H&E.

Objetivo 10x.

8.4.5.3. Relacién entre los compuestos del nitrégeno y las alteraciones en

intestino

Como se observa, la unica patologia observada en el intestino fue la
enteritis hemocitica con un grado de severidad de 1 a 2, se nota un
engrosamiento y deformacion de las capas intestinales conforme el organismo
se encuentra expuesto al téxico en cuanto a tiempo y concentracién (Fig. 8.32).
De acuerdo a la literatura, la enteritis hemocitica es causada tanto por
infecciéon bacteriana como por intoxicacidon, siendo todo aquello que pueda
causar una irritacién en la capa intestinal (Talavera et al, 1998b). Se puede
observar que el grosor del intestino aumenta ligeramente con la exposicién de
los toxicos, que a comparacién del cultivo de camardn, el engrosamiento del
Intestino tiene un mayor grado de severidad, llegando a una etapa donde la
afectacion es tan fuerte que la infiltracion hemocitica tapa el paso del sistema
digestivo. Doughtie y Rao (1983) expusieron al camarén a baja salinidad (10

g/L) con plaguicidas, y encontraron que el intestino exhibi§ un marcado
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incremento del grosor de la pared intestinal, tal y como se observé en el
presente estudio en la Fig. 8.30b, dando referencia a una enteritis hemocitica,
siendo comparable lo observado con el trabajo de estos autores, ya que se
encuentra una similitud de los danos provocados por ambas sustancias téxicas

(plaguicidas y compuestos nitrogenados) que afecta las paredes del intestino.
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Fig. 8.32. Corte histolégico del intestino de L. vannamei. A) Control con tejido
normal; B) T1, C) T2 y D) T3 con enteritis hemocitica (flecha).
Tincién H&E. Objetivo 10x.

Keating et al. (2007) en su estudio al exponer a L. vannamei a diferentes
concentraciones de cadmio, encontraron varias lesiones en varios segmentos del
intestino medio, desde el hepatopancreas hasta el ciego hepatico posterior,

donde se observé de dafios menores (necrosis y desprendimiento de células
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epiteliales dispersas) a dafios severos (tilcera con expansién por hemocitos y la
distencién del lumen del intestino por células descamadas). Ademds estos
autores mencionan que en otros estudios de cultivo de camaroén indican que la
glandula intestinal (sitio central del metabolismo) es un érgano sensible que
puede ser usado como monitor de los cambios en las condiciones de la calidad

del agua.

Frias-Espericueta et al (2008) realizaron un experimento exponiendo al
camarén L. vannamei a una combinacién de metales (Cd, Cu, Fe, Hg, Mn, Pb y
Zn), estos autores observaron enteritis hemocitica severa con multiples capas
de hemocitos en la superficie mucosa, siendo comparable a lo observado en este

estudio en el cultivo de camarén tanto en M1 como M2.

Por otro lado, durante el cultivo el camaron a cielo abierto, se pudieron
observar bacterias dentro de los organismos de M2, con respecto a esto,
Lightner (1996) y Pérez-Linares et al (2003) sefalan que se necesita que los
camarones se alimenten con Schizothrix calcicola, Leucothrix mucor y
especialmente de cianobacterias (Chroococcus, Anabaena spp, merismopedia)
en concentraciones por arriba de 500,000 cc/mL para que se presente enteritis
hemocitica, aunque también puede haber una respuesta hemocitica masiva en
el intestino medio y posterior por las toxinas que penetran al intestino via agua
que danan la mucosa que recubren las células del epitelio del intestino
causando una inflamacién intensa. Puesto que, aunado a las afectaciones
causadas por la toxicidad de los compuestos nitrogenados también influyé la
presencia de bacterias y epicomensales dentro de los organismos habiendo

mayores alteraciones que en el bioensayo de confirmacion.

8.4.6. Branquias

La regulaciéon i6nica y osmoética de los crustaceos se realiza principalmente en

las branquias, juegan un papel importante en el intercambio gaseoso,
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transporte de iones, asi como en otras funciones fisiolégicas esenciales como la
osmoregulacion, la homeostasis del calcio, la excrecion de amonio y la
regulacién del pH extracelular (Freire et al, 2008). Ademés, el epitelio
branquial juega un rol muy importante en el sistema de defensa del camarén

(Burgents et al., 2005).

8.4.6.1. Cultivo de camarédn

En M1 y M2 se observd la presencia de melanizacion, branquias edematosas,
inflamacién e infiltracién hemocitica (G2) para todos los estanques a partir de
la semana 1. En M1, presentaron edema, infiltracién de hemolinfa (Fig. 8.33) y
melanizacién (GS2) en la semana 7; masas de bacterias, materia orgénica,
fitoplancton, melanizacion multifocal, edema, infiltracién hemocitica y de
hemolinfa, nicleos picnéticos y carriorréxicos (GS3) en la semana 9. En M2 se
observé necrosis y la presencia de Leucothrix mucory Zoothamnium sp. (GS3)
(Fig. 8.34). Por otro lado, esta bacteria filamentosa (Leucothrix mucor) también
se encontré en la semana 11 en grado 4 de severidad junto a la materia
organica dentro de la camara branquial en los organismos de M1. En la Fig.
8.42e, se puede observar el mismo comportamiento de las prevalencias de los
dafios para M1 y M2 conforme transcurre el ciclo de cultivo siendo que en M1
se tuvo una prevalencia mixima de 38.3% (20.8+13.1%) y en M2 fue de 43.7%
(22.9+14.5%) (Tabla 15).

8.4.6.2. Bioensayo de confirmacién

Los organismos muestreados en el inicio del experimento y en el control del

bioensayo, presentaron infiltracién de hemolinfa (GS1).

T1. Se observé melanizacién, branquias edematosas, infiltracién hemocitica y
de hemolinfa (GS2) durante todo el experimento.

T2. Se present6 edema e infiltracién de hemolinfa (24 h) en GS1, branquias
edematosas (48 h), necrosis y melanizacién (96 h) en GS2, y conforme
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transcurria el tiempo de experimentacion, dichas patologias evolucionaron
de un grado de severidad 2 a 3 hasta las 240 h.

T3. Se encontré edema branquial e infiltracién de hemolinfa (GS1) (24 h),
necrosis, melanizacién multifocal e infiltracién hemocitica (de 48 a 240 h),

desarrollandose de grado de severidad 2 a 4.

Fig. 8.33. A) Corte histolégico de filamentos branquiales secundarios normales,

cada filamento contiene un vaso eferente (ef), tiene espacios
interconectados o lacunae (lac), por donde se mueve la hemolinfa y
los extremos distales (dis) de los filamentos contienen lacunae
agrandados; B) filamentos branquiales con edema (1), infiltracién
hemocitica (2) y de hemolinfa (3) ademé4s de nticleos picnéticos (4) de

L. vannamei de M1. Tincién H&E. Objetivo 40x.

8.4.6.3. Relacién entre los compuestos del nitrégeno y las alteraciones en

branquias

En el sistema de cultivo de camardon las branquias mostraron las siguientes
patologias: edema branquial, melanizacién, infiltracion hemocitica y de
hemolinfa, ntcleos picnéticos y carriorréxicos, ademas de masas de bacterias y
de fitoplancton, caracteristicos de las ultimas semanas del cultivo debido al

aumento del alimento, bacterias y sustancias toxicas como el amonio dentro de
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los estanques; ademas la acumulacién de la materia organica en las branquias

caus6 un proceso degenerativo del organo por asfixia e intoxicacion.

Fig. 8.34. A) Corte histolégico de filamentos branquiales secundarios normales,
cada filamento contiene un vaso eferente (ef), tiene espacios
interconectados o lacunae (lac), por donde se mueve la hemolinfa y
los extremos distales (dis) de los filamentos contienen lacunae
agrandados; B) branquias con edema, presencia de materia orgénica,
fitoplancton, Zoothamnium sp. (1) y Leucothrix mucor (2) de L.

vannamei de M2. Tincion H&E. Objetivo 40x.

Las patologias que se observaron en los diferentes tratamientos coinciden
con el cultivo de camaron a cielo abierto en presentar edema branquial,
infiltraciéon hemocitica y de hemolinfa, en mayor grado melanizacién y necrosis
en las dendobranquias que parecen ser efectos de los compuestos nitrogenados,
principalmente como amonio y nitritos. En comparacion con el control, se
mostrd con infiltracién hemocitica que puede ser consecuencia de la exposicion
del organismo a un ambiente alejado de su punto isosmético. Godoy (2013)
menciona que el edema branquial histolégicamente se observa un
desprendimiento del epitelio branquial de la membrana basal, de forma
variable asociado a la presencia de un material eosinofilico de naturaleza

proteica, normalmente se relaciona con un dano agudo de etiologia no
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infecciosa. Infiere que entre las causas a las cuales se puede asociar se
encuentran la exposicion a metales y toxicos del medio cuando se refiere en
agua dulce y en cultivos de agua de mar se asocia a un florecimiento de algas y
tratamientos por banos para el control de parasitos. De forma secundaria
presenta fusion en la lamela apical, telangiectasia3, hiperplasia* branquial y
necrosis, las cuales traen como consecuencias estrés respiratorio y

osmoregulatorio.

En cuanto a los dafios provocados por amonio, Romano y Zeng (2007)
correlacionan la toxicidad de amonio con los danos inducidos en las branquias
en el desarrollo de juveniles de P. pelagicus. Romano (2013) menciona que los
danos histolégicos ocasionados por el nitrito, al igual que en caso del amonio,
induce danos en las branquias, este autor indica que la infiltracion hemocitica

es una respuesta potencial a la remocién de tejidos danados y necroéticos.

Olivas-Valdéz et al (2010) realizaron un estudio sobre los cultivos de
camarén L. vannamel tanto de origen de agua subterranea (salinidad de 1.6
g/L), como en agua de rio (salinidad de 0.8 a 5.3 g/L), donde el anélisis
histolégico revelé melanosis, necrosis e infiltracién hemocitica de las branquias,
asociado con los epibiontes y condiciones ambientales del cultivo, comparado
con el presente estudio donde se obtuvo Leucothrix mucor 'y Zoothamnium sp.
Coinciden con los danos registrados por estos autores, aunque también los
danos que se encontraron en branquias en este trabajo pudieran provenir de
sustancias toxicas, en el caso particular de las branquias del presente trabajo,
no pudo ser estadisticamente (p>0.05) comprobado la relacién dafio en
branquias con los niveles de los compuestos nitrogenados, como se discute mas

adelante.

3 Telangiectasia branquial: consecuencia de la alteracién de la integridad vascular producto de
la ruptura de la célula pilar o sus uniones. Dilatacién de las lamelas branquiales pletdricas de
eritrocitos (Godoy, 2015).

4 Hiperplasia: aumento en la produccion de células en un 6rgano o tejido normal.
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Fig. 8.35. Corte histolégico de branquias de L. vannamei. A) Control con

dendobranquias normales; B) T1 con melanizacién multifocal,
branquias edematosas, infiltracion hemocitica y de hemolinfa
(flechas); C) T2 con branquias edematosas y con infiltracién de
hemolinfa (flechas); y D) T3 con melanizacién multifocal, branquias
edematosas e infiltracién de hemolinfa (flechas). Tincién H&E.

Objetivo 40x.

Keating et al. (2007) observaron en camarones L. vannamel expuestos a
diferentes concentraciones de cadmio, degeneracién y necrosis de las capas
epiteliales y superficiales de las lamelas branquiales, ademas de melanizacién
y que éstas a su vez, exhibieron hipercelularidad debido a la acumulacién de

hemocitos, la cual resulta de la distensién de los espacios hemales.
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Chezhian et al (2012) sefialan que en el cultivo de peces de agua dulce
expuestos a amonio, se observd necrosis, desintegracion de las células
epiteliales, cambios degenerativos, hiperplasia e hipertrofia en las branquias
de estos organismos. Ademas ellos mencionan que las branquias son bien
conocidas por ser un o6rgano blanco debido a que es el primer érgano que
reacciona en condiciones ambientales desfavorables. Miron et al (2008)
observaron los mayores danos en las branquias del pez Rhamdia quelen
expuesto a niveles de amonio equivalente a 96 h—CLso, donde principalmente
exhibieron edema y fusion de las lamelas branquiales secundarias. Estos
autores senalan que este organo al estar expuesto a un toéxico, se reduce la

superficie funcional para el intercambio gaseoso (Abbas y Ali, 2007).

Doughtie y Rao (1983) realizaron un trabajo donde exponen al camarén a
baja salinidad (10 g/L) con plaguicidas, y observaron las branquias a nivel
histolégico encontrando que dichos toxicos danan el epitelio de las lamelas
branquiales causando melanizacion y necrosis. Ademadas, proponen los
siguientes posibles mecanismos de defensa de las branquias al estar expuestas
a un toxico: formacidon de hemocitos en la parte apical de las lamelas
branquiales; fagocitosis mediante los hemocitos granulares circundantes de la
degradacién del material celular; y encapsulacién y necrosis de los tejidos
dafiados. Estas patologias mencionadas por Doughtie y Rao (1983) también
fueron observadas a través del presente cultivo, siendo que los dafos a las
branquias se le puede atribuir tanto a un efecto téxico por los compuestos
nitrogenados, asi como a la presencia de materia organica, fitoplancton y

epibiontes adheridas a las lamelas branquiales.

Por otro lado, la presencia de Zoothamnium sp. y Leucothrix mucor en
ambos moédulos puede ser debido al exceso de nutrientes y/o materia organica
en los estanques, estrés nutricional o ambiental y una mala calidad de agua.

Sin embargo, Couch (1983) y Lightner (1996) sefialan que la presencia de estos
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epibiontes asociada con necrosis y melanosis, es una condicién de camarones
cultivados en estanques con exceso de materia organica como se observo en M2
y probablemente favorecida por altas densidades en M1 (70 org/m2) y M2 (120
org/m?2). De acuerdo a Morales-Covarrubias (2010) cuando los camarones estan
sometidos a factores de estrés, reducen su actividad limpiadora, no mudan,
provocando que éstos sean altamente susceptibles a una infestacién. Pueden
ocasionar una alta mortandad al atacar las branquias, regién oral, cuticula,
apéndices y el resto del cuerpo de juveniles y adultos, y principalmente en
postlarva. Morales-Covarrubias (2013) sefiala que los epicomensales mé&s
comunes son: Zoothamnium sp., Epistylis sp., Vorticella sp., Ascophrys sp.,

Lagenophrys sp., Acineta sp., Ephelota sp. y Bodo sp.
8.4.7. Ciegos hepaticos

Los ciegos hepaticos tanto anterior como posterior, son parte del tracto
digestivo, a pesar de que se desconoce su funcién en los crustaceos, se sabe que
tienen la funcién de secretar jugos digestivos y ayudan tanto a la absorcion
como a la digestién de los nutrientes provenientes del alimento (Uribarren-
Berrueta, 2013). Es un saco ciego con pliegues epiteliales grandes y distintivos

que se proyectan dentro del lumen del ciego (Bell y Lightner, 1988).

8.4.7.1. Cultivo de camarédn

En todos los estanques de M1, durante las primeras 5 semanas estas
estructuras se observaron aparentemente normales, y de la semana 7 hasta el
final del cultivo, los camarones presentaron pérdida de la estructura de normal,
infiltracion de hemolinfa e hipertrofia del lumen tanto en el ciego hepatico
anterior como el posterior (Fig. 8.36), con grado de severidad de 1 a 3. Por otra
parte, en M1T2, se encontré melanizacién (GS2) en el ciego hepdtico anterior

en la semana 9 y presencia de vacuolas (GS2) en la semana 10y 11.
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En los organismos de M2, no presentaron alteraciones durante las
primeras 4 semanas. Se observo pérdida de la estructura normal, infiltracion
hemocitica y presencia de vacuolas (GS1) tanto en el ciego hepatico anterior
como en el posterior en la semana 5. Aunado a estas patologias, a partir de la
semana 8, se empezd a observar la desaparicion de los pliegues epiteliales
presentando hiperplasia hasta el final del cultivo (GS3-4). En la Fig. 8.37 se
muestra el ciego hepatico anterior de M2 a finales del cultivo donde se observa
que perdié los pliegues epiteliales que conforman un ciego hepatico anterior

normal.

Fig. 8.36. Corte histoldgico de ciego hepatico anterior de L. vannamei de M1
donde se observa: A) estructura normal siendo un saco ciego con
pliegues epiteliales (Eec) grandes y distintivos que se proyectan
dentro del lumen del ciego (Luc); y B) deformacién de la estructura,
infiltracién hemocitica (1) y presencia de vacuolas (2). Tincién H&E.

Objetivo 10x.

Como se presenta en la Fig. 8.42g, los mayores danos en M1 se
presentaron en la semana 10, teniendo el valor de prevalencia maxima de
33.3% (7.3+£10.5%). Sin embargo, en M2 los dafios aparecieron a partir de la

semana 4 en adelante habiendo un incremento de las lesiones conforme
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transcurre el ciclo de cultivo, teniendo el valor de prevalencia maxima de 28.8%

(10.6+10.4%) en la semana 11 (Tabla 15).

Fig. 8.37. Corte histolégico de ciego hepatico anterior de L. vannamei de M2,
donde se observa: A) estructura normal siendo un saco ciego con
pliegues epiteliales (Eec) grandes y distintivos que se proyectan
dentro del lumen del ciego (Luc) y B) desaparicién de los pliegues

epiteliales dejando un gran espacio. Tincion H&E. Objetivo 4x.

8.4.7.2. Bioensayo de confirmacién

Los organismos analizados en el inicio del experimento y en el control del

bioensayo (GS0), se presentaron normales.

T1. Se observé inflamacién e infiltracién hemocitica (de 24 a 48 h), infiltracién
de hemolinfa (GS1) (192 h) y melanizacién (GS2) en las paredes del ciego
hepatico anterior (240 h).

T2. Presentaron inflamacién e infiltracién hemocitica en GS1 (de 216 a 240 h).

T3. Se encontrd infiltracién hemocitica y de hemolinfa en el ciego hepatico
anterior en grado de severidad de 2 a 3 durante todo el periodo de

experimentacion.
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Fig. 8.38. Corte histolégico de ciego hepético anterior de L. vannamei. A)

Control con ciego hepéatico normal; B) T1 y C) T2 con pérdida de la
estructura normal; D) T3 con pérdida de la estructura normal e

infiltracién hemocitica (flecha). Tincién H&E. Objetivo 10x.

8.4.7.3. Relacién entre los compuestos del nitrégeno y las alteraciones en ciegos

hepaticos

Las signologias mas representativas durante todo el experimento fueron la
inflamaciéon e infiltracion hemocitica ademas de la atrofia del 6rgano con
deformacién de los pliegues (Fig. 8.38). Siendo que el efecto causado por los
compuestos de nitrégeno pueden dafiar los pliegues del ciego hepatico
ocasionando una atrofia en su funcién principal que es la de secretar enzimas

para la digestién del alimento (Tabla 1), la nutricién del organismo repercute
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en las defensas y la entrada de cualquier patégeno libre o téxico que se
encuentre en el ambiente. Ademas que una mala nutricién puede repercutir en

el ciclo de muda del organismo, y por lo tanto, disminuir su crecimiento.

Con respecto a éste 6rgano, no se tiene mucha informacién al respecto, ya
que primordialmente no se tiene la certeza de la funcion que realiza éste
organo, sin embargo, se puede relacionar con la funcién de otras especies, como
en el caso de los peces. Bell y Lightner (1988) solamente describen y detallan la
morfologia de éste 6rgano, y mencionan como se debe de observar en un
organismo sano. Por otro lado, no se encuentra en la literatura disponible que

dafnos pudieran presentarse en caso de intoxicacién del organismo.

8.4.8. Musculo

El musculo del camarén juega un papel importante en el movimiento de las
articulaciones de los apéndices mediante los pares musculares antagdnicos
(aductor/abductor y elevador/depresor), estd constituido por proteinas las
cuales estan distribuidas a lo largo del mismo, y pueden ser de tres tipos:
sarcoplasmaticas, estromales y miofibrilares (Shahidi, 1992). Los musculos del
cefalotorax son pequenios y se encuentran involucrados con el movimiento de
los apéndices. El musculo abdominal estda formado por seis segmentos que
contienen masa muscular la cual es primordialmente responsable de la
respuesta de escape del organismo, ya que la rapida contraccion de los
musculos oblicuos causan la flexion en el abdomen, el abdomen dorsal extiende
la cola y el transversal mantiene la forma del abdomen durante esta locomocion

(Alday-Sanz, 2010).

8.4.8.1. Cultivo de camarédn

De la primera a la quinta semana no se observaron alteraciones en musculo de
las muestras de M1, los danos iniciaron en la semana 7 con necrosis en el

musculo abdominal (GS2); continuando en la semana 9, con presencia de
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encapsulaciones en cefalotérax, infiltraciéon hemocitica y nédulos hemociticos
(GS2) (Fig. 8.39); y en el resto de las semanas los organismos no presentaron

alteraciones.

Fig. 8.39. A) Corte histolégico de L. vannamei de M1 de musculo normal; B)

necrosis muscular (flechas). Tincién H&E. Objetivo 40x.

En los organismos analizados de M2, no se observaron danos en el
musculo durante las primeras 4 semanas, las alteraciones como infiltracion
hemocitica y necrosis (GS2) aparecieron en la semana 7, continuando hasta la
semana 10 con nédulo hemocitico (GS2) en el musculo abdominal (Fig. 8.40) y
material necrético cerca del érgano linfoide (GS3). Como se muestra en la Fig.
8.42 h, no se observa una tendencia clara de los dafnos en el muisculo puesto sus
valores oscilan durante todo el cultivo a partir de la semana 5 para M1 y a
partir de la semana 4 para M2. En el caso de M1 tuvo una prevalencia maxima
de 31.3% (4.3£8.2%); y en M2 tuvo una prevalencia maxima de 31.3%

(11.5+9.2%) mencionado anteriormente (Tabla 15).

118



Fig. 8.40. A) Corte histolégico de L. vannamei de M2 de musculo normal; B)
infiltracién hemocitica severa (1) y necrosis muscular (2). Tincién

H&E. Objetivo 40x.

8.4.8.2. Bioensayo de confirmacién

En el inicio del experimento y en el control, los organismos que se muestrearon

se observaron como aparentemente normales.

T1. Los organismos analizados presentaron necrosis (GS2) en cefalotérax y
abdomen (de 72 a 240 h).

T2. Se observé necrosis (GS2) en cefalotérax y abdomen (de 24 a 96 h),
infiltracién hemocitica (GS1) (120 h), cdpsulas, melanizacién y necrosis
(GS3) en los segmentos abdominales 1y 6 (240 h).

T3. Se encontré infiltracién hemocitica (GS1) (48 h), necrosis (GS3) en
abdomen y cefalotérax (de 72 a 240 h).

8.4.8.3. Relacion entre los compuestos del nitrégeno y las alteraciones en
musculo

Las signologias de infiltracién hemocitica y necrosis que se presentan en la
mayoria de las ocasiones durante el cultivo de camarén y del bioensayo (Fig.

8.41), se puede deber posiblemente a la exposicién de concentraciones altas y al

119



sinergismo en la toxicidad de amonio y nitritos ocasionando que el sistema de
defensa del camarén (hemocitos) se acumulen en ciertas zonas abdominales

para contrarrestar la intoxicacién.

Fig. 8.41. A) Corte histolégico de L. vannamei de musculo normal del

tratamiento control; B) T1 con necrosis e infiltracién hemocitica
(flechas), C) T2 infiltracién hemocitica y necrosis (flechas); D) T3
con necrosis e infiltracién hemocitica y de hemolinfa (flechas).

Tincién H&E. Objetivo 10x.

Tanto en el bioensayo como en el cultivo de camaroén, la mayor incidencia
de la infiltraciéon hemocitica se presentdé en el Ultimo segmento abdominal.
Debido a que el musculo abdominal es el tejido interno mas conspicuo, es decir,

es el tejido de mayor masa corporal, y se puede identificar a simple vista; las
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condiciones patolégicas son frecuentemente notadas a través de la intensa
pigmentaciéon del exoesqueleto en ciertos peneidos. Existen numerosas
enfermedades virales, bacterianas, fingicas y protozoarias del musculo
(Lightner, 1993) asi como las condiciones idiopaticas (Lakshmi et aZ, 1978) que
muestran cambios obvios en el musculo. En la mayoria de las enfermedades
infecciosas, la afectaciéon en el musculo ocurre como parte de la infeccion
sistémica y frecuentemente como parte de sefnales de mortalidad inminente

(Alday-Sanz, 2010).

Keating et al (2007) realizaron un estudio exponiendo al camarén L.
vannamel a diferentes concentraciones de cadmio, y observaron que pocos
camarones mostraron una forma angular, y degeneracién de las miofibras con
fibrosis, ademas de que las lesiones tipicamente se encontraban a lo largo de la
parte distal del musculo, es decir, en el sexto segmento del camarédn, que al
igual que en este estudio, la mayor parte afectada se encontré en el dltimo
segmento abdominal. Sin embargo, en un estudio realizado por Sarathi et al
(2007) donde infectaron al camarén Fenneropenaeus indicus con Vibrio
alginolyticus, observaron una infiltracion severa en el musculo estriado

acompanado de melanizacion.

La Tabla 15 muestra el valor minimo, maximo y la media (con su
desviacién estandar) de la prevalencia de los dafios en los diferentes 6rganos y
tejidos del camarédn en los estanques de M1 y M2, teniendo como valor minimo
de 0% en todos los 6rganos para ambos moddulos correspondiente a las primeras
semanas del cultivo de camarén. De manera general, las patologias
presentadas en el bioensayo se pueden asociar probablemente con las
afectaciones que se obtuvieron en el ciclo de cultivo, ya que presentaron las
mismas signologias. Una vez observados todos estos 6rganos correspondientes

al bioensayo elaborado, cabe mencionar que de todos estos danos y alteraciones
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causados, no estdn asociados con algtin agente etiolégico infeccioso (i.e., virus,

bacterias, hongos y protozoarios).

Tabla 16. Minimos, méximos y medias (¥) con desviacién estandar (s) de las

prevalencias (%) en los estanques de camarén en cada médulo (M1 y M2) a lo largo del

ciclo de cultivo.

M1 M2
Minimo Maximo X+£s Minimo Maximo X+ts
Hepatopancreas 0.0 40.3 19.4+15.3 0.0 50.7 24.1+18.8
()rgano linfoide 0.0 44.4 15.9+15.6 0.0 49.1 19.2+17.5
Glandula antenal 0.0 38.9 22.7+14.7 0.0 50.0 26.8+17.2
Branquias 0.0 38.3 20.8+13.1 0.0 43.7 22.9+14.5
Intestino 0.0 50.0 15.2+16.6 0.0 50.0 23.7+20.9
Ciegos hepaticos 0.0 33.3 7.3+10.5 0.0 28.8 10.6+£10.4
Corazoén 0.0 33.3 10.9+11.8 0.0 33.3 11.1+12.8
Musculo 0.0 18.8 3.8+5.9 0.0 19.2 10.15+7.3
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Fig. 8.42. Prevalencias de los 6rganos y tejidos de a) hepatopancreas (HP); b) glandula antenal (GA); c¢) Intestino (Int); d) 6rgano linfoide (OL); e)

branquias (Brq); f) corazén (Crz); g) ciegos hepaticos (CH); h) musculo (Msc) del camarén (L. vannamei) a baja salinidad (1.9 g/L); 1)

concentraciones de nitritos+nitratos y amonio para cada médulo (M1 y M2) a lo largo del ciclo de cultivo experimental.
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En la Fig. 8.43, se puede observar claramente cuales fueron los 6rganos
mas afectados para cada tratamiento, presentandose en el tratamiento 2 y 3 en
la mayoria de los casos las mayores prevalencias. Se muestra que el 6rgano
mas danado fue la glandula antenal y las branquias, dado que son los érganos
responsables de mantener la homeostasis del organismo (osmoregulacién)
ademéas de ser los mds sensibles ante la respuesta a los téxicos (amonio y

nitrito).

Después se encuentra el dafo en el hepatopancreas, entra al sistema
digestivo, llega al hepatopancreas, causa atrofia y alteraciones en éste érgano
perturbando el almacenamiento de las reservas de energia, interviniendo en el
ciclo de muda y el crecimiento del camaréon, dado que el hepatopancreas tienen
la funcién de desintoxicacién del organismo, lo excreta permitiendo su paso al
intestino donde éste toxico deteriora la mucosa intestinal produciendo enteritis
hemocitica. Finalmente, afecta los ciegos hepaticos, interrumpiendo totalmente
la nutricién del camarodn, que al tratar de eliminar el téxico deja de alimentarse
y de gastar energia para su crecimiento enfocandose en la eliminaciéon del

téxico.

En paralelo a los dafios ocasionados, se encuentra el 6rgano linfoide, éste
organo es capaz de detectar particulas y moléculas extranas del organismo, lo
que responde ante la entrada del toxico tratando de encapsularlo, fagocitarlo y
expulsarlo del organismo mediante la formacion de esferoides. El musculo es
afectado mediante el ciclo de muda del camarédn, ya que una vez que éste ha
sido expuesto (ecdisis) al medio al no tener la capa protectora (cuticula), se
vuelve vulnerable ante cualquier agente. Después el corazén, al reconocer que
el organismo se encuentra en problemas, tiene que transportar una gran

cantidad de hemocitos al lugar donde se estan viendo afectados los érganos.
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Fig. 8.43. Prevalencias en porcentaje de los diferentes érganos y tejidos de L.
vannamei exponiéndolo a diferentes concentraciones de NH4* y NOo
en agua de baja salinidad (1.9 g/L) en un periodo de 240 h (T1=
4mg/L N-NH4* y 1 mg/L N-NOz; T2= 8 mg/LL N-NH4* y 1.5 mg/LL N-
NO2; T3= 13 mg/L N-NH4).
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8.5. Relacion de los compuestos nitrogenados con las alteraciones de los

6rganos y tejidos de camaron a baja salinidad

De acuerdo a los resultados anteriores de calidad de agua e histologia, en esta
seccion se analiza la posible existencia de la relacién entre la concentracion de
las formas inorganicas nitrogenadas con las prevalencias de las afecciones en
los distintos 6rganos y tejidos del camardon. Para esto se aplicaron dos pruebas
estadisticas: correlacién lineal simple (seccién 8.5.1) y chi-cuadrada con una

prueba a posteriori de Dunnett (seccién 8.5.2).
8.5.1. Aplicacion del analisis de correlacion lineal simple

Como un primer paso de la aplicacién de la estadistica simple, se realizaron los
analisis de correlacion lineal para comprobar la posible dependencia de cada
una de las variables estudiadas, tales como, las prevalencias de los 6rganos y
tejidos del camardén respecto a las concentraciones de los compuestos de
nitrégeno (nitrégeno amoniacal total, amonio no-ionzado, nitritos, nitratos y

nitrégeno inorgénico disuelto).

En la Tabla 16, se presentan los resultados de los analisis de correlacion
lineal entre los distintos érganos y tejidos del camarén en los moédulos de
cultivo de camarén (M1 y M2) con respecto a las concentraciones de las
diversas formas de compuestos nitrogenados estudiados. En esa tabla se
muestra que en M2 se presenté un mayor nimero de casos de correlaciones
significativas que en M1. Esto se puede deber a que en M2 se tiene una mayor
densidad de siembra y en consecuencia, se presentaron mayores
concentraciones de los compuestos de nitrégeno (TAN, NHs, NOg, NOs y NID)
que en M1.

En M1, se observa que la glandula antenal, intestino y musculo no
tuvieron correlaciones significativas (p<0.05), que probablemente se pueda

deber principalmente a la densidad de siembra aplicada ya que hubo una
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acumulacion significativa de sélidos y compuestos nitrogenados como para
causar altas afectaciones a los organismos en dichos érganos. Se observd que se
tiene un mayor numero de correlaciones significativas (p<0.05) para el
nitrogeno amoniacal total y amonio no-ionizado que para las demas especies
quimicas del N, por otra parte, no se obtuvo ninguna correlacién significativa

para el caso del nitrito.

En M2, se observa que la mayoria de las prevalencias de los 6rganos y
tejidos del camaron se correlacionan con casi todos los compuestos de nitréogeno,
exceptuando las prevalencias de corazén y musculo, las cuales no tuvieron una
correlacion significativa con ninguna forma de nitrégeno. Esto puede deberse a
que los factores externos ya mencionados pudieran estar afectando, sin tener
una tendencia clara de dependencia que se pudiera dar con los compuestos del
nitréogeno. Ademas, se encontrd que el nitrégeno inorganico disuelto presenta el
mayor nimero de casos de correlaciones altamente significativas (p<0.005) con
3/8 de los 6rganos y tejidos del camaroén estudiados. Asi mismo, la prevalencia
de afecciones del intestino presenta un mayor nimero de casos de las
correlaciones altamente significativas (p<0.005) con respecto a los compuestos
del nitrégeno a excepcién del nitrito, con quien no presenté correlacién alguna,

mientras que los nitratos presentaron una correlacién significativa (p<0.05).

Por otro lado, los oOrganos que arrojaron prevalencias de afeccion
correlacionadas significativamente con todos los compuestos del N, fueron: el
organo linfoide, hepatopancreas y ciegos hepaticos. Esto, probablemente puede
estar relacionado a tratarse de o6rganos blancos, caracteristicos por su
sensibilidad ante la respuesta a un téxico, ademas de que se encuentran bajo la

influencia de otros factores externos, caracteristicos del cultivo a cielo abierto.

127



Se puede concluir, que con base a éstos resultados hay evidencia de dafos
provocados por los compuestos nitrogenados y, principalmente de la diferencia
en las densidades de siembra en M1 y M2, por lo que se recomienda realizar
mas estudios enfocados a la interaccion causa-efecto de los compuestos
nitrogenados trabajando con un mayor nimero de bioensayos aplicando disefios
experimentales multivariados y/o multifactoriales dependiendo de lo que se

quiera demostrar en lo especifico.
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Tabla 17. Resultados del analisis de correlacion lineal entre parametros quimicos vs. prevalencia de afeccién en cada 6rgano y tejido
del camarén blanco (L. vannamer (n =11; a =0.05). Intersecciones en blanco representan correlaciones no significativas (p>0.05).
Numeros resaltados en negritas representan correlaciones altamente significativas (p<0.005).

Glandula antenal Organo linfoide Hepatopancreas Corazon Intestino Branquias Ciegos hepaticos
M1
TAN ecuacién y=4.4506x+10.66 y=4.5123x+14.017 y=3.722x+6.483 y=4x+15.99 y=4.6318x+1.7227
r 0.62 0.64 0.69 0.66 0.96
p <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.005
NHs ecuacién y=67.919x+10.661 y=68.852x+14.017 y=56.816x+6.4818 y=61.039x+15.99 y=70.67x+1.7241
r 0.62 0.64 0.69 0.66 0.96
p <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.005
NOz2 ecuacién
r
p
NOs ecuacién y=4.3635x+3.6132
r 0.77
p <0.05
NID ecuacion y=2.3954x+14.017 y=2.0339x+16.383 y=2.299x+2.2993
r 0.63 0.63 0.89
p <0.05 <0.05 <0.005
M2
TAN ecuacién y=35.103x+20.003 y=2.6611x+11.342 y=2.611x+16.374 y=3.7045x+12.788 y=1.3973x+6.1749
r 0.61 0.69 0.63 0.80 0.60
p <0.05 <0.05 <0.05 <0.005 <0.05
NH3 ecuacién y=35.103x+20.003 y=40.644x+11.366 y=39.931x+16.388 y=56.551x+12.828 y=21.346x+6.1867
r 0.61 0.69 0.63 0.80 0.61
p <0.05 <0.05 <0.05 <0.005 <0.05
NOsz ecuacién y=24.013x+14.085 y=29.629x+17.777 y=21.701x+18.338 y=17.019x+6.6794
r 0.62 0.71 0.67 0.729
p <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
NOs ecuacién y=1.3772x+13.285 y=1.7204x+16.7 y=1.6316x+16.715 y=1.2322x+17.668 y=0.9805x+6.0934
r 0.63 0.74 0.63 0.68 0.75
p <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
NID ecuacién y=1.269x+9.75682 y=1.4597x+13.226 y=1.5942x+11.863 y=1.0252x+15.331 y=0.8159x+4.2328
r 0.78 0.84 0.83 0.77 0.84
p <0.005 <0.005 <0.005 <0.05 <0.005
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8.5.2. Aplicacién de la prueba de Chi-cuadrada

Como se menciona en la secciéon de materiales y métodos, se realiz6 la prueba
de chi-cuadrada comparando el control con los moédulos 1 y 2 durante las
semanas 5 y 6 con el objetivo de demostrar que durante este tiempo los
organismos dentro del cultivo se encontraban aparentemente “sanos” y fueron
comparables con el control, el cual, este ultimo, estuvo bajo condiciones
controladas durante el mismo tiempo de experimentacién. En ésta prueba se
encontrd una asociacion en hepatopancreas, corazéon y musculo y se aplicé una
prueba a posteriori de Dunnett (Zar, 1984). En ésta prueba se demuestra
estadisticamente que la mayoria de los 6rganos y tejidos del camarén del
cultivo se encontraron normales para un ambiente de baja salinidad hasta la

semana 6.

Sin embargo, los resultados obtenidos en la prueba de chi-cuadrada
referente a la asociacién encontrada (hepatopancreas, corazén y musculo) se
pueden atribuir a los cambios fisiolégicos y estructurales que sufre el
organismo durante su desarrollo, durante la ecdisis, dichos cambios se ven
reflejados directamente en los tabulos del hepatopancreas, como se observa en
la Fig. 8.47, se tiene el porcentaje de los organismos que se encontraban en los
diferentes estadios de muda. En el caso del tratamiento control del bioensayo
confirmatorio, el 14.3% se encontraba en intermuda, el 21.4% en premuda, el
28.6% en muda y por ultimo el 35.7% en postmuda. En los organismos de M1,
el 16.7% se mostraba en intermuda, el 33.3% en premuda, el 16.7% en muda y
el 33.3% en postmuda. Y por ultimo en los organismos de M2, el 16.7% se
presentaba en intermuda, el 41.7% en premuda, el 25.0% en muda y
finalmente, el 16.7% en postmuda. Esto muestra que la mayoria de los
organismos se encontraban en premuda y postmuda, siendo que dichas
observaciones se deben a cambios del desarrollo natural que tiene el camarén

en su crecimiento, por lo que se considera normal.
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El ciclo de muda en los crustaceos es un mecanismo de defensa contra
bacterias, hongos y parasitos que se encuentran adheridos al exoesqueleto
(Villalén, 1991; Molina-Poveda et al, 2002). Durante este proceso, el camarén
presenta algunos procesos metabodlicos asociados con el crecimiento, en los
cuales incluyen la degradacion del viejo exoesqueleto y la sintesis del nuevo,
donde la concentracién de los metabolitos sanguineos y las reservas energéticas
varia entre estadios, de acuerdo a los cambios metabdlicos que son

indispensables para la realizacién de la ecdisis.

A lo que respecta al sistema inmune del camarén, se han observado
cambios en la concentracion de los hemocitos y en diversos mecanismos
inmunolégicos asociados a los hemocitos ya que los cambios de la cuticula
durante el estadio de muda pueden facilitar la infeccién del organismo (Le
Moullac et al, 1997). Cheng et al (2003) mencionan que la actividad de la
fenoloxidasa, la actividad fagocitica y la eficiencia de depuraciéon de M.
rosenbergii a la bacteria L. garvieae fue alta durante el estadio de intermuda,
resultando més resistente el organismo en esta etapa. Tsing et al (1989)
presentan en postlarvas de M. japonicus una disminucién en la concentracion
de hemocitos y alcanzando el minimo en la etapa de postmuda, incrementando
en intermuda y alcanzando el maximo en premuda. Le Moullac et al (1997)
muestran que el conteo total de hemocitos en L. stylirostris medido en
intermuda fue significativamente més bajo (p<0.1%) que lo observadoen los
estadios de premuda y postmuda, mientras que la actividad de la fenoloxidasa
fue significativamente méas alto (p<2%) en intermuda que en la etapa de

premuda.

En camarones peneidos la cuticula es esclerotizada y no es permeable en
intermuda, mientras que el desprendimiento de la vieja cuticula podria
permitir la entrada de bacterias a través de la cuticula nueva durante las

etapas de premuda (Le Moullac et al, 1997; Cheng et al, 2003). En el estado de
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premuda temprana el hepatopancreas y los misculos comienzan a movilizar las
reservas necesarias para la construccion de la cuticula nueva, mientras que en
la premuda tardia el resultado de dicha construcciéon es la reducciéon de las

reservas atrofiando dichos érganos (Le Moullac et al, 1997; Alday-Sanz, 2010).

El corazéon se ve afectado por la osmoregulacion del organismo al
encontrarse en un medio de agua de mar diluida, se activa el mecanismo de
hiperregulacion, lo que aumenta la irrigaciéon de hemolinfa haciendo que éste
6rgano trabaje a un mayor ritmo para compensar la absorciéon de Na* y CI del
medio externo y de esta manera mantener un estado de balance estable

(Mantel, 1983).

Control M1 M2

Postmuda
17%

Postmuda
33%

Postmuda

36%

Muda
25%

Muda
17%

Fig. 8.44. Porcentajes de estadio de muda de los organismos analizados en el
control del experimento (n=14), y en los médulos M1 (n=12) y M2

(n=12) del cultivo de camarén en las semanas 5 y 6.

En la prueba a posteriori, el hepatopancreas demostré que la prevalencia
de dafios en el control y el médulo 1 no son significativamente diferentes, pero
éstos a su vez son significativamente diferentes de la prevalencia de danos en
los camarones del M2. Lo que se puede deber a la diferencia entre éstos los dos

moédulos (M1 y M2) por la diferente densidad de siembra entre ellos. En el
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corazon se muestra una diferencia significativa entre la prevalencia de afeccién
del control con respecto a los médulos M1 y M2. En el caso del musculo, a pesar
de que la prueba de chi-cuadrada demuestra una asociacion entre
tratamientos, la prueba post hoc muestra que no se encontraron diferencias
significativas entre los moédulos, lo que se debe probablemente al grado de
aleatoriedad asociado a dicha prueba para discriminar las diferencias a pesar

de que evidentemente el control es diferente a los médulos M1 y M2 (Tabla 17).

Con lo anterior, se puede inferir que durante las semanas 5 y 6 del cultivo
en los modulos 1 y 2 la prevalencia de afecciones en los distintos érganos del
camarén no son estadisticamente diferentes a los de los tratamientos,
demostrando que la salud del camarén hasta la 6 semana del cultivo (cielo
abierto) de camarén era aceptable desde este punto de vista. Como se puede
observar en la Tabla 17, las diferencias estadisticamente probadas no pueden
asociarse directamente a las condiciones evaluadas en las corridas

experimentales M1 y M2.

Tabla 18. Prevalencias de las afecciones (%) de los érganos y tejidos significativamente
asociados (p < 0.05) de control y de los médulos 1y 2 del cultivo de camarén durante
las semanas 5 y 6. Letras diferentes significa que las medias de los valores son
significantemente (p<0.05) diferentes entre los tres distintos casos que se comparan en

un mismo renglén.

Control M1 M2
Misculo 1.42 12.52 18.12
Hepatopancreas  13.12 9.52 23.8P
Corazodn 3.32 30.0P 30.7P

Como una segunda prueba, se globalizaron las semanas 10 y 11 de los
modulos 1 y 2, ya que en estas semanas se presentaron los mayores problemas

tanto de mortalidad como de un aumento significativo en las concentraciones
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de amonio y nitrito dentro de los estanques, ademas de ser las concentraciones
utilizadas en T1 y T2 del bioensayo de confirmacion e igualar el tiempo de
experimentacion de aproximadamente 10 dias. Del total de los érganos y tejidos
analizados, la prueba mostré una asociacién significativa en la mayoria de los
siguientes organos: hepatopancreas, glandula antenal, branquias, corazon,
musculo, ciegos hepaticos y otros, excluyendo al 6rgano linfoide e intestino. En
la prueba post hoc se muestran en la Tabla 18 aquellos 6rganos y tejidos que

responden a los efectos causados por el nitrégeno como son:

(a) hepatopancreas, se encuentran diferencias significativas (p<0.05) en el
control con todos los tratamientos del bioensayo de confirmacién, entre T1 y los
médulos del cultivo (M1 y M2), entre el tratamiento T2 y M2, y a su vez entre
los moédulos del cultivo de camarén a cielo abierto; por otra parte, el
tratamiento T2 y el médulo M1 no son significativamente diferentes, indicando
la influencia del nitrégeno sobre el érgano. Segin Barbieri (2009) la exposicién
al amonio en ambientes acuaticos produce muchos cambios fisiolégicos en
crustaceos, incluyendo alteraciones metabdlicas asociadas con el consumo de

energia, interfiriendo en el ciclo de muda;

(b) en la glandula antenal, el control es significativamente diferente (p<0.05) a
los médulos. Los danos expresados como porcentaje de prevalencia causados
entre tratamientos y entre médulos no son significativamente diferentes, asi

como en T2 y M1;

(c) en el corazén, hubo diferencias significativas (p<0.05) en el control con los
tratamientos y con los médulos del cultivo de camarén, mientras que entre los
tratamientos con ambos médulos (M1 y M2) no tienen diferencias

significativas;

(d) en musculo, las diferencias significativas (p<0.05) se encuentran entre el

control con los tratamientos T1, T2, y el médulo M2. No hubo diferencias
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significativas (p<0.05) entre el control y M1, ni en los tratamientos con respecto
a M2. Esto muestra que el musculo en el cultivo en M1 se mantuvo normal
durante el ciclo de cultivo sin que los factores externos le causaran algin
efecto; los danos observados en los tratamientos tienen coincidencias con el
porcentaje de prevalencia de dafios con el M2, por lo que se puede inferir que

los dafios presentes en éste modulo fueron por la toxicidad del nitrégeno.

Por otra parte, como se observa en la Tabla 18, se muestran los demas

6rganos donde no se encontré asociaciéon con los compuestos nitrogenados:

(a) branquias, el control no fue significativamente (p<0.05) diferente a los
tratamientos T1 y T2, mostrando que las concentraciones utilizadas (T1 = 4
mg/L de N-TAN + 1 mg/L N-NOg y T2 = 8 mg/LL N-TAN + 1.5 mg/L N-NOg) en
dichos tratamientos durante 10 dias no alcanzaron los niveles suficientes para
causar danos sobre éste organo, de alguna manera esto se ve reflejado en el
hecho de que los valores de la concentracion letal media para las 96 h de
exposicién (CL50-96-h) determinadas por Lin y Chen (2001) en juveniles de L.
vananemi fueron de 24.39 mg N-NH4/L, o sea seis veces mas altas que las
trabajadas en nuestros experimentos. Sin embargo, esta ultima comparacién
debe de hacerse con cautela porque el valor de la CLso determinado por estos
autores fue calculado para organismos expuestos a una salinidad de 15 g/L.
Romano y Zeng (2007a) de manera similar a nuestro estudio correlacionaron el
dano ocasionado en branquias inducido por amonio con la toxicidad de amonio
a través del desarrollo de juveniles de P. pelagicus. La prueba estadistica
evidenci6 que la prevalencia de los moédulos no fueron significativamente
(p>0.05) diferentes entre si, pero si hubo diferencias significativas (p<0.05)
entre el control y los tratamientos, esto demuestra que los dafnos ocasionados a
este oOrgano fueron provocados probablemente por otros factores,
principalmente por protozoarios y solidos suspendidos, los cuales se observaron

en el analisis histologico.
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(b) ciegos hepaticos, el control es diferentemente significativo (p<0.05) a T1 y a
los médulos del cultivo (M1 y M2); en el tratamiento T1 con el control y a los
moédulos del cultivo (M1 y M2) pero no es significativamente diferente (p>0.05)
de T2. Sin embargo, el tratamiento T2 se encuentra asociado al control y a T1,
pero es significativamente diferente (p<0.05) de M1 y M2. Por otra parte,
ambos médulos (M1 y M2) no tienen diferencias significativas (p>0.05), por lo
tanto, no hay asociaciéon de las alteraciones presentadas en los moédulos de

cultivo (M1 y M2) con los tratamientos del bioensayo (T1 y T2).

Tabla 19. Prevalencias de las afecciones (%) de los érganos y tejidos significativamente
asociados (p < 0.05) de los tratamientos del bioensayo de confirmacién (T1y T2) y de
los médulos experimentales (M1 y M2) durante las semanas 10 y 11. Letras diferentes
significa que las medias de los valores son significantemente (p<0.05) diferentes entre

los tres distintos casos que se comparan en un mismo renglén o fila.

Control T1 T2 M1 M2
Hepatopancreas 12.2a 20.5b 28.2bc 34.0c 43.64
Glandula antenal 19.2a 15.4a 25.6ab 32.0P 38.5P
Branquias 21.52 25.42 22.32 36.1b 42.3b
Corazoén 6.12 30.3b 24.2b 33.3b 33.3b
Mtsculo 1.32 20.5b 19.2b 1.32 17.9>
Ciegos hepaticos 1.72 5.8b 4.2ab 20.8¢ 22.5¢

De manera general, se pudieron evidenciar diferencias marcadas en los
porcentajes de prevalencia de dano en los tejidos y organos de juveniles de L.
vannameil entre los tratamientos del bioensayo con los médulos del cultivo a
cielo abierto, debido a las diferentes condiciones a las que estuvieron expuestos
los camarones en cada uno de estos experimentos; en el cultivo experimental a
cielo abierto los organismos se sometieron a un ambiente a la intemperie bajo

las condiciones climaticas, con la presencia de material suspendido como
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fitoplancton, bacterias y protozoarios (trama tréfica), sélidos (como detritus y
polvo), alimento formulado no consumido y heces de los organismos; mientras
que en el bioensayo los organismos se mantuvieron en condiciones mas
controladas de temperatura, oxigeno, luz y limitada presencia de soélidos
(suspendidos y de fitoplancton), por los recambios totales cada 24 h, teniendo
como Unica variable las concentraciones de nitrogeno; esto para descartar
aquellos factores externos a los que estuvieron expuestos los organismos del
cultivo, para poder observar los danos que debieron de haber provocado
presumiblemente soélo las concentraciones de los compuestos nitrogenados

dentro de los estanques y poder asociar los danos y/o alteraciones causados.

Por su parte, entre los dos médulos M1 y M2, se pudo observar una
diferencia muy marcada de la prevalencia de danos en 6rganos y tejidos la cual
se debié esencialmente por las diferencias en la densidad de siembra y sus

implicaciones.
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. Las variables de calidad del agua durante el ciclo de cultivo del camarén
L. vannamer fueron adecuadas para un buen desarrollo del cultivo, ya
que la temperatura oscil6é de 28.9 a 33.0°C y de 28.7 a 32.8 °C, el oxigeno
disuelto de 6.7 a 8.8 mg/L y de 6.6 a 9.0 mg/L, el pH de 7.4 2 9.6 y de 7.5
a 9.7, y la conductividad eléctrica fluctué de 2695.1 a 3357.5 pS/cm y de
2839.9 a 3408.5 uS/cm para el M1 y M2, dichos valores se encuentran

dentro del intervalo considerado 6ptimo para el crecimiento del camaron.

2. La concentracién promedio de amonio total para M1 y M2 fueron de
0.001 a 6.99 mg/LL de N-TAN y de 0.001 a 13.14 mg/LL de N-TAN. En M1
los niveles de amonio fueron altos pudiendo afectar el desarrollo y
supervivencia del camarén, mientras que en M2 los niveles de amonio
fueron mas altos que en M1, cercanos a la CLso para esta misma especie
pero para una salinidad de 15 g/L; en este moddulo se registrd
ciertamente una alta mortandad (87.8%), la cual ocurrié principalmente

en la semana 10.

3. La concentracion promedio de nitritos para M1 y M2 fue de 0.001 a 1.31
mg/L. de N-NOgz y de 0.001 a 1.28 mg/L. de N-NOgz. Aparentemente, estos
niveles no representan un riesgo para la salud del camarén. Sin
embargo, no se puede descartar el efecto sinérgico que pudiera darse

entre nitrito y amonio.

4. La concentraciéon promedio de nitratos para M1 y M2 fueron de 0.001 a
4.85 mg/LL de N-NOs y de 0.001 a 24.15 mg/L de N-NOs'. Al igual, que
para los nitritos, estos niveles no representan un riesgo para la salud del

camaron.
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5. Con lo que respecta al nitrégeno inorganico disuelto (NID) se tuvo una
variacion de 0.01 a 11.32 mg/L de N-NID en M1 y de 0.01 a 28.73 mg/L
de N-NID en M2. En M1 y M2, la clorofila a fluctué de 3.3 a 330.1 mg/m3
y de 3.1 a 348.5 mg/m3, y los SST variaron de 1.0 a 69.3 mg/L y de 1.7 a

112.4 mg/L, respectivamente.

6. El analisis en fresco permitié examinar las caracteristicas externas del
camaréon, encontrandose melanizacion multifocal, coloraciéon rojiza en
apéndices, flacidez y opacidad muscular en ambos médulos (M1 y M2),
mientras que en las caracteristicas internas, se pudo detectar una
atrofia evidente en branquias (presencia de melanizacién, necrosis,
materia orgdnica y fitoplancton con GS=1-3 y hepatopancreas GS=2y 4)
de los organismos en M1 y M2. Por otro lado, en hepatopancreas se
observé atrofia y deformaciones tubulares en diferentes grados de
severidad conforme transcurria el cultivo, ademas de presentar un color
gris-opaco, senal de alteraciones como la ausencia de lipidos en los
tibulos en las ultimas semanas del cultivo para ambos moddulos.
Solamente en el intestino no se observaron dafos o alteraciones. Este
cuadro de manifestaciones mediante el analisis en fresco nos indic6é que
habia una problematica severa dentro de los estanques en términos de

calidad de agua.

7. En el analisis histolégico, la prevalencia media de los 6rganos y tejidos
del cultivo de camaroén fue de 22.1+15.1y 27.4+19.7% en hepatopancreas;
de 18.2+15.9 y 21.8421.9% en 6rgano linfoide; de 25.9+13.9 y 30.4+15.5%
en glandula antenal; 23.6+12.9 y 26.1+13.2% en branquias; de 17.2+20.4
y 27.0+£22.8% en intestino; de 7.6+10.4 y 11.9+12.1% en ciegos hepaticos;
de 10.9+11.8 y 11.1+£12.8% en corazén; de 4.3+8.2 y 11.5+9.2% en
musculo; y de 14.8+£16.8 y 24.1£19.2% en otros en M1 y M2.
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8. Se observd que el comportamiento de las alteraciones en los diferentes
organos y tejidos del camaréon de mayores a menores danos en los
moédulos de cultivo fue hepatopancreas (HP), glandula antenal (GA),
intestino (Int), érgano linfoide (OL), branquias (Brq), corazén (Crz),
ciegos hepaticos (CH), y musculo (Msc), esto se representa como sigue:

HP > GA > Int > OL > Brq > Crz> CH > Msc

9. En el bioensayo de confirmacién la prevalencia mediante el analisis
histolégico de los érganos y tejidos del camaroén fue de 18.8, 21.9, 26.0 y
26.8% en hepatopancreas; de 19.0, 21.4, 23.8 y 21.9% en érgano linfoide;
de 17.3, 17.9, 31.3, 31.6% en glandula antenal; de 23.5, 26.9, 23.1 y
27.9% en branquias; de 8.6, 8.0, 9.8 y 8.3% en intestino; de 2.1, 7.1, 2.7y
6.3% en ciegos hepaticos; de 1.6, 11.0, 12.9 y 10.7% en corazén; de 4.3,
19.6, 16.1 y 12.0% en musculo; y de 0.0, 0.0, 4.5 y 6.8% en otros, siendo
en control, T1 (4 mg/L de N-NH4* y 1 mg/L de N-NOg), T2 (8 mg/L de N-
NH4* y 1.5 mg/L de N-NOg), y T3 (13 mg/L de N-NH4*), observandose los

mayores dafnos en los diversos 6rganos y tejidos del camarén en T2 y T3.

10. La secuencia de los danos provocados por los compuestos nitrogenados
durante el bioensayo o los tratamientos fue: glandula antenal,
branquias, hepatopancreas, 6rgano linfoide, musculo, corazén, intestino

y ciegos hepaticos, que se representa de la siguiente manera:
GA > Brq > HP > OL > Msc > Crz > Int > CH

11. Se demostré6 mediante el andalisis estadistico (Chi-cuadrada) que los
danos provocados por los compuestos nitrogenados se asociaron
significativamente (p<0.05) a los siguientes érganos durante el cultivo:

hepatopancreas, glandula antenal, corazén y musculo.

12. Conforme se desarrolld el ciclo de cultivo, y tendieron a aumentar las

concentraciones de los compuestos de nitrégeno junto con los demas
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factores que conllevan el cultivo (alimento no consumido, heces,
proliferacién de fitoplancton y bacterias) aumentan las prevalencias y/o

afectaciones en la salud de los organismos.

13. Al presentarse casos de infeccion por bacterias, se recomienda realizar
aislamientos, con pruebas microbiolégicas y de PCR para identificar el
patdogeno, poder realizar un mejor diagnostico y/o descartar factores

externos que puedan afectar el desarrollo del cultivo de camarodn.

14. Se recomienda realizar un andlisis de sulfuros (HeS, HS y S2) en el
agua de los estanques en futuros estudios de este tipo, para poder
discriminar, si estos compuestos estan o no contribuyendo a la afectacion

de la salud de los camarones.

15. De manera general y a partir de los resultados obtenidos, es evidente la
necesidad de continuar con este tipo de estudios para corroborar los
danos y/o alteraciones que provocan los compuestos nitrogenados en los
diferentes organos y tejidos del camarén blanco L. vannamei y poder
establecer las relaciones causa-efecto, para lo que se recomienda emplear
bioensayos controlados en el corto y mediano plazo en baja salinidad (<2
g/L) exponiendo a los camarones de manera individual y en mezclas a los
compuestos nitrogenados. Se deben de realizar mas estudios también a
nivel microcosmos y mesocosmos, para ver la interaccion del camaron L.
vannamel con todos los componentes de calidad de agua asi como

temperatura, oxigeno disuelto, pH y salinidad.
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11. ANEXOS

ANEXO I. Determinacidn de clorofila a

La determinacién de clorofila a descrito por Parsons et al (1984) es la

siguiente:

Soluciones y materiales:
-Filtros GF/F

-Acetona al 90% (99.5%)
Procedimiento:

1. Se pasa la muestra de agua a través de filtros GF/F.

2. Kl filtro se coloca en un tubo de ensayo y se le agregan 5 ml de acetona al
90%.

3. El filtro es exprimido contra las paredes del recipiente utilizando una
vara con punta de teflon y un taladro rodillo.

4. La solucién final es vaciada a un tubo de centrifuga de polipropileno de
15 ml, el tubo se enjuaga con 2 ml mas de acetona al 90% la solucion
restante se agrega al tubo de centrifuga.

5. Se centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos con la finalidad de aislar
los residuos del filtro.

6. De la solucién final se toma una alicuota de 3 ml y se vacian en una
celda.

7. Se lee en el espectrofotometro uv-visible a una longitud de onda de 750
nm (blanco).

8. También se realizan las lecturas a 664, 647 y 630 nm. A cada una de
estas lecturas se les realiza la correccién del blanco y los resultados se

denotan con Eee4, Esa7 y Ees0.
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9. Para calcular la cantidad de pigmento en la muestra se utiliza la

siguiente ecuacion:

Cla (mg/m3) _ CI(/U) 5,

C = 1185 E664 - 154 E647 - 008 E630

donde: C = concentracion de clorofila a en pg/ml
E = absorbancia a diferentes longitudes de onda
v = volumen de acetona en ml

V = volumen de agua en litros
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ANEXO II. Determinacién de anélisis en fresco
La siguiente metodologia para la determinaciéon de analisis en fresco fue

tomado de Morales-Covarrubias (2010).
Materiales

e Microscopio compuesto con objetivos de 4x, 10x, 40x, 60x y 100x
e Bata blanca de laboratorio

e Solucién salina estéril

e Goteros

e Agua corriente

e Porta objetos

e (Cubre objetos

e C(Cajas petri

¢ Estuche de diseccién

e Guantes latex
Procedimiento

1. Los organismos se pesan y se miden para obtener el peso y tamano

promedio.

2. Se realiza una inspeccién de los organismos para detectar cambios en su
coloracion blanca normal traslicida a las siguientes coloraciones:
coloracion amarillenta, opacidad muscular, transparencia, coloracién
rojiza, melanizacién y necrosis, asi como también se pueden observar
edemas, cuticula delgada o suave, y deformaciones en el rostrum y en el

abdomen.

3. Disectar el organismo y se selecciona una pequena porciéon de cada tejido

u 6rgano. Las porciones se colocan en porta objetos limpios. Se toma una
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4.

muestra de urdépodos, se deposita en el porta objetos con una gota de

solucidon salina para detectar el estadio de muda.

Al tomar la porcién de tejido u d6rgano, se les adicionan unas gotas de
agua de mar estéril y se pone el cubreobjetos; debe procurarse que en la
muestra no se formen burbujas que puedan interferir. Las muestras de

tejido que se tomaron son:

a. FRegion oral Con las tijeras finas, se toma una pequena porcion y
se coloca en un porta objetos luego se vierten una gotas de agua de
mar y se presiona ligeramente al poner el cubreobjetos y facilitar
la busqueda de bacterias filamentosas y detritus del fondo de los

estanques.

b. Branquias. Con las tijeras finas, se elimina el exoesqueleto que
cubre las branquias. Se toma una pequenia porciéon y se coloca en
el portaobjetos para buscar: cambios en la coloraciéon de los
filamentos branquiales (melanizacién, necrosis, areas
blanquecinas bien definidas), presencia de protozoarios
(Zoothamnium sp, Epistylis sp, Acineta, Ascophris, Bodo sp),
bacterias filamentosas (Leucothrix mucor y Flexibacter sp),
detritus del fondo de los estanques, restos de microalgas, hongos,
aglomerados de bacterias, melanizaciones y deformaciones. Para
detectar cuerpos de inclusién viral en branquias por improntas, es
necesario fijarlas en solucién Davidson modificada (AFA, alcohol-
formaldehido-4cido clorhidrico) si van a ser procesadas de manera
inmediata; si este no es el caso, se pueden fijar en la solucién
Davidson (AFA, alcohol-formaldehido-acido clorhidrico), que se

utiliza para fijar a los organismos para histologia.
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C.

Hepatopdancreas. Se elimina todo el exoesqueleto del cefalotérax
para descubrir el hepatopancreas y el estdmago. Se observa la
coloracion, el tamano del hepatopancreas para decidir si hay
atrofia (reduccién de tamafio) o hipertrofia (aumento del tamafio)
del 6rgano. Con unas pinzas se retira la membrana que cubre el
hepatopancreas y con un bisturi se parte por la mitad para
observar la coloraciéon del fluido, textura, melanizacion y necrosis
tubular. Se toma una pequena muestra y se coloca en un
portaobjetos para buscar: Baculovirus penaei, Monodon
baculovirus, gregarinas (en todos sus estadios), ctimulos de
bacterias, deformacion tubular, nodulos hemociticos,
encapsulacion, melanizacion y necrosis de los tubulos. También
debe observarse la cantidad de lipidos presentes, desprendimiento
del epitelio de los tubulos del hepatopancreas y acumulacion
dentro de vacuolas citoplasmaticas de los hepatocitos de una
sustancia de color verde obscuro. Para la realizaciéon de improntas
e histologia es necesario fijar los 6rganos y tejidos conforme al

diagnostico elegido.

Intestino. E1 abdomen se separa del cefalotorax, del telson y de los
uropodos para facilitar la extraccién del intestino. Por la parte
posterior se localiza el intestino, que puede contener o no hilo
fecal); con ayuda de una pinza fina, se extrae con cuidado y se
coloca en el portaobjetos, procurando extenderlo. Luego se vierten
unas gotas de agua de mar y se presionar ligeramente al poner el
cubreobjetos. AL observar la muestra en el microscopio, se tienen
que buscar gregarinas, inflamacién, nematodos, cuerpos de

oclusion de Monodon baculovirusy Baculovirus penaeli.
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e. Musculo y gonadas. Se toma un apequena muestra de musculo y
de las gonadas. Se coloca en un portaobjetos y se presiona para
facilitar la busqueda de microsporidios. Si estos tejidos fueron
parasitados, se deben de observar las masas de esporas que de
acuerdo con su tamano y forma indican el tipo de parasito que lo
esta afectando. También en musculo se debe de hacer un corte
transversal y ponerlo entre dos portaobjetos y observar a 4X para
buscar larvas de helmintos y nematodos anisdquidos (hacen

zoonosis en humanos).

5. Las muestras ya preparadas se analizan en el microscopio, iniciando con
el objetivo de menor aumento y finalizando con el mayor. Debido a su
rapida descomposiciéon, la primera muestra que se analiza es la del
hepatopancreas; después se estudian las de las branquias, regién oral,

luego el intestino y finalmente el musculo.
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ANEXO III. Determinacién de analisis histolégico
La determinacion del analisis histologico que se muestra a continuacién fue

tomado de Bell y Lightner (1988) y Morales-Covarrubias (2010).
Materiales:

e Microscopio compuesto con objetivos de 4x, 10x, 40x, 60x y 100x.

e Navajas de diseccion

e Pinzas de diseccién

e Tabla de diseccién

e Pizetas

¢ Guantes

e Resina

e Jeringas desechables (1 mL, 3 mL y 5 mL)

e Hematoxilina

e FKosinaY

¢ Solucién de Davidson (AFA, alcohol-formaldehido-acido acético)

e Solucién de Davidson modificada (AFA, alcohol-formaldehido-acido
clorhidrico)

e Etanol absoluto

e FEtanol 70%

e Xileno

e (Contenedores para muestras
Soluciones:

Solucién Davidson: 330 mL de alcohol etilico al 95%, 220 mL de formaldehido
al 37-39%, 115 mL de acido acético glacial y 335 mL de agua destilada. La

solucién se almacena a una temperatura < 25°C .
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Solucién de hematoxilina-eosina de Mayer-Bennet: 1000 mL de agua destilada

caliente, 1 g de hematoxilina, 0.2 g de yodato de sodio, 90 g de alumbre de

aluminio y potasio, 1 g de acido citrico y 50 g de hidrato de cloral.

Solucién de eosina-floxina: 100 mL de solucién stock de eosina (solucién acuosa

de eosina “Y” al 1%), 10 mL de solucién stock de flocina (solucién acuosa de

floxina B al 1%), 780 mL de alcohol etilico al 96% y 4 mL de 4cido acético.
Procedimiento
Seleccion de la muestra

1. Se toman organismos con caracteristicas externas de camarén sano y
enfermo con o sin mortandad registrada ya sea por un muestreo aleatorio o no

aleatorio.
Fijacion de los organismos

2. En la fijacion de muestras debe de tomarse en cuenta el estadio de los
organismos, ya que de éste depende el tiempo en que permanece en la solucién
fijadora. Para lograr una buena fijaciéon de los organismos, se debe de
considerar que la cuticula es una barrera que impide la penetracion del fijador;
por tanto, es necesario inyectar las muestras de postlarvas en adelante, ya que
la simple inmersién en la solucién fijadora provocaria una mala fijaciéon. La
solucién fijadora para preservar los tejidos de los organismos es la de Davidson
(alcohol-formaldehido-4cido acético). El volumen de la solucién fijadora debe de
ser 10 veces el volumen del organismo por fijar. Debe de inyectarse todo el
organismo, en especial el hepatopancreas y mas adelante se realizara un corte
con tijeras en la parte ventral, que inicie en el sexto segmento abdominal y que
termine cerca del pedunculo ocular. También se realizaran cortes en la region

del cefalotérax para una mejor penetraciéon del fijador.
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3. La muestra se sumerge en el resto de la solucién fijadora y se mantendra alli
durante un tiempo, que dependera del estadio de vida del organismo. Después
de este tiempo transcurrido, se desecha la solucion fijadora y se enjuaga con

agua destilada.

4. Se adiciona a la muestra alcohol etilico al 70% donde permanece por un

tiempo indefinido.
Embebido en parafina

5. Se sacan las muestras del alcohol al 70% y se ponen sobre una superficie
limpia para realizar la disecciéon. Mediante un solo corte de navaja se separa el

cefalotérax y el abdomen.

6. Cortar longitudinalmente el cefalotérax para obtener dos disecciones, cortar
y desechar los pleépodos y pereidopodos de la muestra si no van a ser

estudiados.

7. De la primera seccién, se toma una porciéon de las branquias retirando la
cuticula y haciendo un corte de 8 mm de grosor, para depositarlas en el

contenedor de deshidratacidn.

8. Efectuar un corte ventral longitudinal del abdomen, y poner en el contenedor
ambos segmentos (cefalotérax y abdomen); luego se realiza un corte transversal
para obtener el sexto segmento abdominal y colocarlo en el recipiente de

deshidratacién.

9. Las muestras son deshidratadas y banadas en parafina de la siguiente

manera:
a. Dos bafios separados (de 1h cada uno) de alcohol etilico al 70%.
b. Dos bafios separados (de 1h cada uno) de alcohol etilico al 80%.

c. Dos bafios separados (de 1h cada uno) de alcohol etilico al 96%.
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d. Dos bafios separados (de 1h cada uno) de alcohol etilico absoluto.
e. Dos bafios separados (de 1h cada uno) de xileno.
f. Dos bafos separados (de 1h cada uno) de parafina.

10. Para el embebido de parafina, las muestras se colocan en moldes para

formar los bloques, con la ayuda de un centro de embebido o de forma manual.

11. Los bloques son expuestos a 1 hr en soluciéon descalcifcadora para después

ser cortados con un microtomo a 5 um para su posterior tincion.

12. La tincién utilizada para muestras de camarén es la hematoxilina-

eosina/floxina de Mayer-Bennet, la cual consta de:
a. Dos bafios separados de xileno (de 5 minutos cada uno)
b. Dos bafos separados de etanol absoluto (de 10 inmersiones cada uno)
c. Dos bafios separados de etanol al 95% (de 10 inmersiones cada uno)
d. Dos bafios separados de etanol al 80% (de 10 inmersiones cada uno)
e. Dos bafios separados de etanol al 50% (de 10 inmersiones cada uno)
f. Seis enjuagues con agua destilada

g. Sumergir las muestras de 4 a 6 minutos en hematoxilina-eosina de

Mayer-Bennet.

h. Sumergir las muestras de 4 a 6 minutos en un recipiente con agua que

tenga flujo continuo.
1. Sumergir las muestras por 2 minutos en eosina-floxina
j. Dos bafios separados de etanol al 95% (de 10 inmersiones cada uno)

k. Dos bafios separados de etanol absoluto (de 10 inmersiones cada uno)
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1. Cuatro bafios separados de xileno (de 10 inmersiones cada uno).
m. Montar con resina sintética.
n. Etiquetar para su diagnéstico posterior.

13. Observacion e interpretacion
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Fig. 11.1. Diagrama de flujo de la técnica de tincién Hematoxilina (Harris) y Eosina-Floxina.
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