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RESUMEN

En el presente estudio se determind, mediante pruebas de toxicidad los efectos agudos (96
h), subletales (48 h) y subcronicos (28 dias) de amonio, nitritos y nitratos solos y
combinados en postlarvas (PL20) y juveniles (3.2 g) de Litopenaeus vannamei expuestos a
salinidades de 1 y 3 g/L; asi mismo, se establecieron los niveles de seguridad para el cultivo
de L. vannamei bajo condiciones de laboratorio. Los valores estimados de la concentracion
letal media (CLsp) a 96 h de nitrogeno amoniacal total (NAT), nitrogeno como nitritos (N-
NO;) y nitrogeno como nitratos (N-NO3) para PL20 a salinidades de 1 y 3 g/L fueron 10.8
y 16.3,3.3y4.9,y 112.8 y 340.0 mg/L, respectivamente; mientras que las unidades toxicas
medias (UTsp) a 96 h de las mezclas (1:1:1 y 1:1) de NAT/N-NO,/N-NOs’, NAT/N-NO;,
NAT/N-NOj;" y N-NO,/N-NOs" a la salinidad de 3 g/L fue de 0.68, 1.12, 0.64 y 0.78 UT,
respectivamente; y para la mezcla de NAT/N-NO,/N-NO;™ a 1 g/L de salinidad fue de 0.44
UT. Las CLs a las 96 h de NAT, N-NO, y N-NOs" y las UTsp a las 96 h de la mezcla de
NAT/N-NO,/N-NOj;" para juveniles en la salinidad de 3 g/L fue 29.0, 10.6 y 900.1 mg/L, y
0.99 UT, respectivamente. Los efectos de la interacciéon de las mezclas (1:1:1 y 1:1) en
postlarvas fueron en general, antagdnico en las primeras 24 h y sinérgico después de las 48
h; mientras que en la mezcla (1:1:1) de juveniles el efecto fue antagonico en la mayoria de
los tiempos de exposicion. En la prueba subletal de los tres compuestos nitrogenados
fueron evaluados los niveles de oxihemocianina, glucosa y lactato en juveniles, los cuales
mostraron alteraciones en sus niveles conforme pasaron los tiempos de exposicion y fue
mas evidente cuando fueron expuestos a niveles del 50 % del valor de la CLsy a las 96 h de
cada toxico. Las tasas de crecimiento en la prueba subcronica de juveniles expuestos al 10
% del valor de la CLsp a las 96 h de NAT y N-NO; a la salinidad de 3 g/L, exhibieron tasas
mas bajas con 0.46+0.21, 0.41+0.09 y 0.36+0.14 g/sem para NAT, N-NO,  y NAT/N-NO;,
respectivamente. Los niveles de seguridad del NAT, N-NO, y N-NOs" a la salinidad de 1 y
3 g/L para postlarvas (PL20) fueron 0.54 y 0.82, 0.170 y 0.190, 5.64 y 21.50 mg/L,
respectivamente; mientras que para los juveniles (3.2 g) a la salinidad de 3 g/L fueron de
1.45, 0.53 y 45 mg/L, respectivamente. Los niveles de seguridad de amonio, nitritos y
nitratos para el cultivo de L. vannamei en aguas de baja salinidad (1 y 3 g/L), son menores
que los establecidos para cultivos en aguas marinas o salobres; ademas de que la toxicidad
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de los tres compuestos del nitrogeno es mas aguda conforme disminuye la salinidad de 3 a
1 g/L. Esta investigaciéon generd informacion sobre la toxicidad individual y en
combinacion de los compuestos nitrogenados para postlarvas y juveniles de L. vannamei en
ambientes de aguas de baja salinidad. Las resultados obtenidos de las diferentes pruebas de
toxicidad fueron transcendentales para proponer los niveles de seguridad que seran utiles
para la camaronicultura desarrollada tierra adentro y para aquellos ecosistemas acuaticos
con aportes de agua dulce y marina que en diferentes épocas del afio su salinidad es < a 3
g/L y que son vulnerables a recibir descargas con niveles moderados o altos de compuestos

nitrogenados donde L. vannamei puede estar presente por el desarrollo de su ciclo de vida.
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ABSTRACT

In the present study, acute (96 h), sublethal (48 h) and subchronic (28 days) effects of
ammonia, nitrite and nitrate individual and combined in postlarvae (PL20) and juveniles
(3.2 g) of L. vannamei exposed to salinities of 1 and 3 g/L were determined; similarly,
safety levels for culture of L. vannamei under laboratory conditions were established. The
estimated values of the mean lethal concentration (LCsg) at 96 h of total ammonia nitrogen
(TAN), nitrogen as nitrite (NO’,-N) and nitrogen as nitrate (NO3-N) for PL20 at salinities
of 1 and 3 g/L were 10.8 and 16.3, 3.3 and 4.9, and 112.8 and 340.0 mg/L, respectively;
while the average toxic units (UTsp) at 96 h of the mixtures (1:1:1 and 1:1) TAN/NO;-
N/NO;3-N, TAN/NO-N, TAN/NO73-N and NO,-N/NO’;-N at the salinity of 3 g/ was
0.68, 1.12, 0.64 and 0.78 UT, respectively; and for the mixture of TAN/NO™»/NO’;-N at 1
g/L of salinity was 0.44 UT. The LCspat 96 h of TAN, NO»-N and NO'3-N and the UTs at
96 h of the mixture of TAN/NO™,-N/NO’;-N for juveniles at salinity of 3 g/L were 29.0,
10.6 and 900.1 mg/L, and 0.99 UT, respectively. The effects of the interaction of the
mixtures (1:1:1 and 1:1) on postlarvae were, in general, antagonistic in the first 24 h and
synergistic after 48 h; while in the mixture (1:1:1) of juveniles the effect was antagonistic
in most of the exposure times. In the sublethal tests of the three nitrogenous compounds,
the levels of oxyhemocyanin, glucose and lactate in juveniles hemolymph were evaluated,
which showed alterations in their levels during the exposure times and it was more evident
when they were exposed to levels of 50 % of the value of the LCsy at 96 h of each toxic.
Growth rates in the subchronic test of juveniles exposed to 10 % of the LCsy at 96 h of
TAN and NO’»-N at salinity of 3 g/L, showed lower rates with 0.46+0.21, 0.41+£0.09 and
0.36+£0.14 g/week for TAN, NO’,-N and TAN/NO";-N, respectively. Safety levels of TAN,
NO%-N and NO'3-N at salinity of 1 and 3 g/L for postlarvae (PL20) were 0.54 and 0.82,
0.050 and 0.190, 5.64 and 21.50 mg/L, respectively; while for juveniles (3.2 g) at a salinity
of 3 g/L were 1.45, 0.53 and 45 mg/L, respectively. The safety levels of ammonia, nitrite
and nitrate for the culture of L. vannamei in low salinity waters (1 and 3 g/L), are lower
than those established for culture in marine or brackish waters; in addition, the toxicity of
the three nitrogen compounds is more acute as the salinity decreases from 3 to 1 g/L. This
investigation generated information on the individual and combination toxicity of nitrogen
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compounds for postlarvae and juveniles of L. vannamei in environments of low salinity
water. The results obtained from the different toxicity tests were transcendental to propose
the safety levels that will be useful for the shrimp farming developed inland and for those
aquatic ecosystems with influences of fresh and marine water that at different times of the
year the salinity can be equal to or < at 3 g/L and that are vulnerable to receive discharges
moderate to high levels of nitrogen compounds where the L. vannamei may be present due

to the development of its life cycle

XXii



Valencia-Castanieda, G. | 2018

1. INTRODUCCION

La tasa de produccion de proteinas de origen animal ha demostrado una tendencia creciente
y, por lo menos en las dos décadas mas recientes, este incremento ha sido en gran parte
debido al crecimiento de la acuicultura que, no obstante el continuo aumento de la
poblacion humana, ha permitido mantener estable el consumo individual de proteinas de
origen animal (Brown, 2009). Los avances recientes en las tecnologias que se aplican en la
acuicultura han permitido elevar los volimenes de produccion, tanto a través de la
diversificacion de sus actividades, como mediante el diseio de nuevos sistemas de
produccion, ademas de nuevas especies o de variedades mas eficientes para los fines de

cultivo (Piferrer, 2005).

1.1. Camaronicultura e impacto de enfermedades

Un ejemplo de este crecimiento ha sido la camaronicultura, actividad que consiste en
la cria y engorda de camarones para consumo humano, realizada en ambientes costeros y
continentales utilizando aguas de tipo salobre, marino e hipersalino (Moss et al., 2001;
Pé4ez-Osuna, 2001a; 2001b); empleando distintas tecnologias de cultivo: extensivo, semi-
intensivo, intensivo, € hiperintensivo. En los ultimos afios esta actividad ha alcanzado un
crecimiento acelerado en las 4reas tropicales y subtropicales costeras del mundo; sin
embargo, ha sido significativamente afectada por el impacto de enfermedades virales como,
mancha blanca (WSSV), cabeza amarilla (YHV) y virus del sindrome de Taura (TSV); las
cuales afectan directamente la produccion (Moss et al., 2001; Wang, 2003) y siguen siendo
la fuente mas comun de importantes pérdidas econdmicas en muchas granjas de cultivo de
camardn de diferentes partes del mundo (Israngkura y Sae-Hae, 2002). México no ha
escapado a ello, y las enfermedades mas frecuentes que se presentan son el virus de la
mancha blanca, vibriosis y enfermedades causadas por parésitos (Paez-Osuna et al., 2003).
La aparicién de un nuevo patdégeno bacteriano (Vibrio parahaemolyticus) conocido como
sindrome de la muerte temprana (EMS por sus siglas en inglés) o AHPDN (Acute
Hepatopancreatic Necrosis Disease) que ha afectado dramaticamente el cultivo de
Litopenaeus vannamei en los paises del sudeste asiatico (Leafio y Mohan, 2012; NACA,

2012; FAO, 2013; Schryver et al., 2014). El patogeno recientemente ha disminuido el
1
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cultivo de L. vannamei en los estados del norte de México, incluido Nayarit, Sinaloa y
Sonora. Los productores de camardn de esos estados proyectaron un descenso del 65 % de
camarén en el 2013 en comparacion con 2011 debido al patégeno (The Fish Sitio, 2018).
Cuando se examina a fondo el origen de las enfermedades finalmente se concluye que
en la mayoria de los casos, estas se presentan debido a que se conjugan generalmente una
combinacion de factores que involucran a la triada hospedero-ambiente-patégeno. La triada
epidemioldgica se refiere al modelo de la causalidad de las enfermedades transmisibles;
esto es, la enfermedad es el resultado de la interaccion entre el agente, el huésped
susceptible y el ambiente (Lightner y Redman, 1998; Lemonnier et al., 2006). Los agentes
pueden ser infecciosos o no infecciosos y son necesarios, pero no siempre suficientes, para
causar la enfermedad; los agentes no infecciosos pueden ser quimicos o fisicos. En el caso
del camaron, estos se ven afectados en su sistema inmune por el deterioro de la calidad de
agua, lo cual coadyuva a las altas mortalidades. El deterioro de la calidad de agua se debe
principalmente a 3 razones (Porubcan, 1996; Ebeling ef al., 2006; Pascual-Jiménez, 2013):
(1) los niveles de oxigeno; (ii) los cambios bruscos de temperatura o temperaturas

inadecuadas; y (ii1) los niveles toxicos de los compuestos nitrogenados.

1.2. Cultivo de camaron en baja salinidad

Como una medida para contrarrestar el problema de las enfermedades en la
camaronicultura, surge como una alternativa el cultivo de camaroén con agua dulce o de baja
salinidad o también denominado cultivos tierra adentro. Se cree que el control de las
enfermedades es mas facil de implementar en aguas interiores que en los ambientes
costeros (Boyd, 2002). En afios recientes se ha desarrollado y experimentado esta actividad
en diversas regiones de Estados Unidos (McGraw et al., 2002), Ecuador, Tailandia (Roy et
al., 2007), China (Cheng et al., 2005) y México (Esparza-Leal et al., 2010; Valencia-
Castafieda et al., 2017). De acuerdo a la FAO (2017), en el 2015 la produccion por
camaronicultura a nivel mundial fue de 4 875 793 toneladas, de las cuales el 79 %
correspondid a produccion en agua salobre, 6 % en agua marina y el 15 % en agua dulce. El
desarrollo del cultivo de camardn bajo estas condiciones ha partido de la suposicion de que,
las areas estan libres de patdgenos de camarones, y que en ellas no se presentan las

enfermedades cominmente registradas en ambientes costeros (Flaherty y Vandergeest,

2



Valencia-Castanieda, G. | 2018

1998; Flaherty et al., 2000). En México, se implement6 el cultivo de camaroén tierra adentro
utilizando agua de baja salinidad en el afio de 1997, para 2007 se contaba con cerca de 350
hectareas y una produccion de 1500 toneladas en el estado de Colima, principal estado en
Meéxico con produccién de camardén en baja salinidad (Industria acuicola, 2008), y de
acuerdo al Comité Estatal de Sanidad Acuicola del estado de Baja California (CESAIBC)
en este estado se cuentan con 14 granjas acuicolas que hacen un total de 22 hectareas de
superficie de cultivo de camaro6n blanco utilizando agua de dulce o de baja salinidad, donde
en el 2013 registraron una produccion de 354.8 toneladas.

Lo que ha permitido cultivar camardén marino en agua dulce o de baja salinidad se
debe a la gran capacidad que tienen los camarones de regular el agua y los solutos
inorgéanicos internos, manteniendo un medio apropiado para las interacciones moleculares
(Nunes y Velazquez, 2001; Re et al., 2004; Palacios y Racotta, 2007). Independientemente
del régimen halino en que se desarrolle el cultivo de camaron, el fundamento cientifico para
lograr un cultivo exitoso de L. vannamei estd en la disponibilidad de agua cuya
composicion idnica sea adecuada en términos no solo de la salinidad, sino de los niveles de
concentracion individuales y relativos (proporciones) de los iones mayoritarios. Para su
optimo desarrollo, el camardn requiere concentraciones y proporciones especificas de los
principales iones, como el bicarbonato, sulfato, cloruro, calcio, sodio, magnesio y potasio.
Esto implica que cualquier agua con esta caracteristica puede servir para desarrollar un
cultivo exitoso, independientemente de si es o no agua de mar; algunas aguas de pozo y
superficiales (rio, lagos, presas) son adecuadas para el cultivo de camaron y otras no (Paez-
Osuna y Valencia-Castafieda, 2013). Sin embargo, la principal caracteristica de las aguas
dulces o de baja salinidad es que ambas por lo regular carecen de las concentraciones
adecuadas de ciertos iones entre los que destacan K', Na', Mg™, Ca™ y CI" (McGraw y
Scarpa, 2002; Davis et al., 2004; 2005). En cuanto a la importancia de los iones con
respecto a la toxicidad de compuestos nitrogenados, se tiene documentado que el i6n Cl" y
Na“ disminuyen la toxicidad de nitritos y amonio, respectivamente, debido a que
disminuyen la absorcion de estos compuestos toxicos en la hemolinfa (Williams y Eddy,

1988; Chen y Chen, 1992a; 1992b; Chen y Lee, 1997, Yildiz y Benli, 2004).
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La variabilidad en el contenido i6nico de las aguas subterraneas y las superficiales
esta estrechamente controlada por la naturaleza geoldgica y geoquimica de los suelos y
rocas con las que estan en contacto, es por ello que no todas estas aguas son aptas para el
cultivo de camaron (Collins et al, 2005). Por lo general en cultivos de camardn tierra
adentro, donde las aguas presentan deficiencia de los iones maés importantes para la
supervivencia de los organismos, tradicionalmente se han suplementado sales en el
alimento o directamente en el agua de cultivo obteniendo resultados satisfactorios en
crecimiento y supervivencia (Roy et al., 2007; 2009; Saoud et al., 2011; Wudtisin y Boyd,
2011; Mariscal-Lagarda et al., 2012).

1.3. Problematica de los compuestos nitrogenados en la camaronicultura

Existen muchas ventajas de llevar a cabo el cultivo de camarén marino en aguas
dulce o de baja salinidad (Van Wyk, 1999; Ingram et al., 2000; Fernado y Halwart, 2000;
Mclntosh y Fitzsimmons, 2003; Samocha et al., 2004); sin embargo, para poder cultivar
camarones marinos en ambientes de menor salinidad, primero es necesario encontrar una
especie que pueda mantener un equilibrio isosmotico entre los ambientes internos y
externos. Un problema al desarrollar el cultivo bajo estas condiciones, es que la capacidad
de tolerancia al amonio y al nitrito disminuye en los organismos (Sowers et al., 2004; Gross
et al., 2004; Schuler, 2008); lo cual, representa un gran problema debido a que a medida
que avanza el periodo de cultivo, también aumentan las concentraciones de estos
compuestos, los cuales pueden ocasionar bajas tasas en el consumo de alimento y por lo
tanto una disminucién en el crecimiento, y eventualmente mortalidad (Chen et al., 1989).
Aunado a esto, las aguas de baja salinidad disponibles frecuentemente se caracterizan por
tener mayores concentraciones de compuestos nitrogenados que las aguas marinas, debido a
que reciben regularmente efluentes contaminados por actividades antropogénicas o de
manera natural.

Después del oxigeno disuelto, el control de amonio y nitritos en la acuicultura es el
segundo factor mds importante que impacta en la supervivencia y crecimiento de los
organismos cultivados (Ebeling ef al., 2006). Con respecto a los nitratos, estos son el
producto final de la nitrificacion aerobica (Pierce y Weeks, 1993), y son los compuestos

nitrogenados inorganicos menos toxicos, sin embargo, pueden ser un potencial problema
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cuando sus niveles aumentan y se acumulan. En sistemas cerrados y semi-cerrados, como
los sistemas de cultivo, los nitratos frecuentemente se hallan presentes en niveles mas

elevados que los encontrados en las aguas costeras naturales.

1.4. Camaron blanco Litopenaeus vannamei

Una de las especies mas cultivadas en el mundo es el camarén blanco L. vannamei
(Pérez-Farfante y Kensley, 1997). En la naturaleza, se encuentra en las aguas tropicales del
Pacifico, desde México hasta Perl. Esta especie se encuentra en aguas con una amplia
gama de salinidades (de 1 a 40 g/L) debido a sus mecanismos de osmorregulacion (Castille
y Lawrence, 1981). La alta tolerancia de L. vannamei a baja salinidad y posibilidad de
producir postlarvas durante todo el afio, hacen de esta especie una excelente candidata para
el cultivo tierra adentro. En el 2015, la produccion mundial por camaronicultura de L.
vannamei fue de 3 879 786 toneladas, de las cuales 739 168 toneladas corresponden a

cultivo en aguas dulces o de baja salinidad (FAO, 2017).

1.5. Pruebas de toxicidad en organismos acuéticos

Las pruebas de toxicidad acudtica son procedimientos donde la respuesta de los
organismos es utilizada para detectar o medir el efecto de una o mas sustancias. La
concentracion letal media (CLs) y la concentracion efectiva media (ECsp) son pardmetros
de toxicidad estandarizadas, que permiten conocer las concentraciones de tdxico que
produce la muerte (CL) o el efecto (CE) en 50% de los organismos en un tiempo
determinado (APHA-AWWA-WPCF, 1992). Las buenas practicas de manejo en la
acuicultura procuraran mantener la concentracion de elementos tdxicos por debajo de las
concentraciones que causan mortalidad o efectos adversos sobre el crecimiento y la
reproduccion de los organismos de cultivo. Esta informacion se calcula generalmente por
medio de un parametro de toxicidad por un periodo de 96 h (Boyd y Tucker, 1998). Los
valores de la CLso pueden ser ttiles para calcular las concentraciones seguras que permiten
que los organismos prosperen (Sprague, 1971). Sin embargo, algunos trabajos ademds de
conocer los niveles de seguridad a partir de pruebas de toxicidad, analizan factores de estrés

como son el intercambio de gases, el equilibrio acido/base, las respuestas inmunologicas, la
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osmorregulacion, y la histopatologia, que a menudo revelan alteraciones significativas ain
a concentraciones relativamente bajas (Dahl et al., 2006).

Como se menciond anteriormente, L. vannamei tiene una gran capacidad
osmorreguladora debido a que una parte de su ciclo de vida se desarrolla en ambientes
salobres o de baja salinidad; sin embargo, estos ambientes eventualmente reciben descargas
de tipo industrial, agricola, doméstico o municipal, que se caracterizan por estar
enriquecidas con compuestos nitrogenados y ocasionan problemas sobre las poblaciones
silvestres que se encuentran en dichas aguas receptoras, incluyendo a esta especie, es por
ello, que tiene una doble importancia establecer con precision las concentraciones letales
agudas y subletales de los compuestos nitrogenados para este camaron; por un lado, para
entender a los posibles efectos en las poblaciones silvestres de esta especie que
eventualmente se exponen en dichos ambientes, y por el otro, para la acuicultura en aguas
de baja salinidad resulta fundamental entender la dinamica de los compuestos nitrogenados
y en especial los efectos letales y subletales que causan éstos en los sistemas de cultivo, que
se traducen en una baja produccion y pérdidas para el sector.

Como ya se menciond anteriormente, el cultivo puede fallar por un manejo inadecuado o
porque no se tienen las condiciones apropiadas para desarrollar dicho cultivo. En este
ultimo caso, es trascendental la ubicacion de las granjas en cuanto al clima, fuente de agua
y recepcion de desechos y aguas contaminadas. En el caso del manejo inadecuado es
frecuente que el granjero con el afan de tener un mejor cultivo sobre alimente y sobre-
fertilize; o se haga un uso incorrecto de los alimentos y fertilizantes, subutilice el alimento
natural del estanque, se trate inadecuadamente los estanques entre ciclos de cultivo y lo que
parece mas simple, se exponga el cultivo a temperaturas extremas, por adelantar o retrasar
la siembra y cosecha, respectivamente (Boyd, 1995). Diversos especialistas han reiterado
que la calidad del agua es determinante para la supervivencia y crecimiento del camardn,
debido a que esta afecta la tasa de alimentacion, tasa de respiracion, tasa de crecimiento y al
sistema inmune; por ello es importante la implementacion de buenas précticas y medidas de
bioseguridad en los diferentes sistemas de cultivo.

Dada la importancia en nuestro pais y en el mundo, el cultivo de camarén blanco en

agua dulce o de baja salinidad y a la escasa informacion sobre la toxicidad de compuestos



Valencia-Castanieda, G. | 2018

nitrogenados, esta investigacion tiene como objetivo examinar por separado y en
combinacion, el efecto toxico de amonio, nitritos y nitratos en postlarvas y juveniles de L.
vannamei expuestos en aguas de baja salinidad (1 y 3 g/L), para establecer las
concentraciones letales medias, asi como estimar los niveles de seguridad para el cultivo de
esta especie. Ademas se plantean conocer algunos efectos subletales y subcrénicos en los
organismos al exponerse a diferentes concentraciones de estos compuestos en el corto (48
h) y mediano plazo (28 dias), evaluando tasas de crecimiento, supervivencia, asi como los
niveles de oxihemocianina, glucosa y lactato en la hemolinfa como respuesta al estrés por

la presencia de los toxicos.
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2. ANTECEDENTES

En 1998, Tailandia inicia el desarrollo de la tecnologia de la camaronicultura en agua dulce
o baja salinidad, produciendo el camarén tigre (Penaeus monodon), esto con el fin de
contrarrestar las enfermedades virales. Actualmente, es una practica comun no solo en
Tailandia, sino también en muchos paises del mundo entre los que destacan China,
Vietnam, Ecuador, Brasil, México y Estados Unidos (Roy et al., 2010). Con el desarrollo
de esta actividad en aguas dulces o de baja salinidad se han venido realizando
investigaciones desde procesos de aclimataciéon, osmorregulacién, crecimiento,
supervivencia (McGraw et al., 2002; Balbi et al., 2005; Roy et al., 2007; Valencia-
Castafieda, 2013) hasta estudios sobre la viabilidad de las aguas para desarrollar el cultivo
de camardn (Saoud et al., 2003; Esparza-Leal et al., 2009; Millan-Almaraz, 2013;
Valencia-Castafieda ef al., 2017). Asi también, existen investigaciones sobre la toxicidad de
los compuestos nitrogenados en camarones peneidos en ambientes de aguas marinas y
salobres; sin embargo, a pesar de que la toxicidad de estos aumenta conforme disminuye la
salinidad, se cuenta con poca o nula informacidén en ambientes de aguas dulces y de baja

salinidad para diferentes especies de camarones peneidos.

2.1. Estudios sobre toxicidad de amonio

Chin y Chen (1987) sometieron postlarvas (PL6) de P. monodon, en una salinidad de
34 g/L, a diferentes concentraciones de amonio; la CLsy a las 96 h fue de 11.51 mg/L NAT
(nitrogeno amoniacal total) y de 1.04 mg/L de N-NH; (N-amonio no ionizado). Chen y Kou
(1991) expusieron a Penaeus japonicus con peso promedio de 13.91+0.65 g en agua de mar
(36 g/L) a cuatro diferentes concentraciones de NAT (5, 10, 50 y 100 mg de NAT/L), no
encontraron ninguna diferencia significativa en la concentraciones de amonio en la
hemolinfa entre camarones expuestos a los controles y a 5 mg/L durante las primeras 16 h.
Sin embargo, el amonio en la hemolinfa de los camarones expuesto a 10, 50 y 100 mg/L de
NAT fue significativamente mayor a los controles después de 2 h de exposicion. Alcaraz et
al. (1999a) estudiaron el efecto de amonio en el consumo de oxigeno en postlarvas del
camardn Penaeus setiferus sometido a diferentes concentraciones de oxigeno disuelto en

agua de mar artificial (25 g/L); encontraron que la adicion de 0.4 mg/L de N-NHj3 tiende a
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reducir el consumo de oxigeno en los organismos; a una exposicion de 0.7 mg/L de N-NHj,
causoO graves efectos sobre la frecuencia respiratoria y fue letal a bajas concentraciones de
oxigeno disuelto. Barbiere et al. (2010) expusieron a diferentes concentraciones de amonio
y salinidades de 5, 25 y 35 g/L a juveniles de Litopenaeus schmitti durante 96 h; los valores
de la CLsg a las 24, 48, 72 y 96 h de NAT fueron 40.72, 32.63, 24.63 y 19.12 mg/L a 5 g/L;
53.52, 38.60, 27.76 y 25.55 mg/L a 20 g/L; 54.32, 47.87, 41.67 y 38.88 mg/L a 35 g/L de
salinidad, respectivamente. Los valores de las CLs a las 24, 48, 72 y 96 h de N-NH; fueron
1.46,1.17,0.88 y 0.69 mg/L a 5 g/L; 1.80, 1.30, 0.93, 0.86 mg/L a 20 g/L y 1.67, 1.47, 1.28
y 1.20 mg/L a 35 g/L de salinidad, respectivamente.

Sobre la toxicidad de amonio en el camardn blanco L. vannamei: Frias-Espericueta et
al. (2000) expusieron a postlarvas de L. vannamei (PL12) a diferentes concentraciones de
amonio en una salinidad de 35 g/L; la CLs a las 24, 48, 72 y 96 h fueron de 17.9, 12.5,
12.2 y 12.2 mg/L de NAT, respectivamente; con estos valores proponen que el nivel de
seguridad para el cultivo de las postlarvas de L. vannamei sea de 1.22 mg/L de NAT (0.048
mg/L de N-NHj3). Frias-Espericueta et al. (1999) evaluaron la toxicidad aguda en juveniles
de L. vannamei de 0.99 y 3.8 g a diferentes concentraciones de NAT y una salinidad de 34
g/L. Las CLspa las 24, 48, 72 y 96 h para camarones de 0.99 g fueron de 113.4,92.5,71.2y
65.2,y 110.6 mg/L de NAT, respectivamente; mientras que las CLspa las 48, 72 y 96 h para
camarones de 3.8 g fueron de 110.63, 85.3 y 70.9 mg/L de NAT. Por otro lado, Lin y Chen
(2001) expusieron a juveniles de L. vannamei a diferentes concentraciones de NAT, usando
el método estatico de renovacion a salinidades de 15, 25 y 35 g/L. Las CLsg a las 24, 48, 72
y 96 h como NAT fueron 59.72, 40.58, 32.15 y 24.39 mg/L para una salinidad de 15 g/L;
66.38, 48.83, 43.17 y 35.4 mg/L a 25 g/L; 68.75, 53.84, 44.93 y 39.54 mg/L a 35 g/L,
respectivamente. Concluyeron que a medida que la salinidad disminuye de 35 a 15 g/L, la
susceptibilidad al NAT aumenta en un 115, 132, 140 y 162 % después de 24, 48, 72 y 96 h
de exposicion, en el orden. Cobo et al. (2014) expusieron durante 24 h a diferentes
concentraciones de amonio y una salinidad de 34 g/L a zoea, mysis y postlarvas de L.
vannamei durante 24 h; las CLsg a las 24 h en zoea (1-2,3), mysis (1-2,3) y postlarva (PL1)
fueron de 4.2, 9.9 y 16.0; 19.0, 17.3 y 17.5; y 13.2 mg/L de NAT, respectivamente. En
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cuanto a la CLsy de N-NHj3 fueron de 0.6, 1.5y 2.4; 2.8, 2.5 y 2.6; y 1.9 mg/L de N-NH;3

respectivamente.

2.2. Estudios sobre toxicidad de nitritos
En cuanto a la toxicidad de nitritos en camarones peneidos: juveniles (1.40+0.05 g)
de P. monodon fueron expuestos a diferentes concentraciones de nitrégeno como nitritos
(N-NO;) y una salinidad de 25 g/L. Los resultados mostraron diferencias significativas
después de 80 dias de exposicion en los pesos promedio de los camarones expuestos a las
concentraciones de 2, 4, 8 y 20 mg/L de N-NO; con respecto al control (0 mg/L de N-NO,
), estos mismos resultados fueron observados en la longitud de los camarones (Chen y
Chen, 1992c¢). Para postlarvas de P. setiferus, Alcaraz et al. (1999a) en agua de mar (25
g/L) observaron que la exposicion de nitritos disminuyd la frecuencia respiratoria en
concentraciones altas de oxigeno disuelto, mientras que en organismos expuestos a nitritos
bajo condiciones de hipoxia mostraron un mayor consumo de oxigeno. Chen y Cheng
(1995) examinaron las concentraciones de oxihemocianina, proteina y urea en la hemolinfa,
y la tasa de excrecion de NAT de P. japonmicus, después de que fueron expuestos
individualmente a diferentes concentraciones (5.12, 10.46, 20.57 y 58.86 mg/L) de N-NO,
por 24 h a una salinidad de 30 g/L. La acumulacion de N-NO;" y urea en la hemolinfa, y la
excrecion de NAT aumentaron con el incremento de nitritos en el ambiente, ademas las
concentraciones de nitritos disminuyeron la oxihemocianina en la hemolinfa. Cheng y Chen
(1999) estudiaron en P. monodon la afinidad de la hemocianina por el oxigeno y el
fraccionamiento de la oxihemocianina y deoxihemocianina en la hemolinfa al exponerlos a
0.001 (control), 0.07, 0.36, 0.72 y 1.44 mmol/L de nitritos de 3 a 48 h en una salinidad de
30 g/L. Xian et al. (2011) encontraron que cuando P. monodon se expone a diferentes
concentraciones de N-NO, se inducia una sobreproduccion de especies reactivas de
oxigeno, después se dafia el ADN y se observa apoptosis (muerte celular programada) de
las células, y, posteriormente, se presenta una reduccion del niimero total de hemocitos
(TAC).
Lin y Chen (2003) expusieron a diferentes concentraciones de N-NO;" a juveniles de
L. vannamei de 3.9+1.42 g para determinar la CLsy en salinidades de 15, 25 y 35 g/L,
encontrando que los valores de CLsy de N-NO;" a las 24, 48, 72, 96 y 144 h mantuvieron
10
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una tendencia a disminuir cuando los camarones eran expuestos a una salinidad menor.
Wang et al. (2006) evaluaron la CLsy a las 24, 48 y 96 h de nitritos sobre intermediarios
reactivos del oxigeno en hemocitos (ROIs), superoxido dismutasa (SOD), actividad
catalitica (CAT), actividad glutatiéon peroxidasa (GPX), en el musculo y hemocitos de L.
vannamei en agua de mar a 3 g/L. Los organismos fueron alimentados con una dieta basal y
una dieta experimental alta en selenio; los resultados mostraron que los camarones que
fueron alimentados con la dieta alta en selenio, tuvieron una CLs, significativamente menor
a las 24 h, 48 h y 96 h de nitritos, lo que indica que el selenio aumenta la toxicidad de
nitritos, asimismo se incrementaron los valores de ROIs en el alimento del camar6on a
medida que se incrementaba la concentracion de nitritos en el ambiente. Encontraron
también un desequilibrio entre fuerzas oxidativas y defensas antioxidantes.

Gross et al. (2004) estudiaron la toxicidad de nitritos en juveniles de L. vannamei,
donde los valores de CLsy a las 96 h de nitritos cultivados en agua de baja salinidad
empleando agua de mar diluida (2 g/L) fue aproximadamente 9 mg/L de N-NO,", usando un
factor de aplicacion de 0.5 del valor de la CLs, sugirieren que para la produccion de
camaron en estanques, la concentracion debe ser inferior a 0.45 mg/L. Al igual que con el
amonio, se ha documentado que los nitritos a medida que la salinidad disminuye aumenta la
toxicidad en L. vannamei (Lin y Chen, 2003). Sowers et al. (2004) en una serie de
experimentos caracterizaron la captacion, depuracion y toxicidad de los nitritos en el
ambiente al exponer a L. vannamei en agua de mar artificial preparada con sales marinas
artificiales a una salinidad a 2 g/L, demostraron que los nitritos se fueron concentrando en
la hemolinfa en forma dependiente de la dosis a las cuales fueron expuestos los organismos
y de manera rdpida (en aproximadamente 2 dias); sin embargo, al pasar a los organismos
que fueron expuestos a nitritos a un ambiente libre de nitritos para su depuracion, ésta
ocurrid en un dia; en cuanto a la toxicidad de nitrito, ésta fue determinada por medio de la

CLsg a las 96 h a una salinidad de 2 g/L (8.4 mg/L N-NO,).

2.3. Estudios sobre toxicidad de nitratos

Respecto a la toxicidad por nitratos, es muy escasa la informacion que existe.Muir et
al. (1991) examinaron aparentemente por primera vez, los efectos de los nitratos en
protozoeas de P. monodon, y encontraron que se presentan mortalidades significativas
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dentro de las primeras 40 h en concentraciones de nitratos tan bajas como de 1 mg/L de
nitrogeno como nitratos (N-NOjs'). Los efectos subletales de esta concentracion resultaron
en cambios en las neuropilas ganglionicas y los musculos. En concentraciones mas
elevadas (10-100 mg N-NO;7/L) fueron adicionalmente afectadas la hipodermis, la glandula
digestiva y el proventriculo. Arrellano (1993) menciona que para larvicultura y engorda de
L. vannamei, la concentracion de nitratos en el agua no parece ser de gran relevancia,
mientras que Lee y Wickins (1997) mencionan que en el cultivo de peneidos, una
concentracion entre 100 y 200 mg/L se considera razonable y que no les afecta.

Tsai y Chen (2002) expusieron juveniles de P. monodon a diferentes concentraciones
de N-NOs3™ (250 a 4500 mg/L) usando el método estdtico con renovacion a diferentes
niveles de salinidad. Las CLsg a las 48, 72 y 96 h fueron 2876, 1723 y 1449 mg/L de N-
NOs™ en agua de mar de 15 g/L; 3894, 2506 y 1575 mg/L de N-NOs en 25 g/L; 4970, 3525
y 2316 mg/L de N-NOs™ en 35 g/L, respectivamente. El nivel de seguridad estimado para el
cultivo de juveniles de P. monodon fue de 145, 158 y 232 mg/L de N-NOs en 15, 25 y 35
g/L de salinidades, respectivamente. Cheng et al. (2002) expusieron a P. monodon a
concentraciones de N-NOj™ en una salinidad de 25 g/L; fue examinada la acumulacion de
nitratos en la hemolinfa, branquias, pedunculo, corazén, intestino, hepatopancreas y
musculo; se encontrd que la concentracion de nitratos en los tejidos aument6 directamente
con la concentracion de nitratos en el ambiente y el tiempo de exposicion, excepto el
musculo. Después de 24 h de exposicion a nitratos, la concentracion de nitrato muscular fue
la mas baja (0.202 umol/g), y la concentracion de nitrato intestinal fue la mas alta (1.529
umol/g) entre los tejidos analizados.

Para el camarén blanco L. vannamei, Kuhn et al. (2010) llevaron a cabo experimentos
en sistemas de recirculacion para determinar a largo plazo el efecto de nitratos en el
crecimiento, supervivencia, biomasa y longitud de las antenas, y patologia del tejido en los
organismos. Llevaron a cabo un experimento con duracioén de seis semanas a 11 g/L de
salinidad el cual consistio en un control A (35 mg/L de N-NOy), tratamiento A1 (220 mg/L
de N-NOy), tratamiento A2 (435 mg/L de N-NOys") y tratamiento A3 (910 mg/L de N-NOs).
No se observaron diferencias entre el control A y el tratamiento Al en términos de

supervivencia, crecimiento, biomasa y longitud antenal. El tratamiento A2 no mostro
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diferencias con el control en cuanto a la supervivencia y el crecimiento, pero si mostrd en
cuanto a biomasa y longitud de las antenas. Por ultimo, el tratamiento A3 presentd un
impacto negativo significativo en la supervivencia, crecimiento, biomasa y longitud
antenal. En cuanto a los cambios patologicos, todos los camarones mostraron lesiones en el
hepatopancreas. Los tubulos del hepatopancreas mostraron una variedad de lesiones.
Algunos tubulos tenian una reduccion en el nimero y tamafio de vacuolas de lipidos
almacenados, mientras que otros tubulos estaban completamente desprovistos de células

epiteliales y dilatadas.

2.4. Estudios sobre toxicidad de mezclas

Los trabajos sobre la toxicidad de mezclas de compuestos nitrogenados en crustaceos,
son escasos a pesar de que en los sistemas naturales y de cultivo se presenta la interaccion
de estos; Chen y Chin (1988), expusieron a postlarvas (PL6) de camarén tigre P. monodon
a una mezcla de amonio y nitritos con una relacion de toxicidad de 1:1, encontrando que el
efecto combinado de amonio y nitritos fue antagonico para las 48 y 72 h de exposicion,
pero sinérgico después de las 96 h. Por su parte, Alcaraz et al. (1999b) expusieron
postlarvas de P. setiferus a niveles agudos de mezcla de amonio y nitritos, los valores de la
CLsp a las 24, 48 y 72 h de NAT fueron 1.49, 1.21 y 1.12 mg/L, respectivamente, y para
nitritos las CLsg fueron 268.06, 248.84 y 167.33 mg/L de N-NO;", encontrando que el
efecto conjunto de amonio y nitritos en postlarvas fue sinérgico a las 48 h y antagdnico a
las 72 h de exposicion.

Cheng y Chen (2002a) expusieron juveniles de P. monodon (11.47+0.71 g) a diferentes
concentraciones por separado y en combinacion de nitritos y nitratos a una salinidad de 30
g/L. El nitrito ambiental a una concentracion de 0.359 mM causo la reduccion de la
oxihemocianina y la proteina en un 27 y 11 %, respectivamente, mientras que el nitrato
ambiental (7.458 mM) causo la reduccion de la oxihemocianina y la proteina en un 10 y 7
%. El nitrito ambiental a una concentracion de 1.456 mM causé aumentos de Psg (indicando
una reduccion a la afinidad del oxigeno) y pO, (presion parcial del oxigeno), pero causoé la
reduccion en pCO; (presion parcial del dioxido de carbono), pH, HCO;™ (bicarbonato) y
TCO; (total de dioxido de carbono) de la hemolinfa. Tras la exposicion a soluciones
combinadas de nitritos (1.456 mM) y nitratos (7.458 mM) no hubo cambios adicionales en
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la oxihemocianina, proteina, Psy, pO,, pCO,, HCO;" y TCO; de la hemolinfa, pero hubo
una reduccion significativa del pH.

Schuler et al. (2010) estudiaron la toxicidad de amonio y nitritos de manera individual
y combinada sobre PL,s y PL4s de L. vannamei en agua de baja salinidad (10 g/L) y salobre
(18 g/L) bajo condiciones de temperatura de 28 °C y pH de 7.8; encontrando que en los
experimentos realizados con NAT a 18 g/L (sin nitrito), 10 g/L (sin nitrito), y a 10 g/L con
N-NO; la CLsp-48 h fue de 42.9, 39.72 y 153.75 mg/L de N-NO,, respectivamente. Sin
embargo, al llevar a cabo los bioensayos combinando, los toxicos (amonio y nitritos), los
cuales se realizaron a 10 g/L de salinidad, se observd que al exponer a los organismos a 133
mg/L de N-NO," valor considerado como la concentracion mas baja a la que se observan
efectos (LOEC) y concentraciones variantes de NAT (29.1, 36.2, 39.7, 43.6 y 54.2 mg/L de
NAT) se calcul6 una CL5¢-48 h de 28.2 mg/L N-NO;', la cual fue 29 % mas téxica con
respecto a la estimada en el bioensayo con nitritos (sin amonio). Por otro lado cuando se
realiz6 el experimento con 30 mg/L de NAT (LOEC) y concentraciones variantes de
nitritos (128.0, 145.5, 153.7, 162.5 y 184.6 mg/L de N-NO;), la CL5¢-48 h estimada fue
187 mg/L de NAT, la cual fue 21.4 % menos tdxica que la determinada en el bioensayo con
amonio (sin nitritos) por lo que se demostr6é que el efecto combinado de amonio y nitritos

debe ser considerado cuando se lleva a cabo un cultivo de camarén.
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3. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

La actividad de la camaronicultura en los ultimos afios ha disminuido su tasa de desarrollo
por el impacto de las enfermedades, principalmente virales, es por ello, que como
alternativa surge el cultivo de camardn en agua dulce o de baja salinidad; sin embargo, por
un lado, se tiene que las aguas de baja salinidad y tierra adentro se caracterizan por recibir
eventualmente grandes aportes de nitrégeno; y por el otro, hay evidencia cientifica, para un
amplio intervalo de salinidades, de que los compuestos del nitrogeno se vuelven mas
toxicos para los organismos en condiciones de baja salinidad, y no existe informacion al
respecto en salinidades bajas (1 y 3 g/L) que son a las que actualmente se cultiva L.
vannamei tierra adentro en México; ademas, se tiene conocimiento cientifico y por parte del
sector productivo que bajo estas condiciones de salinidad se pueden también presentar
problemas de enfermedades, debido a un deterioro de la calidad de agua, siendo los nitritos
los que incrementan considerablemente a partir de las primeras semanas de cultivo y causan
una mayor toxicidad en este tipo de ambientes (Chen y Chen, 1992c; Tacon ef al., 2002).

Existe informacion sobre la toxicidad de amonio, nitritos y nitratos en las especies de
camardén que mas se cultivan a nivel mundial (L. vannamei, P. monodon, L. schmitti) en
aguas marinas, salobres y de menor salinidad (<3 g/L) (e.g. Chen y Lin, 1991; Frias-
Espericueta ef al., 2000; Lin y Chen, 2001; Tsai y Chen, 2002; Gross et al., 2004; Romano
y Zeng, 2009a); sin embargo, a pesar de que estd documentado que conforme baja la
salinidad estos compuestos nitrogenados se vuelven mas criticos para los organismos, la
informacion en aguas con salinidades <3 g/L. es escasa, y se conoce muy poco sobre las
afectaciones que llegan a presentar los organismos al exponerse a altas o moderadas
concentraciones de compuestos nitrogenados. Algunos trabajos han demostrado
modificaciones en la concentracion de oxihemocianina en la hemolinfa de algunos
crustaceos al exponerlos a compuestos nitrogenados, lo que da como resultado
posiblemente una alteracion, que pueden ser moderada o significativa en las
concentraciones de metabolitos como glucosa, glutamato, lactato, acilglicerol, colesterol,
urea y glucdgeno (Chen y Cheng, 1993, 1994; Racotta y Hernandez-Herrera, 2000; Liu y
Chen, 2004; Tseng y Chen, 2004; Hong et al., 2007, 2009).
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La mayoria de los estudios existentes sobre la toxicidad de compuestos nitrogenados
en camarones se han realizado por separado, y tanto en sistemas naturales como de cultivo
los organismos se exponen a mezclas de estos. Los pocos trabajos de mezclas de
compuestos nitrogenados han observado reacciones sinérgicas y antagonicas en diferentes
tiempos de exposicion y solo se han hecho en combinacion de dos compuestos
nitrogenados (Chen y Chin, 1988b; Alcaraz et al., 1999b; Schuler et al., 2010). Es por ello
también la gran importancia de realizar pruebas de toxicidad con la mezcla de los tres
compuestos nitrogenados y conocer si existen reacciones antagonicas y/o sinérgicas bajo
condiciones de menor salinidad, ya que los estudios existentes, han sido en aguas con
salinidades mayores a 10 g/L con P. monodon y P. setiferus.

Por tanto, dada la importancia de la actividad acuicola a nivel mundial y nacional y a
que son limitados los estudios sobre toxicidad de amonio, nitritos y nitratos en L. vannamei
en aguas de baja salinidad (<3 g/L), ademas que esta especie cada vez se cultiva mas a
nivel regional y mundial, y a que no se dispone de informacidon sobre los niveles de
seguridad para desarrollar esta tecnologia; se justifica plenamente el desarrollar estudios en
este contexto, para contribuir asi al mejor conocimiento de esta especie tanto en los
ecosistemas naturales como en los de cultivo. El estudio de los efectos subletales en L.
vannamei permitiria avanzar en un mejor entendimiento de los mecanismos de disparo de
algunas de las enfermedades mas frecuentes en esta especie al verse sometidos a estos
factores estresantes y con ello verse afectado su sistema inmunoldgico; por tanto identificar
manifestaciones tempranas es un punto clave para poder implementar medidas de manejo

oportunas y efectivas.
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4. PREGUNTAS E HIPOTESIS

La presente propuesta se basa en las premisas de una susceptibilidad diferencial de los
camarones a compuestos nitrogenados respecto a la salinidad y a las mezclas que producen
un efecto sinérgico, antagdnico o aditivo, por lo que se pretende contribuir al conocimiento
respondiendo la siguiente hipotesis:

Las concentraciones de amonio, nitritos y nitratos serdn mas toxicas en postlarvas que
en juveniles de L. vannamei; ademas la toxicidad aguda de estos compuestos resultard ser
mayor a medida que son expuestos a menores salinidades. Las mezclas de los tres
compuestos nitrogenados (amonio-nitritos-nitratos) producirdn reacciones antagonicas,
sinérgicas, aditivas y/o de potenciacion en diferentes tiempos de exposicion en ambientes
de salinidades de 1 y 3 g/L.

Al exponer a L. vannamei a moderadas y altas concentraciones de amonio, nitritos y
nitratos solos y combinados en salinidades de 1 y 3 g/L, se espera que los efectos subletales
se manifiesten a través de una reduccion en la tasa de consumo de alimento, nado erratico
con movimientos descoordinados y lesiones en 6rganos y tejidos; las concentraciones de
oxihemocianina mostraran una disminucidn, y los niveles de glucosa y lactato en la
hemolinfa de juveniles de L. vannamei como indicadores de estrés, seran modificados por
los niveles subletales de los toxicos.

Los niveles de seguridad para postlarvas y juveniles de L. vannamei en aguas de baja
salinidad bajo condiciones de laboratorio, serdn menores que las concentraciones
establecidas para cultivos en aguas marinas (33-37 g/L) y salobres (10-33 g/L).

Por tal motivo, en éste trabajo se plantean las siguientes preguntas de investigacion:
(Cuadl sera la diferencia de toxicidad por amonio, nitritos y nitratos solos y combinados en
postlarvas y juveniles de L. vannamei al exponerlas en de 1 y 3 g/LL de salinidad?

(Habra efectos antagonicos, sinérgicos, aditivos y/o potenciacién en postlarvas y juveniles
de L. vannamei cuando se presentan las combinaciones de los tres compuestos nitrogenados
(amonio-nitritos-nitratos) en ambientes de baja salinidad (1 y 3 g/L)?

(Cudles son los efectos subletales mas evidentes y de que magnitud se presentan en
postlarvas y juveniles de L. vannamei al exponerlos a diferentes concentraciones solas y
combinadas de amonio, nitritos y nitratos; y como influye la toxicidad de los diferentes
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compuestos nitrogenados en las concentraciones de iones, oxihemocianina, glucosa y
lactato en la hemolinfa de los juveniles de L. vannamei?

(Bajo condiciones de laboratorio, cuales son los niveles de seguridad de amonio, nitritos y
nitratos para sistemas de cultivo de postlarvas y juveniles de L. vannamei en salinidades

menores a 3 g/L?
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar, mediante pruebas de toxicidad, la concentracion letal media de amonio, nitritos

y nitratos solos y combinados en postlarvas y juveniles de L. vannamei expuestos a aguas

de baja salinidad (1 y 3 g/L), asi como establecer efectos subletales y subcronicos al

exponerlos a diferentes concentraciones de los compuestos nitrogenados.

5.2. Objetivos especificos

Evaluar la toxicidad aguda de nitritos en postlarvas de L. vannamei mediante la
comparacion de cuatro diferentes tratamientos influenciados por la alimentacion y
renovacion de la solucion en aguas de baja salinidad (3 g/L).

Evaluar la toxicidad aguda de amonio, nitritos y nitratos en postlarvas de L.
vannamei (PL20) en aguas de baja salinidad (1 y 3 g/L).

Evaluar la toxicidad aguda de amonio, nitritos y nitratos en juveniles de L.
vannamei (3 g) en aguas de baja salinidad (3 g/L).

Evaluar la toxicidad aguda de la mezcla amonio-nitritos-nitratos (1:1 y 1:1:1,
unidades de toxicidad) en postlarvas y juveniles de L. vannamei, y determinar si
existe un efecto antagonico, sinérgico, aditivo o potenciacion en ambientes de baja
salinidad (1 y 3 g/L).

Evaluar la toxicidad aguda de la mezcla amonio-nitritos, amonio-nitratos y nitritos-
nitratos (1:1, unidades de toxicidad) en postlarvas de L. vannamei, y determinar si
existe un efecto antagénico, sinérgico, aditivo o potenciacion en ambientes de baja
salinidad (3 g/L).

Evaluar la toxicidad aguda de la combinacidn-interaccion de los compuestos
nitrogenados (amonio-nitritos-nitratos) bajo diferentes escenarios de salinidad (1, 3
y 25 g/L) en postlarvas y juveniles.

Determinar y cuantificar el efecto que causan las concentraciones letales y
subletales de amonio, nitritos y nitratos sobre la tasa de consumo de alimento,
movilidad y proceso de ecdisis en postlarvas y juveniles de L. vannamei en

ambientes de baja salinidad.
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Determinar la tasa de crecimiento especifico en juveniles de L. vannamei al
exponerlo en el mediano plazo a diferentes concentraciones de amonio y nitritos
solos y combinados en salinidad de 3 y 25 g/L.

Evaluar parametros bioquimicos de juveniles de L. vannamei expuestos a
concentraciones subletales de amonio, nitritos y nitratos, a partir de los niveles de
lactato, glucosa y oxihemocianina en la hemolinfa en el corto plazo (48 h).
Determinar cambios en algunos cationes (Na*, K*, Ca™ y Mg"?) de la hemolinfa en
juveniles de L. vannamei al exponerlos a concentraciones subletales de amonio,
nitritos y nitratos en el corto plazo (48 h).

Mediante los efectos de toxicidad aguda y subletales, proponer los niveles de
seguridad de amonio, nitritos y nitratos para el cultivo de postlarvas y juveniles de

L. vannamei en aguas de baja salinidad (1 y 3 g/L) bajo condiciones de laboratorio.
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6. MATERIALES Y METODOS

Se realizaron una serie de pruebas para determinar la toxicidad de amonio, nitritos y
nitratos en postlarvas y juveniles de L. vannamei (Anexo I), los cuales se llevaron a cabo en
el modulo experimental Yum Kaax (YK) ubicado a los 23° 12” 10.81” latitud Norte y 106°
257 42.23” longitud Oeste, en la Cd. de Mazatlan, Sinaloa.

6.1. Caracterizacion quimica del agua de prueba

El agua de mar utilizada para las diferentes pruebas fue obtenida de un laboratorio de
produccion comercial de larvas de camardn (Fitmar S.A de C.V.) que se ubica en las
playas del Camainero, Municipio de El Rosario, Sinaloa. Esta agua es la misma que
utilizan en las pilas, tanto para el llenado inicial como para los recambios que se practican
durante el proceso de produccion, se obtiene de una serie de puntas de pozo que consisten
en tubos de PVC de 4” de didmetro y 7 m de largo, ranurados en el extremo inferior,
ubicadas en la playa contigua al laboratorio y se bombea hacia un deposito adyacente al
area de tratamiento del agua. En esta area, el agua se pasa por filtros rapidos de arena, de
cartucho (10 y 5 um) y de carbon activado, se trata con ozono y radiacion ultravioleta, antes
de entrar a las salas donde se realizan los cultivos larvarios, el agua pasa a través de bolsas
filtrantes que tienen la capacidad de retener particulas de 5 y 1 um de didmetro, con el fin
de eliminar las particulas no retenidas en los sistemas de filtros anteriores. El agua dulce
utilizada para reducir la salinidad, fue filtrada por medio de un sistema de filtro de lecho
profundo, el cual consiste en capas de grava, zeolita, arena, arcilla y carbon activado, y
cuenta ademas con un filtro de cartucho de 10 um. Tanto al agua de mar como el agua
dulce que se utiliz6 para las diferentes pruebas de toxicidad se les realizd una
caracterizacion quimica la cual permitié descartar que la mortalidad de los organismos se
pudiera deber a las concentraciones de amonio, nitritos y nitratos y no a otras sustancias
toxicas presentes en el agua. Cabe mencionar que el agua de mar utilizada para los
experimentos fue almacenada en tanques de polietileno tipo rotoplas de 450 L, ademads se
realizé una caracterizacion quimica de ambas aguas (mar y dulce) al inicio y final de las
pruebas. Para determinar la salinidad se emple6 un refractometro marca ATAGO; para el

pH y los solidos disueltos totales (TDS) (a través de la conductividad eléctrica) se empled
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un potenciometro pHTestr 1 y una sonda de conductividad OAKTON TDSS,
respectivamente, los cuales fueron calibrados antes de cada medicidon con las soluciones
correspondientes (buffer de pH de 4 y 7; solucion de calibracion de conductividad de 1423
y 12880 puS/cm).

A continuacion se describen el principio de cada uno de los andlisis que se realizaron

a las aguas de prueba:

6.1.1. Determinacion de compuestos nitrogenados
6.1.1.1. Amonio

Principio: La determinacion de amonio se basa en el método de Soldrzano (1969). El
método consiste en tratar las muestras de agua en un medio alcalino de citrato de
hipoclorito de sodio y fenol, en presencia de nitroprusiato de sodio como catalizador. Se
forma el compuesto azul de indofenol formado con el amoniaco y este se mide por su
absorbancia a 640 nm. La precision expresada como el coeficiente de variacion para esta

técnica fue de 1.2 %.

6.1.1.2. Nitritos

Principio: La determinacion de nitritos se basa en el método colorimétrico descrito
por Strickland y Parsons (1972) y Grasshoff et al. (1990), en el cual el nitrito presente en la
muestra de agua se hace reaccionar con sulfanilamida en medio 4cido, al compuesto que se
forma se hace reaccionar con N-1-naftiletilendiamina (NED), y éste produce una coloracién
rosa debido al compuesto azo. Una vez producida la coloracion se lee la absorbancia de la
muestra a una longitud de onda de 543 nm. La precision expresada como el coeficiente de

variacion para esta técnica fue de 0.9 %.

6.1.1.3. Nitratos

Principio: El método para la determinacion de nitratos se basa en la reduccion
cuantitativa (90 a 95 %) de nitratos a nitritos en una columna de limaduras de cadmio
cubiertas con cobre coloidal, en presencia de cloruro de amonio el cual produce un efecto
buffer en la disolucion y forma un complejo con el cadmio que ha sido oxidado durante la
reduccion del nitrato (Strickland y Parsons, 1972). La precision expresada como el

coeficiente de variacion para esta técnica fue de 1.0 %.
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6.1.2. Determinacion de alcalinidad (método volumétrico)

Principio: Los iones hidroxilo presentes en una muestra como resultado de la
disociacion o hidrdlisis de los solutos reaccionan con la adicion de un 4cido estandar. Por lo
tanto, la alcalinidad depende del pH usado en el punto final. Para tener la posibilidad de
distinguir entre los tres tipos de alcalinidad, es decir, la debida a hidréxidos, carbonatos y
bicarbonatos, se hace distincion entre dos tipos: la alcalinidad a la fenolftaleina y la
alcalinidad al anaranjado de metilo. Ambas formas se determinan por titulaciéon con un
acido mineral fuerte de concentracion conocida (HCl 0.01 M) (Clesceri et al., 1989). La

precision expresada como el coeficiente de variacion para esta técnica fue de 1.5 %.

6.1.3. Determinacion de iones mayoritarios
6.1.3.1. Cloruros (método argentométrico)

Principio: En una solucién neutra o ligeramente alcalina, el cromato de potasio
indica el punto final de la titulacion de cloruros con nitrato de plata. El cloruro de plata es
precipitado cuantitativamente antes de que se forme el cromato de plata y se vuelva rojo-
ladrillo (Clesceri ef al., 1989). La precision expresada como el coeficiente de variacion para

esta técnica fue de 0.6 %.

6.1.3.2. Sulfatos (método turbidimétrico)

Principio: El ion sulfato (SO4%) es precipitado en un medio 4cido con cloruro de
bario (BaCl,), para formar cristales de sulfato de bario (BaSQO,4) de tamafio uniforme. La
absorbancia de la luz de la suspension de BaSO, es medida por un fotometro y la
concentracion de SO,* es determinada por la comparaciéon de las lecturas con la curva
estandar (Armienta et al., 1987). La precision expresada como el coeficiente de variacion

para esta técnica fue de 2.1 %.

6.1.3.3. Calcio (emision de flama)

Principio: La determinacion de calcio se llevo a cabo mediante espectrofotometria de
absorcion atémica (AAS) empleando una flama de 6xido nitroso-acetileno. Utilizando
dicha flama la principal interferencia es causada por la ionizacion del mismo calcio. Esto es
solucionando por la adicion de uno o mas elementos facilmente ionizables tales como

potasio (2000-5000 pg/ml). Se determina a una longitud de onda de 422.7 nm (Clesceri et
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al., 1989). La precision expresada como el coeficiente de variacion para esta técnica fue de

0.9 %.

6.1.3.4. Magnesio (emision de flama)

Principio: La determinacion de magnesio se lleva a cabo mediante
espectrofotometria de absorcion atomica (AAS) empleando una flama de 6xido nitroso-
acetileno. Utilizando dicha flama no se presenta interferencia, por lo que no es necesario
usar un supresor idnico. Se determin6 a una longitud de onda de 258.2 nm (Clesceri ef al.,
1989). La precision expresada como el coeficiente de variacion para esta técnica fue de 0.8

%.

6.1.3.5. Sodio (emision de flama)

Principio: Cantidades bajas de sodio pueden ser determinadas por fotometria de
emision de flama a una longitud de onda de 589 nm. La muestra es rociada en una flama de
un gas y la excitacion es llevada a cabo bajo condiciones cuidadosamente controladas y
reproducibles. La intensidad de la luz a 589 nm es aproximadamente proporcional a la
concentracion del elemento (Clesceri et al., 1989). Debido a que el sodio es parcialmente
ionizado en flama de aire-acetileno, para suprimir la ionizacidn, se afiade una solucion de
cloruro de potasio para dar una concentracion final de 2000 pg/ml de potasio en todas las
soluciones, incluyendo el blanco. La precision expresada como el coeficiente de variacion

para esta técnica fue de 0.8 %.

6.1.3.6. Potasio (emisién de flama)

Principio: Cantidades bajas de potasio pueden ser determinadas ya sea por una
lectura directa o por un tipo patron estdndar de fotometria de flama a una longitud de onda
de 766.5 nm. Como el potasio es parcialmente ionizado en flama de aire-acetileno, para
suprimir la ionizacion se afiade nitrato de cesio (CsNOs) para dar una concentracion final
de 1000 pg/ml de cesio en todas las soluciones, incluyendo el blanco. El cesio debe ser
usado para evitar la contaminaciéon por potasio (Clesceri et al., 1989). La precision

expresada como el coeficiente de variacion para esta técnica fue de 0.6 %.
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6.1.4. Determinacion de cobre, cadmio, hierro, manganeso, plomo, zinc, mercurio y
arsenico por espectrofotometria de absorcion atomica

Principio: Este método consiste en la medicion de las especies atomicas por su
absorcion a una longitud de onda particular. La especie atomica se logra por atomizacion de
la muestra, siendo los distintos procedimientos utilizados para llegar al estado elemental del
atomo lo que diferencia las técnicas y accesorios utilizados (Clesceri et al., 1989). La
precision expresada como el coeficiente de variacion para la técnica de Cu, Fe, Mn, Pb, Zn,

Hgy As fuede 1.2,0.9, 1.0, 1.1, 0.8, 2.3 y 2.7 %, respectivamente.

6.2. Transporte y aclimatacion
De acuerdo con APHA-AWWA-WPFC (1992), para garantizar la calidad de los

métodos de pruebas de toxicidad se deben considerar todos los aspectos que puedan afectar
la calidad de los datos. Estos incluyen los propios procedimientos de muestreo y la
manipulacion, la fuente y las condiciones de los organismos de prueba, y los
procedimientos de prueba. Se obtuvieron postlarvas de L. vannamei en edad de PL15 de un
laboratorio de produccion comercial de la region de reconocida calidad (FITMAR S. A. de
C. V.), aclimatadas a una salinidad de 5+1 g/L, aproximadamente. Las postlarvas contaron
con un certificado de salud sanitario que indica que estan exentas de los virus IHHNV
(virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa), TSV, WSSV, IMNV (virus
mionecrosis infecciosa) y PvNv (Nodavirus), asi como de las bacterias HPB y HMS. Para
el transporte se colocaron en bolsas de plastico a las cuales se les proporciono oxigeno y
alimento y se llevaron en una hielera para mantener la temperatura durante el transporte
(Vanegas et al, 2008). Una vez transportadas al mddulo experimental Yum Kaax, se
colocaron en tanques de 400 L previamente lavados y desinfectados con hipoclorito diluido
(cloro comercial) que tuvieron agua a la salinidad y temperatura de transporte, donde
posteriormente se evalud la supervivencia (<98%). A partir de las 24 h después del
transporte se inicio la aclimatacion de las postlarvas a las salinidades de 1 y 3 g/L con agua
de mar diluida siguiendo los protocolos de Van Wyk et al. (1999). Una vez aclimatados a
las salinidades deseadas se mantuvieron en periodo de adaptacion al medio hasta la edad de
PL20 (+48 h). Las postlarvas fueron alimentadas diariamente al 10 % de su biomasa total

con alimento comercial para postlarvas (S-Pak 2/5, INVE Aquaculture, 40 % de proteina, 6
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% lipidos y 3 % fibra) y se realizaron recambios de agua diarios del 50 % para evitar la
acumulacion de compuestos nitrogenados hasta PL20; para determinar la calidad de las
postlarvas se realizdé una prueba de estrés de salinidad, la cual consisti6 en someter 200
organismos a 35 g/L de salinidad durante 30 minutos y después llevarlos a la salinidad a la
que se encontraban originalmente, se dejaron transcurrir otros 30 minutos para después
contar las postlarvas vivas y muertas; el % de mortalidad fue menor del 10%, por lo tanto,
los organismos mostraron una excelente calidad (Rojas et al., 2005).

Para el caso de los juveniles, estos se obtuvieron de una granja comercial (Nueva
Generacion) de camar6n cultivados en baja salinidad y que contaban con organismos de
aproximadamente 3 g y que su ubicacion fue cerca a las instalaciones del YK para reducir
estrés en los organismos durante su captura y transporte. Los organismos contaron de la
misma manera que las postlarvas con un certificado de salud libre de los patogenos
anteriormente mencionados y fueron transportados al médulo experimental en bidones de
50 L y con saturacion de oxigeno. En el médulo experimental, los juveniles se colocaron en
tanques de 400 L a la salinidad inicial a la que se encontraban. En dichos tanques, los
organismos se mantuvieron por 5 dias, tiempo en que se aclimataron a la salinidad de 1 y 3
g/L. Durante este tiempo se realizaron recambios de agua diarios del 50 % para evitar
acumulacion de compuestos nitrogenados y se alimentaron 3 veces al dia con alimento
comercial para camarén Provimi de la compania Animalnutri México S.A. de C. V. (40 %
de proteina, 5 % grasa, 5 % fibra, 13.5 % cenizas, 12.0 % humedad y 24.5 % E.L.N.).
Solamente los camarones juveniles en fase de intermuda fueron seleccionados para las
diferentes pruebas. La etapa de muda fue determinada mediante la observacion de los
urdpodos (Wassenberg y Hill, 1984).

Durante el proceso de la aclimatacion y pruebas de toxicidad de postlarvas y
juveniles, se mantuvieron a una temperatura de aproximadamente 28+1 °C con periodos de
dia (luz) - noche (oscuridad) de 12 h (Saoud et al., 2003). Diariamente se monitorearon las
variables fisico-quimicas, para medir el oxigeno disuelto y la temperatura se utiliz6 un
oximetro YSI DO 200, mientras que para el pH y los so6lidos disueltos totales (TDS) (a
través de la conductividad eléctrica) se empled un potenciometro pHTestr 1 y una sonda de

conductividad OAKTON TDS5, respectivamente.
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6.3. Pruebas de toxicidad

Los experimentos de toxicidad aguda se llevaron a cabo con 8 concentraciones
diferentes y con un testigo para cada compuesto toxico (amonio, nitritos y nitratos), y en
cada una de las salinidades (1 y 3 g/L), tanto en postlarvas y juveniles. Las pruebas con
cada concentracion y su control se realizaron por triplicado en todos los casos (30
organismos por bateria de triplicado). Para que las pruebas puedan considerarse aceptables
es necesario contar con controles que no contengan el toxico (0 mg/L) y que al finalizar las
pruebas se observen supervivencias superiores al 90 %, de esta manera se determina si la
muerte de los organismos fue a causa del toxico o por otro agente (APHA, 1992). Las
pruebas se llevaron a cabo de acuerdo con el método estatico con renovacion, en el cual las
soluciones del toxico se renuevan diariamente (Buikema ef al., 1982). Se tomaron muestras
de las soluciones antes y después de los recambios para determinar analiticamente la
concentracion del compuesto toxico de prueba (Vanegas et al., 2008). Todos los recipientes
utilizados para las pruebas de toxicidad contaron con sistema de aireacion constante por
medio de un soplador durante las 96 h. Cada 24 h se cuantific6 la concentracion del toxico
en el agua contenida en los recipientes por medio del método de colorimetria

correspondiente (Solorzano, 1969; Strickland y Parsons, 1972; Grasshoff ef al., 1990).

6.3.1. Prueba para comparar cuatro diferentes métodos para evaluar la toxicidad
aguda de nitritos en postlarvas L. vannamei

Esta prueba de toxicidad se realizo por triplicado en recipientes de PET (Tereftalato
de polietileno) de 1 L previamente lavados y desinfectados (con hipoclorito de sodio) que
contenian 500 ml de agua de mar diluida a la salinidad de 3 g/L y la concentracion
correspondiente del toxico, se colocaron en cada recipiente grupos de 10 postlarvas (PL18)
previamente pesadas en una balanza analitica SHIMADZU TX223L (precision de 0.1 mg).

La solucion madre de N-NO," se prepar6 disolviendo 12.321 g de NaNO, en 1 L de
agua mili-Q (2500 mg/LL de N-NO;). Las concentraciones nominales de N-NO,
seleccionadas fueron O (control), 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20, 25 y 35 mg/L, y se alcanzaron
mediante la adicion de volumenes adecuados de la solucion madre a la solucion de prueba.
Las concentraciones de N-NO,™ en las soluciones de prueba se determinaron analiticamente

cada 24 h usando un método estandar (Strickland y Parsons, 1972; APHA, 1989). La
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precision de las medidas expresadas como coeficiente de variacion fue inferior al 3.5 %. La
prueba de toxicidad consistid en cuatro tratamientos experimentales con sus respectivas
concentraciones, controles y triplicados; los tratamientos T1 y T4 se desarrollaron con el
método estatico, mientras que T2 y T3 incluyeron renovacion diaria de la solucion (100 %)
de la solucidn de nitrito (estatica con el método de renovacion). Durante el experimento, los
camarones de los tratamientos T1 y T3 no fueron alimentados, mientras que T4 y T2 fueron
alimentados.

Durante las pruebas de aclimatacion y toxicidad, los organismos se mantuvieron a
una temperatura de 26.1+£0.2 °C, 6.5+0.3 mg/L de oxigeno disuelto y un pH de 8.2+0.2. La
supervivencia se verifico cada 24 h durante 96 h. Se asumié la muerte cuando los
camarones estaban inmdéviles y no mostraron respuesta cuando se tocaron con una varilla
de vidrio. Los camarones muertos fueron retirados diariamente de los contenedores.

Un problema en el calculo de la CLsy es identificar la concentracién a la cual los
organismos estdn expuestos. Esto es debido a que los tdxicos como el nitrogeno en sus
distintos compuestos pueden ser alterados en sus concentraciones a través del tiempo de
exposicion. La CLsy se calculd utilizando las concentraciones de N-NO, con tres
procedimientos: (i) con los medidos en el periodo inicial (0 h) de exposicion al camaron,
que fue consistentemente similar o igual a la concentraciéon nominal preparada a partir de la
solucion madre; convencionalmente, este procedimiento es usualmente el mas usado; (ii)
con los niveles de N-NO;™ cuantificados después de cada 24 h de exposicion (24, 48, 72 y
96 h); y (ii1) con los valores medios entre la CLso obtenida a partir de la concentracion
inicial (o nominal) de N-NO;" y la CLs de los obtenidos a partir de las mediciones cada 24
h. Se supone que este tltimo procedimiento corresponde mas con los niveles de exposicion

reales, o al menos es el mas representativo.

6.3.2. Pruebas de toxicidad letal aguda individual de amonio, nitritos y nitratos en
postlarvas

Las pruebas de toxicidad aguda en postlarvas de L. vannamei se llevaron a cabo en
recipientes de PET de 1 L previamente lavados y desinfectados (con hipoclorito de sodio)
que contenian 500 ml de agua de mar diluida a las salinidades requeridas (1 y 3 g/L) y la

concentracion correspondiente del toxico, se colocaron en cada recipiente grupos de 10
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postlarvas previamente pesadas en una balanza analitica SHIMADZU TX223L (precision
de 0.1 mg).

Las concentraciones de amonio, nitritos y nitratos fueron elegidas a partir de corridas
preliminares para conocer el intervalo de toxicidad (Vanegas et al., 2008) y los trabajos de
diferentes autores. Para la prueba de amonio, las concentraciones utilizadas para una
salinidad de 1 y 3 g/LL fueron 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 mg de NAT/L, y 0, 10, 20,
25, 30, 35, 40, 45 y 50 mg de NAT/L, respectivamente (Frias-Espericueta et al., 1999; Lin
y Chen, 2001; Schuler et al., 2010); para la preparacion de las soluciones se utilizé cloruro
de amonio (NH4Cl). En el caso de los nitritos, las concentraciones establecidas para la
salinidad de 1 g/L fueron 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20, 25, y 35 mg N-NO,/L, y para la
salinidad de 3 g/L fueron 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 25, 35 y 45 mg N-NO, /L, utilizando el
reactivo nitrito de sodio (NaNO,) (Gross et al., 2004; Schuler et al,. 2010). Para las pruebas
de toxicidad de nitratos las concentraciones fueron 0, 50, 100, 200, 400, 500, 600, 700 y
800 mg de N-NO57/L y 0, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400 y 1600 mg de N-NOs/L
para las salinidades de 1 y 3 g/L, respectivamente; la solucion utilizada se prepard con
nitrato de sodio (NaNOs) (Lee y Wickins, 1997; Romano y Zeng, 2009a; Kuhn et al,
2010).

Las pruebas de toxicidad aguda tuvieron una duracion de 96 h, durante este tiempo
se realizaron observaciones cada 12 h, con la ayuda de una vara de vidrio se determiné si
los organismos estaban vivos o muertos, se efectuaron recambios de agua cada 24 h de
acuerdo al método estdtico con renovacion para pruebas de toxicidad (Buikema et al.,
1982) y se alimentaron 2 veces al dia con alimento comercial para postlarvas (S-Pak 2/5,

INVE Aquaculture).

6.3.3. Pruebas de toxicidad letal aguda por separado de amonio, nitritos y nitratos en
juveniles

Para las pruebas de toxicidad en juveniles se utilizaron recipientes de polietileno de
20 L previamente lavados y desinfectados con hipoclorito de sodio diluido, los cuales
contenian 10 L de agua a las salinidades correspondientes (1 y 3 g/L) y la concentracion del
toxico correspondiente, la cual fue suministrada directamente en el agua, donde se

colocaron grupos de 10 organismos en cada recipiente (densidad 142.9 organismos/m?).
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Los grupos de organismos fueron pesados con una balanza analitica SHIMADZU TX223L
(precision de 0.1 mg) antes de transferirlos a los recipientes de experimentacion. En cuanto
a las concentraciones de prueba, estas fueron elegidas a partir de pruebas preliminares
usadas en diferentes estudios con L. vannamei y otras especies de peneidos. Para la prueba
de amonio, las concentraciones fueron 0, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120 y 150 mg NAT/L con
la solucion de cloruro de amonio (NH4Cl) (Chen et al., 1990a, 1990b; Frias- Espericueta et
al., 1999). Para nitritos las concentraciones fueron 0, 10, 20, 30, 40, 50, 70, 90 y 100 mg N-
NO,/L con nitrito de sodio (NaNO,) (Chen y Chen, 1992a; 1992b; Lin y Chen, 2003; Gross
et al., 2004 y Schuler et al., 2010). Para las pruebas de nitratos las concentraciones fueron
0, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1500 y 1800 mg N-NO;/L preparadas con nitrato de
sodio (NaNO3) (Kuhn et al., 2010; Romano y Zeng, 2009a). De la misma manera que en las
pruebas de toxicidad con postlarvas se realizaron observaciones cada 12 h utilizando una
vara de vidrio hasta finalizaron las 96 h de prueba. Cada 24 h se efectuaron recambios
totales de agua con las concentraciones del toxico correspondiente (Buikema ef al., 1982) y
los organismos fueron alimentados 2 veces al dia con alimento comercial para camardén

Provimi con 40 % de proteina (Balbieri, 2010).

6.3.4. Pruebas de toxicidad letal aguda de amonio, nitritos y nitratos combinados en
postlarvas y juveniles

Después de realizar las pruebas de toxicidad por separado de amonio, nitritos y
nitratos tanto en postlarvas y juveniles de L. vannamei, se procedio a realizar pruebas
combinadas de estos tres compuestos nitrogenados (amonio-nitritos-nitratos) para
determinar si existe un efecto sinérgico, antagonico, aditivo y/o potencial considerando una
razon de toxicidad (RT) de 1:1:1 y 1:1, donde las concentraciones de amonio, nitritos y
nitratos dependieron de la CLs individual a las 96 h. De acuerdo a la férmula descrita por
Lloyd (1961), Chen y Chin (1988b), Vanegas et al. (1997) y Frias-Espericueta (2002) se
calcularon tanto la razon de toxicidad como las unidades toxicas, si en un ensayo se observa
una respuesta mayor que la esperada de los organismos cuando éstos son expuestos a una
unidad téxica (UT) menor a 1, el tipo de interaccion de los componentes es sinérgico,
cuando es igual a 1 UT es estrictamente aditiva, y si no se observan respuestas o éstas son

menores que la esperada cuando la UT es mayor a 1, el efecto es antagonico. Considerando
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que un efecto aditivo es muy estricto por su valor igual a 1, en este trabajo se considerd
como efecto aditivo aquel valor de UTsy de un tiempo determinado que fuera igual o
cercano a 1 en el intervalo de los limites superior e superior. Las pruebas se realizaron con
postlarvas PL20 a salinidades de 1, y 3 g/L; y en juveniles de 3 g a una salinidad de 3 g/L.
Al igual que las pruebas anteriores, éstas se llevaron a cabo por el método estatico con
renovacion por 96 h. Cada concentracion de prueba combinada que se realizo se llevo a
cabo por triplicado, ademas se contd con una bateria como control que estuvo libre de los
toxicos. Tanto las postlarvas y juveniles de L. vannamei que se utilizaron para estas pruebas
fueron transportadas y aclimatadas de la misma manera que en las pruebas de toxicidad
letal aguda individuales para después transferir grupos de 10 organismos a cada uno de los
recipientes que contenian el agua de mar diluida y las concentraciones de los toxicos. Los
recipientes contaron con sistema de aireaciéon constante, cada 12 h se realizaron
observaciones y se alimento a los organismos 2 veces al dia hasta finalizar la prueba (96 h).

Para poder comparar los efectos de las mezclas de compuestos nitrogenados en aguas
de baja salinidad con los efectos en ambientes de aguas marinas, se realizd una prueba
combinada (amonio-nitritos-nitratos) en postlarvas y juveniles en agua de mar diluida (25
g/L); tanto la razon de toxicidad como las unidades toxicas fueron calculadas de acuerdo a
las CLs individuales de amonio, nitritos y nitratos estimadas en las pruebas individuales
para postlarvas y juveniles de L. vannamei a una salinidad de 3 g/L. Las pruebas de
toxicidad aguda de mezclas en agua de mar diluida (25 g/L) con postlarvas y juveniles
fueron desarrolladas de la misma manera que las desarrolladas en ambientes de baja

salinidad (1 y 3 g/L).

6.3.5. Pruebas de toxicidad subletal de amonio, nitritos y nitratos en el corto plazo (48
horas) en juveniles de L. vannamei

Para poder identificar los efectos (niveles de lactato, glucosa, oxihemocianina) que
causan concentraciones subletales de amonio, nitritos y nitratos por separado en los
organismos, se procedio a realizar pruebas de 48 h. Las concentraciones de exposicion de
cada compuesto nitrogenado se eligieron a partir de los resultados de las pruebas por
separado de toxicidad letal aguda a 96 h en juveniles, es decir, se utilizé el 0, 10, 25 y 50 %

del valor de la CLsy de cada téxico por separado (Sprage, 1971; Frias-Espericueta et al.,
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2008; Marifo-Balsa ef al., 2000; Bautista-Covarrubias et al., 2014). Estas pruebas se
llevaron a cabo con juveniles de L. vannamei (3 g) previamente aclimatados a una salinidad
de 3 g/L, los cuales se transfirieron en grupos de 20 camarones a acuarios que contenian 80
L de agua de mar diluida con agua dulce filtrada (densidad 100 organismos/m?), cada uno
de los recipientes contenian un difusor de aire. Por triplicado se manejaron las
concentraciones del toxico (amonio, nitritos y nitratos) y como control se tuvo una bateria
por triplicado que estaba libre del toxico (0 % del valor de la CLs(). Esta prueba se llevo a
cabo por el método estatico sin renovacion, 24 h antes de iniciar la prueba y durante el
desarrollo de la misma, los organismos no se alimentaron (Cheng y Chen, 1998; Lee y
Chen, 2003; Cheng ef al., 2013). Una vez expuestos los organismos a las diferentes
concentraciones del toxico, se tomaron 3 organismos de cada réplica a las 6, 12,24 y 48 h
para extraer hemolinfa para los analisis correspondientes (oxihemocianina, glucosa, lactato

e iones).

6.3.6. Pruebas de toxicidad subcronica de amonio y nitritos solos y combinados en el
mediano plazo (28 dias) en juveniles de L. vannamei

Se procedi6 a realizar pruebas por separado y en combinacion de amonio y nitritos en
el mediano plazo (28 dias) con juveniles de L. vanmnamei. Las concentraciones de
exposicion de casa compuesto nitrogenado se eligieron a partir de los resultados de las
pruebas por separado de toxicidad letal aguda a 96 h en juveniles, es decir, se utilizaron 3
diferentes porcentajes (0, 5 y 10%) del valor de la CLsy de cada toxico por separado
(Sprage, 1971; Marifio-Balsa et al., 2000; Frias-Espericueta et al., 2008; Bautista-
Covarrubias et al., 2014). Estas pruebas se llevaron a cabo con juveniles de L. vannamei (3
g aprox.) previamente aclimatados a una salinidad de 3 g/L, los cuales se transfirieron en
grupos de 20 camarones a acuarios que contenian 80 L de agua de mar diluida con agua
dulce filtrada (densidad 100 organismos/m?), cada uno de los contenedores conté con un
filtro mecénico que sirvid para remover materia organica mismo que era cambiado cada 5
dias, asi también, cada contenedor tenia un difusor de aire. Las diferentes concentraciones
del toxico (amonio y nitritos) se manejaron por triplicado y como control se contd con una
bateria por cada prueba a la salinidad de 3 g/L que estuvo libre del téxico. Para poder

comparar los efectos a evaluar en camarones expuestos solos y combinados con amonio y
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nitritos en ambientes de baja salinidad con los de aguas marinas, se realizdé una pruebas
bajo las mismas condiciones que en agua de baja salinidad; sin embargo, la salinidad de
estas prueba fue a 25 g/L y los camarones utilizados fueron obtenidos de una granja
comercial cultivados a 28 g/L de salinidad. Las pérdidas de agua por evaporacion en los
recipientes durante el desarrollo de las pruebas fueron recuperadas con agua de mar diluida
a la salinidad correspondiente, la cual contenia la concentracion del compuesto nitrogenado
que se adiciono al inicio de la prueba, asi también, se realizaron diariamente recambios de
agua del 30 % con la concentracion del toxico correspondiente. Se realiz6 un monitoreo de
la calidad del agua, la cual incluia: temperatura, oxigeno disuelto, pH, conductividad en el
agua/salinidad, amonio, nitritos y nitratos.

Diariamente se revisaron los organismos para anotar sefiales clinicas que indicaban
alguna desviacion de su estado de salud, tales como cambios de coloracion, anorexia,
letargia, etc. Los camarones fueron alimentados dos veces al dia con alimento comercial
Camaronina de la compafiia Purina México S.A. de C. V., y cada semana se realizaron
biometrias y la racion de alimento se ajustd en consecuencia. Para determinar la tasa de
crecimiento (GR) se calculd con la formula (Araneda ef al, 2008): GR= (Wf- Wi) / t;

donde: WT = peso final, Wi = peso inicial; t = tiempo.

6.4. Medicion de indicadores de estrés (oxihemocianina, glucosa y lactato) en la
hemolinfa

La medicion de indicadores de estrés en la hemolinfa solo se llevo a cabo en las
pruebas de toxicidad subletal con juveniles, debido a que es factible y mas facil obtener el
volumen de hemolinfa requerido para dichos anélisis. Se obtuvieron aproximadamente 100
uL de hemolinfa que se extrajeron del seno ventrolateral del abdomen con ayuda de una
jeringa desechable hipodérmica con aguja ultrafina de 29G x 13 mm previamente
enjuagada con una solucidon salina isotonica (Mendoza, 1992). La aguja se insertd
suavemente a través de la membrana artrodial del quinto pleopodo, para tener acceso al
seno. Para la determinacion de oxihemociana se tomaron 10 pLL que fueron diluidos en 990
nL de agua destilada para hacer la lectura a una longitud de onda de 335 nm. Utilizando el

coeficiente de extincion E™ de 17.26, se calculd la concentraciéon de oxihemocianina (He=
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(Abs/17.36)*FD; doénde: Hc= concentracion de hemocianina; Abs= absorbancia; FD=
factor de dilucion) (Nickerson y Van Holde, 1971; Chen et al., 1994).

Se utilizaron kits comerciales, para la determinacion de la glucosa (glucosa oxidasa—
peroxidasa, Merck), y lactato (lactato oxidasa-peroxidasa, Sigma); del total de hemolinfa
extraida se tomaron 50 pL. que fueron diluidos con 100 pL de solucién isotonica (SIC-
EDTA), las muestras se centrifugaron a 800 g por 3 min a 4 °C para después leer a
diferentes longitudes de onda con los kit comerciales. El método se basa en utilizar un
reactivo cromogeno que se adiciona al plasma para después medir la absorbancia en un
equipo de espectrofotometria (lector de microplacas), Multiskan FC, Thermo Fisher

Scientific (a 490 nm para glucosa y a 540 nm para lactato) (Bradford, 1976).

6.5. Medicion de iones Na*, K*, Ca*y Mg*? en la hemolinfa

En las mismas pruebas subletales con juveniles, fueron extraidos 150 pL de
hemolinfa con una jeringa desechable hipodérmica con aguja ultrafina de 29G x 13 mm la
cual fue enjuagada previamente con una solucidn isotdnica. Aproximadamente 100 pL fue
utilizada para las mediciones de iones (Ca™, Mg™, Na" y K"). Las muestras de hemolinfa
fueron colocadas en vasos de teflon que contenian 3 mL de 4cido nitrico concentrado
(HNO;) grado trace metals (J.T. Baker) para después ser llevados a digestion en una
plancha de arena a una temperatura de 120 °C por 3 h. Una vez realizadas las digestiones,
las muestras fueron aforadas con agua Mili-Q a un volumen de 10 mL, aproximadamente.
Para la determinacion de los iones se utilizd un espectrofotdmetro de absorcion atdmica
Varian modelo SpectrAA220 (técnica por emision de flama). Para determinar la exactitud y
precision del método se analizaron blancos y material de referencia (NIST en tejido blando
de ostion). Para Na', K™, Ca" y Mg™, los porcentajes promedios de recuperacion fueron
97.542.6, 94.2+2.6, 104.7£2.2 y 93.7x1.7 %, respetivamente. Las diferentes

concentraciones de iones en la hemolinfa fueron expresadas como mmol/L.

6.6. Niveles de seguridad de amonio, nitritos y nitratos para postlarvas y juveniles de
L. vannamei
Después de determinar la concentracion letal media de amonio, nitritos y nitratos

solos y combinados en postlarvas y juveniles de L. vannamei y con base en las pruebas de
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toxicidad agudas letales y subletales bajo condiciones de laboratorio, se establecieron los
niveles de seguridad, que son valores inferiores a la concentracion letal media. De acuerdo
a Sprague (1971) el nivel de seguridad es la concentracién de un contaminante que a largo
plazo no tiene un efecto adverso sobre los organismos, y puede ser obtenido multiplicando
el valor de la CLs0-96 h por un factor de aplicacion de 0.1; aunque el factor de aplicacion es
usado a juicio de los investigadores debido a que los efectos adversos son percibidos de
distinta manera. Por ejemplo, Frias-Espericueta et al. (2008) propone un factor de
aplicacion de 0.005, mientras que Marifno-Balsa et al. (2000) propone de 0.01. EI factor de
aplicacion utilizado en esta investigacion fue de 0.05, factor establecido a partir de los
resultados obtenidos de las pruebas letales, subletales y subcronicas de cada uno de los
compuestos nitrogenados a los cuales fueron expuestos los organismos.

Para las pruebas de toxicidad de amonio, las concentraciones fueron expresadas como
mg/L de NAT y las de N-NH3/L se calcularon de acuerdo a la salinidad, pH, y temperatura
del agua (Bower y Bidwell, 1978; Soderberg y Meade, 1991; Millero, 2006).

6.7. Analisis de los datos

Para determinar las concentraciones letales medias de amonio, nitritos y nitratos se
hicieron mediante un programa de computo disefiado para ello y que utiliza modelos Probit.
Este programa genera una linea de ajuste Optima entre el logaritmo de las concentraciones
probadas y el porcentaje de mortalidad o mortalidad Probit, y al mismo tiempo calcula la
concentracion letal media (CLsg) para un tiempo determinado (24, 48, 72 y 96 h de
exposicion al toxico), asi como la normalidad y los limites de confianza de los datos al 95
% (Finney, 1971). Para establecer diferencias significativas entre las CLs, a salinidades de
1 y3g/L(p>0.05), se llevd a cabo una prueba de comparacion entre estas (prueba z) por el
método propuesto por APHA (1992).

Para determinar si existen diferencias significativas entre los indicadores de estrés,
iones en la hemolinfa, supervivencia y crecimiento en los diferentes tratamientos de cada
una de las pruebas se compararon los valores medios mediante una prueba de andlisis de
varianza (ANOVA) de una via o su equivalente no paramétrico (Kruskal-Wallis) y en caso
de encontrar diferencias (p <0.05) se procedié a realizar una prueba de comparacion
multiple de medias; esto mismo fue aplicado para determinar diferencias significativas
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entre los valores de CLsy en el mismo tiempo de exposicion pero diferentes salinidades (1,
3y 25 g/L). En el caso de los valores promedios de porcentajes de supervivencia se les
realiz6 una transformacion a valores de la raiz cuadrada de arco-seno antes de realizar las
comparaciones debido a que los datos de porcentajes tienden a no tener una distribucién

normal (Zar, 1984).
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7. RESULTADOS

7.1. Caracteristicas quimicas de las aguas de prueba

En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas quimicas del agua de mar y agua dulce
filtrada que fueron utilizadas para las diferentes pruebas de toxicidad, se realizd una
caracterizacion quimica al inicio y final de las pruebas. El agua de mar presentd una
salinidad de 33 g/L al inicio y final de las pruebas de toxicidad. El agua dulce registrd al
inicio y final de las pruebas una salinidad de 0.182 y 0.175 mg/L, respectivamente. Los
niveles de metales analizados en ambas aguas y diferentes periodos de pruebas estuvieron
dentro de las concentraciones tipicas y de seguridad maxima en aguas dulces y de mar
destinados al cultivo de organismos acuaticos (Frias-Espericueta et al., 2001; Boyd, 2009).
En cuanto a los iones mayoritarios en el agua de mar, los niveles fueron muy similares a los
tipicos registrados para una salinidad de 33 g/L (Millero, 2006), y en el agua dulce las
concentraciones de mayoritarios estuvieron por arriba de la concentracion tedrica de un
agua de mar diluida a la misma salinidad (Boyd y Thunjai, 2003; Roy ef al., 2010).

Tabla 1. Caracterizacion quimica del agua de mar y agua dulce utilizada al inicio y final de
las pruebas de toxicidad.

Inicio Final

Variable Agua de mar Agua dulce Agua de mar Agua dulce

filtrada filtrada filtrada filtrada
Salinidad (g/L) 33 0.182 33 0.175
Potasio (mg/L) 429.1 (372.9) 6.8 (2.05) 445.2 (372.9) 6.5 (1.97)
Sodio (mg/L) 11 224.0 (10117.8) 43.6(55.80) 10805.0 (10117.8)  39.8 (53.66)
Calcio (mg/L) 345.4 (386.1) 47.4 (2.13) 380.8 (386.1) 44.5 (2.04)
Magnesio (mg/L) 1439.1 (1204.5) 13.9 (6.64) 1415.6 (1204.5) 14.1 (6.39)
Mercurio (ug/L) 0.314 0.015 0.321 0.009
Cobre (png/L) 15 33 11 35
Zinc (ng/L) 4 1 5 1
Plomo (pg/L) * * * *
Cadmio (pg/L) * * * *
Hierro (ng/L) * * * *
N-NO, -(mg/L) 0.002 0.002 0.002 0.003
N-NO, (mg/L) 0.903 10.73 0.885 11.2
NAT (mg/L) 0.024 0.006 0.020 0.004

* Por debajo del limite de deteccion (plomo <0.089 ng/L; cadmio <0.017 pg/L; hierro <0.034 pg/L)
() Concentraciones tedricas de iones en un agua de mar diluida a la salinidad correspondiente
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Las concentraciones de nutrientes en el agua de mar y dulce (NAT, N-NO;  y N-NOs)
en los ambos periodos de pruebas (inicio y final) estuvieron por debajo de las
concentraciones seguras para el cultivo de L. vannamei (Van Wyk y Scarpa, 1999; Frias-

Espericueta et al., 2000; Gross et al., 2004) (Tabla 1).

7.2. Comparacién de cuatro métodos para evaluar la toxicidad letal aguda de nitritos
en postlarvas L. vannamei

Las diferencias en las concentraciones de N-NO,™ para los cuatro tratamientos entre
los niveles reales medidos al inicio y las concentraciones nominales fueron minimas entre
el 0.5y 0.9 % de los niveles seleccionados. Durante el desarrollo de las pruebas, las
concentraciones de N-NO, medidas cada 24 h en los dos tratamientos estaticos con
renovacion, T2 (alimentacidon) y T3 (sin alimentacion) estuvieron dentro del 5 % de las
concentraciones nominales, que son aceptables para las pruebas de toxicidad aguda
(Buikema ef al., 1982). Sin embargo, en los tratamientos estaticos T4 y TI1, las
concentraciones de N-NO, se modificaron significativamente durante el periodo de prueba;
la concentracion inicial en relacion con la concentracion final (96 h) de N-NO, en T4 y T1
se redujo 56.3 y 40.3 %, respectivamente. Claramente, esto indica que en las pruebas
estaticas los niveles de N-NO,™ disminuyen significativamente, siendo mas evidente cuando
los camarones son alimentados. Esta reduccion de los nitritos podria estar relacionada con
la captura del camarén y acumulacion en la hemolinfa y en otros tejidos de nitritos como lo
han demostrado Chen y Chen (1992a,1992b) en P. monodon y P. japonicus.

Otro punto que puede ser relevante durante el desarrollo de las pruebas es el amonio,
que es un compuesto altamente toxico. Es evidente que los camarones que no fueron
alimentados probablemente estuvieron expuestos a niveles mas bajos de amonio en
comparacion con el grupo de camarones que fueron alimentados. Ademas, los niveles de
amonio deberian verse afectados por la renovacion de la solucidn; la renovacion reduce el
amonio y el método estatico acumula el amonio generado por la excrecion del camardn
(Chen y Chen, 1997). Zhang et al. (2009) encontraron en juveniles de L. vannamei en agua
de baja salinidad (5 g/L) que la tasa de excrecion de amonio fue de 0.05 umol de NAT g/h.
Teniendo en cuenta que dicha tasa de excrecion es similar para PL18 (30 mg), entonces, 10

PL generarian apenas 5 pg de NAT por 24 h. Esto indica la baja magnitud del amonio que
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podria excretarse por PL’s. Ademas, Boyd (1990) indica que la aireacion es uno de los
mejores métodos para oxidar el amonio a nitrato y para volatilizar el amonio. Por lo tanto,
por la aireacion continua se supone aqui que los niveles de amonio fueron insignificantes.
Durante la prueba de los cuatro tratamientos, se monitore6 el pH cada 12 h, se encontrd que
los valores se mantuvieron entre 8.1 y 8.3; valores que estan dentro del rango recomendado
para L. vannamei (Bardach et al., 1986). La acumulacidon de nitritos en la hemolinfa en
funcién del pH ha sido estudiada por Chen y Cheng (2000) en P. monodon, encontrando
que el nitrito en pH de 6.8 se incorpora mas facilmente en comparacion con el pH de 8.2 y
9.8. Dichos resultados son dificiles de extrapolar a L. vannamei, por lo que esto revela la
necesidad de desarrollar futuros estudios sobre la influencia del pH en la toxicidad de los
nitritos.

Los porcentajes de mortalidad en los grupos control fueron diferentes en cada uno de
los cuatro tratamientos: 6.6, 0.0, 23.3 y 3.3 % para T1, T2, T3 y T4, respectivamente.
Considerando que para la validacién de las pruebas de toxicidad, es necesario que la
mortalidad en los controles permanezca por debajo del 10 % (Buikema et al., 1982), esta
afirmacion debe rechazarse en el tratamiento T3. En los tratamientos T1 y T3 donde los
organismos no se alimentaron durante la exposicion a nitritos, se observo canibalismo en
concentraciones inferiores a 5 mg/L de N-NO,’; en T3, el canibalismo fue mas evidente, lo
que explica la mortalidad registrada del 23.3 %. A partir de estos resultados, cuando el
tratamiento implica renovacion estatica y sin alimentacion, estd claro que este tipo de
pruebas con camarones no son favorables, debido a su comportamiento de alimentacion y
de agresion.

En Figura 1 se presenta la CLsy de N-NO; a las 24, 48, 72 y 96 h para las postlarvas
de L. vannamei calculadas con las concentraciones determinadas a 0 y cada 24 h para los
cuatro tratamientos. La CLso de N-NO, a las 96 h calculada con las concentraciones
iniciales (0 h) para cada uno de los tratamientos fue de 5.28+0.13, 6.67+0.22, 4.93+0.41 y
4.3240.14 mg/L, en T1, T2, T3 y T4, respectivamente.
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Figura 1. Valores medios de CLsy (*desviacion estandar) de N-NO, (mg/L) para
postlarvas de L. vannamei estimadas con las concentraciones iniciales de nitritos (0 h,
barras sin relleno) y determinadas cada 24 h (barras grises) en las diferentes soluciones de
prueba. Diferentes letras en cada tratamiento indican diferencias significativas (p <0.05)
entre CLso. Las letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas (p <0.05)
entre la CLsy de cada tratamiento calculada con la concentracion inicial (nominal). T1
(estatica + sin alimentacion); T2 (estatica con renovacion + alimentacion); T3 (estatica con
renovacion + no alimentacion) y T4 (estatica + alimentacion).

La CLso de N-NO,™ a las 96 h calculadas con las concentraciones determinadas cada
24 h en los tratamientos indicados fueron de 2.32+0.10, 6.57+0.28, 4.76+0.35 y 3.61+£0.27
mg/L para T1, T2, T3 y T4, respectivamente. A las 96 h de exposicion, hubo una diferencia
significativa (p <0.05) entre la CLsyp de N-NO, calculada con los niveles de nitritos
cuantificados inicialmente (o nominal) y los medidos cada 24 h en T1 y T4. Por el
contrario, no hubo diferencias significativas (p >0.05) para el T2 y T3. Esto indica que la
alimentacion modifica la concentracion inicial del toxico, y por lo tanto puede influir en los
valores CLs0-96 h cuando las pruebas se desarrollan con el método estatico (Figura 1).

Las CLsy de N-NO, calculadas con el promedio de las CLsy obtenidas de las
concentraciones iniciales (nominal) de N-NO," y las concentraciones medidas cada 24 h, se
supone que representa mas de cerca la exposicion a nitritos, y por lo tanto, tales CLsg, son

mas representativas. La Figura 2 muestra tales valores de la CLsy a 24, 48, 72 y 96 h de
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exposicion a nitrito en postlarvas de L. vannamei. Para una exposicion de 48 h, T2 mostro
diferencias significativas con T4 y con T3 pero no con T1; sin embargo, a las 24 h de
exposicion no se observaron diferentes entre los cuatro tratamientos. Los valores promedio
de CL50 a las 96 h fueron 3.8+1.62, 6.62+0.23, 4.85+0.35 y 3.97+£0.43 mg/L. de N-NO; en
los tratamientos T1, T2, T3 y T4, respectivamente; T2 solo fue significativamente diferente
(p <0.05) al tratamiento T3; sin embargo, es importante mencionar que no hay diferencias
significativas entre T2 y T4, y entre T2 y T1. En el control de T3 ocurrié una mortalidad
importante (23.3 %) debido al canibalismo. Es relevante la magnitud de la variacion de los
valores de CLs; obtenidos para cada tratamiento, de los cuales T2 consistentemente
exhibido la desviacion estandar mas baja para los cuatro periodos de exposicion
examinados (Figura 2). En general, los valores de CLsy de N-NO," obtenidos para los cuatro
periodos siguieron el orden decreciente: T2>T3>T1, T4. La magnitud de estos valores de la
CLs y las diferencias significativas observadas indican que las concentraciones de nitrito
en las soluciones de prueba se modifican al alimentar cuando se usa el método estatico con
renovacion, en contraste con las pruebas estaticas.

Existe una gran variabilidad en las diferentes estrategias utilizadas para las pruebas de
toxicidad de diferentes compuestos de nitrégeno. Sin embargo, la estrategia seleccionada
depende del objetivo de la investigacion, la edad de los organismos y el periodo de
exposicion. Se han realizado estudios para evaluar la acumulacion de amonio, nitritos y
nitratos, las tasas de excrecion y la evaluacion de diferentes metabolitos (glucosa, lactato)
en hemolinfa de diferentes especies de camarones peneidos expuestos a estos toxicos,
donde la alimentacion esta suspendida antes y durante el desarrollo de la prueba para evitar
alteraciones en la hemolinfa debido a la influencia de la alimentacion (Chen y Kou, 1991;
Chen y Nan, 1992; Chen y Chen, 1997; Racotta y Hernandez-Herrera, 2000; Cheng ef al.,
2013). Estos estudios han sido conducidos con el método estatico y por <48 h de tiempo de
prueba. Sin embargo, los estudios donde evaluan el efecto subcronico de los compuestos de
nitrégeno en el crecimiento y dafios histopatologicos en diversos camarones (P. japonicus,
Penaeus penicillatus, L. vannamei y P. monodon) han sido evaluados con el método de
toxicidad utilizado la renovacion estéatica y alimentacion durante el tiempo de exposicion al

toxico (Chen y Lin, 1992a; Chen y Chen, 1992c; Kuhn et al., 2010).
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Figura 2. Valores promedio de CLs (+desviacion estandar) de N-NO;™ (mg/L) a las 24, 48,
72 y 96 h de exposicion para postlarvas L. vannamei calculadas con las concentraciones
iniciales de nitritos (0 h) y los valores de CLsy cada 24 h. Diferentes letras entre
tratamientos indican diferencias significativas (p <0.05) entre los valores CLsy.

Investigaciones conducidas para determinar la CLsy y los niveles de seguridad de
amonio y nitrito en diferentes especies de peneidos, han utilizado los métodos estatico y
estatico con renovacion, y en algunos casos la alimentacion se ha suspendido antes y
durante el desarrollo de las pruebas (Lin et al., 1993; Alcaraz et al., 1999b; Kir y Kumlu,
2006); sin embargo, hay estudios con el mismo objetivo donde la alimentacion no se ha
suspendido (Chin y Chen, 1987; Lin y Chen, 2003; Gross et al, 2004). De una
investigacion bibliogréfica en la base de datos Scopus de Elsevier se encontraron un total
de 51 estudios; 11.7 % usaron el método de renovacion estatico y no alimentacion (definida
aqui T3), 42.2% estatico y no alimentacion (T1), 34.6 % estatico con renovacion y
alimentacion (T2), y 7.8 % estatico y alimentacion (T4). El porcentaje mas alto es para

aquellos estudios que usan el método de toxicidad estatico y no alimentacion (T1); pruebas
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destinadas principalmente a determinar los efectos subcronicos de los compuestos del
nitrogeno y donde en algunos casos son evaluados diferentes componentes en la hemolinfa,
el consumo de oxigeno y la tasa de excrecion; en algunos casos este método también se usa
para determinar la CLs. El método T2 (estatica con renovacion + alimentacion) es dirigido
principalmente a determinar la CLsy. Cabe sefialar que un nimero significativo de estudios
se llevan a cabo donde los organismos son alimentados y un porcentaje de la solucion de
prueba no se reemplaza (T4), y un nimero menor de estudios se realizan con el método
estatico y alimentacion, el Gltimo método se ha utilizado generalmente para evaluar el
efecto agudo y cuando el tiempo de exposicion no excede las 96 h. Mayor informacion al

respecto se puede encontrar en Valencia-Castafeda ef al. (2018) (Anexo 2).

7.3. Toxicidad aguda de amonio, nitritos y nitratos por separado en postlarvas de L.

vannamei

7.3.1. Toxicidad aguda de amonio

En las pruebas de toxicidad aguda de NAT a 1 g/L de salinidad, las mortalidades a las
24 h de exposicion en las concentraciones de 20, 25, 30, 35 y 40 mg/L de NAT fueron 3.3,
23.3, 63.3, 60 y 63.3 %, respectivamente. La mortalidad a las 48 h en las concentraciones
de 30, 35 y 40 mg/L y a las 72 h en 25 mg/L de NAT fue del 100 % (Tabla 2). Para la
salinidad de 3 g/L, se observaron mortalidades de 3.3, 26.7, 33.3, 60 y 73.3 % a las 24 h de
exposicion en las concentraciones de 30, 35, 40, 45 y 50 mg/L de NAT, respectivamente.
Se registr6 una mortalidad del 100 % en las concentraciones de 40, 45 y 50 mg/L a las 48 h;
alas 72 hen 35 mg/L; y a 96 h en 30 mg/L de NAT (Tabla 3).

Se sabe que los factores externos, como la luz y la temperatura, pueden estimular el
sistema nervioso central y la secrecion de hormonas, afectando el ciclo de muda de los
crustaceos (Wassenberg y Hill, 1984). De acuerdo con Dall et al. (1990) los peneidos
mudan en intervalos de unos pocos dias o semanas, por lo que es practicamente un proceso
continuo, con caracteristicas morfologicas y cambios fisioldgicos que ocurren casi a diario.
Antes e inmediatamente después de la muda, los camarones son mas sensibles (Wajsbrot et
al., 1990). En lo organismos expuestos a amonio y una salinidad de 1 g/L, el nimero mayor

de mudas (exuvias) se dio a las 72 h de exposicion en las concentraciones de 15, 20 y 25
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mg/L de NAT con 6, 2 y 6 exuvias (organismos que alcanzaron la etapa de ecdisis),
respectivamente (Tabla 2). En la concentracion de 25 mg/L de NAT a las 72 h de
organismos en salinidad de 1 g/LL fue observado el mayor numero de mudas (3) (Tabla 3).
Durante la pre-ecdisis tardia y la ecdisis los camarones toman agua para aumentar su
tamafio, lo que resulta en la hidratacion de sus tejidos y un aumento en el volumen de
sangre (Dall et al., 1990). En consecuencia, se aumenta la cantidad de amonio en la
hemolinfa y causa el efecto letal (Chen y Kou 1993). En estas pruebas de exposicion aguda
a amonio en postlarvas a salinidades de 1 y 3 g/L no fue observada una relacion entre el

numero de mudas y las mortalidades.

Tabla 2. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a diferentes
concentraciones de NAT (mg/L) a 1 g/L de salinidad. Superindice indica el numero de
mudas.

Tiempo (h) Concentracion (mg/L)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
24 0 0 0 0 3.3 233 633 60 63.3
48 0 0 0 0' 20? 63.3 100 100 100
72 0 0 0 26.7° 433 100 100 100 100
96 0 0 0’ 60 93.3 100 100 100 100

Tabla 3. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a diferentes
concentraciones de NAT (mg/L) en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad. Superindice
indica el nimero de mudas.

Tiempo (h) Concentracion (mg/L)

0 10 20 25 30 35 40 45 50
24 0 0 0 0 3.3 26.7 33.3 60 733
48 0 0 0' 20 40 90 100 100 100
72 0 0' 10! 76.7°  86.7 100 100 100 100
96 0 0' 36.7" 90 100 100 100 100 100

Los valores de la CLso de NAT en las postlarvas de L. vannamei para 24, 48, 72 y 96
h, con sus respectivos intervalos de confianza se presentan en la Tabla 4. A una salinidad de
1 g/L la CLs para 24, 48, 72 y 96 h fue de 38.9, 14.0, 11.8 y 10.8 mg/L de NAT,
respectivamente; sin embargo, para una salinidad de 3 g/L los valores fueron 48.4, 22.5,

11.8, 10.8 mg/L de NAT, respectivamente. Mientras que los valores de la CLso de N-NHj3;
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para postlarvas a las salinidades de 1 y 3 g/L a las 24, 48, 72 y 96 h fueron 3.6, 1.3, 1.1 y
1.0; y 3.7, 1.7, 1.4 y 1.2, mg/L, respectivamente. Los valores de CLsy de N-NHj3 en el
mismo tiempo de exposicion pero a diferentes salinidades mostraron diferencias

significativas a las 24, 48, 72 y 96 h (p <0.05) (Tabla 5).

Tabla 4. Valores y limites de confianza superior e inferior de la CLsy de NAT (mg/L) para
postlarvas de L. vannamei en agua de mar diluida a 1 y 3 g/L de salinidad. Las letras
diferentes en los mismos tiempos de exposicion indican diferencias significativas (p <0.05).

Salinidad (g/L)
1 3
Tiempo (h) CLso Lim. Inf. Lim. Sup. CLs Lim. Inf. Lim. Sup.
24 38.9b 30.2 50.1 48.4a 42.6 63.4
48 14.0b 13.0 15.2 22.5a 20.5 24.7
72 11.8b 10.7 13.0 18.1a 16.8 19.4
96 10.8b 9.9 11.8 16.3a 15.2 17.4

Tabla 5. Valores y limites de confianza superior e inferior de la CLsy de N-NH;3 (mg/L)
para postlarvas de L. vannamei en agua de mar diluida a 1 y 3 g/L de salinidad. Las letras
diferentes en los mismos tiempos de exposicion indican diferencias significativas (p <0.05).

Salinidad (g/L)
1 3
Tiempo (h) CLs Lim. Inf. Lim. Sup. CLs Lim. Inf. Lim. Sup.
24 3.6b 2.8 4.7 3.7a 3.2 4.8
48 1.3b 1.2 1.4 1.7a 1.6 1.9
72 1.1b 1.0 1.2 1.4a 1.3 1.5
96 1.0b 0.9 1.1 1.2a 1.1 1.3

7.3.2. Toxicidad aguda de nitritos

En esta prueba los organismos expuestos a 15, 20, 25 y 35 mg/L de N-NO;
registraron el 100 % de mortalidad a las 48 h, mientras que en la concentracion de 10 mg/L
fue a las 96 h de exposicion. El 73.3 % de mortalidad fue observado en las concentraciones
de 5y 7.5 mg/L de N-NO;" a las 96 h, y en 2.5 mg/L de N-NO,", mostré el 53.3 % de
mortalidad (Tabla 6). Se ha encontrado que el ciclo de muda puede verse afectado por bajas
concentraciones de nitrito en el cangrejo azul Callinectes sapidus, y el camaron de agua

dulce Macrobrachium rosenbergii (Armstrong et al., 1976; Manthe et al., 1984). En las
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primeras 24 h de exposicion se observo el mayor numero de mudas en las concentraciones

de 20, 25 y 35 mg/L de NAT con 2, 1 y 2, respectivamente (Tabla 6).

Tabla 6. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a diferentes
concentraciones de N-NO,™ (mg/L) en agua de mar diluida a 1 g/L de salinidad. Superindice
indica el nimero de mudas.

Tiempo (h) Concentracion (mg/L)

0 25 5 7.5 10 15 20 25 35
24 0 0 3.3 0 0 36.7 36.77 333" 80
48 0 133 20 30 43.3 100 100 100 100
72 0 40 60 60! 93.3 100 100 100 100
96 3.3 533  73.3% 733 100 100 100 100 100

Los organismos expuestos a nitritos en agua de mar diluida a 3 g/L registraron
mortalidades del 100 % en las concentraciones de 45 mg/L a las 48 h, en 25y 15 mg/L a
las 72 h; mientras que los organismos expuestos a 35 mg/L mostraron el total de mortalidad
a las 96 h de exposicion. Las concentraciones de 2.5, 5, 7.5 y 10 mg/L exhibieron 3.3, 20,
80 y 93.3 % de mortalidad a las 96 h, respectivamente (Tabla 7). En los organismos
expuestos a N-NO; a una salinidad de 3 g/L fueron observados 1 y 2 mudas en las

concentraciones de 7.5 y 5 mg/L en los tiempos de 72 y 96 h, respectivamente.

Tabla 7. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a diferentes
concentraciones de N-NO, (mg/L) en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad. Superindice
indica el nimero de mudas.

Tiempo (h) Concentracion (mg/L)

0 2.5 5 7.5 10 15 25 35 45
24 0 0 0 0 6.7 16.7 433 40 70
48 0 0 33 533 60 86.7 90 933 100
72 0 0 10 70" 86.7 100 100 96.7 100
96 0 33 20° 80 93.3 100 100 100 100

La Tabla 8 presenta los valores medios de las CLsy de N-NO, e intervalos de
confianza en las salinidades de 1 y 3 g/L; indicando que 3.3 y 4.9 mg/L de N-NO, ejercen
un efecto letal en el 50 % de las postlarvas de L. vannamei expuestas a96 hen 1 y 3 g/L de

salinidad, respectivamente. Los valores de CLsy de N-NO, al mismo tiempo de exposicion
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pero a diferentes salinidades mostraron diferencias significativas (p <0.05) en 24 y 48 h,

pero no fue significativo a las 72 y 96 h de exposicion (p >0.05) (Tabla 8).

Tabla 8. Valores y limites de confianza superior e inferior de la CLso de N-NO,™ (mg/L)
para postlarvas de L. vannamei en agua de mar diluida a 1 y 3 g/L de salinidad.

Salinidad (g/L)
1 3
Tiempo (h) CLs Lim. Inf. Lim. Sup. CLs Lim. Inf.  Lim. Sup.
24 29.3b 21.3 40.7 37.9a 26.5 543
48 5.1b 4.5 5.8 8.0a 7.0 9.2
72 4.0a 3.5 4.5 5.7a 5.1 6.3
96 3.3a 29 3.7 4.9a 4.3 5.5

7.3.3. Toxicidad aguda de nitratos

En la Tabla 9 se observan los porcentajes de mortalidades de postlarvas de L.
vannamei expuestas a diferentes concentraciones de N-NOs’; el 100 % fue observado en
800 mg/L a las 48 h, mientras que a 600 y 700 mg/L fue a las 72 h, y a 500 mg/L a las 96 h
de exposicion. Mortalidades de 3.3, 23.3, 53.3 y 93.3 % fueron observadas en los
organismos expuestos a 50, 100, 200 y 400 mg/L a las 96 h, respectivamente.

El primer efecto letal de N-NOs a una salinidad de 3 g/L se observo a las 24 h
después de iniciar la prueba en las concentraciones de 1000 a 1600 mg/L de N-NOs, con
porcentajes de mortalidad que aumentaron progresivamente desde 13.3 hasta 86.7 %;
mientras que a las 48 h se registro el 100 % de mortalidad en 1400 y 1600 mg/L de N-NOs".
En las concentraciones de 200, 400, 600, 800, 1000 y 1200 mg/L de N-NOs;, las
mortalidades obtenidas a las 96 h de exposicion a nitratos fueron 6.7, 30, 46.7, 66.7 y 83.3
%, en el orden (Tabla 10). El niimero de mudas en los organismos expuestos a las
diferentes concentraciones de N-NOj en las salinidades de 1 y 3 g/L fueron en total durante

las 96 h de exposicion de 6 y 5, respectivamente (Tabla 9 y 10).
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Tabla 9. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a diferentes
concentraciones de N-NOs™ (mg/L) en agua de mar diluida a 1 g/L de salinidad. Superindice
indica el nimero de mudas.

Tiempo (h) Concentracion (mg/L)

0 50 100 200 400 500 600 700 800
24 0 0 0 0° 10 33.3 33.3 50 76.7
48 0 0 16.7 13.3 53.3 73.3 80 90 100
72 0 33 233% 433! 73.3! 86.7 100 100 100
96 0 33" 233" 533 93.3 100 100 100 100

Tabla 10. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a diferentes
concentraciones de N-NOs™ (mg/L) en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad. Superindice
indica el nimero de mudas.

Tiempo (h) Concentracion (mg/L)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
24 0 0 0 0 0 13.3 30 533 86.7
48 0 0 3.3 233" 233 26.7 90 100 100
72 0 0 10 30 56.7° 70! 96.7 100 100
96 0 6.7 30 46.7" 66.7 83.3 100 100 100

Los valores de las CLsy de N-NO;™ que se dan con sus respectivos intervalos de
confianza, sefialan que 112.8 y 430.0 mg/L de nitratos provocarian un efecto letal en
postlarvas de L. vannamei (PL20) expuestas a 96 h en salinidades de 1 y 3 g/L,
respectivamente. Los valores de la CLsy de N-NO3™ al mismo tiempo de exposicion pero a
diferentes salinidades mostraron diferencias significativas a las 24, 48, 72 y 96 h (p <0.05)

(Tabla 11).

Tabla 11. Valores y limites de confianza superior ¢ inferior de la CLsy de N-NO;™ (mg/L)
para postlarvas de L. vannamei en agua de mar diluida a 1 y 3 g/L de salinidad.

Salinidad (g/L)
1 3
Tiempo (h) CLso Lim. Inf. Lim. Sup. CLs Lim. Inf. Lim. Sup.
24 774.8b 5419 1107.8 1680.2a 5270.3 2165.8
48 221.4b  179.7 272.7 568.5a  516.5 625.7
72 140.2b  122.6 160.2 510.1a  465.7 558.7
96 112.8b  98.5 129.1 430.0a  390.7 473.3
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7.4. Toxicidad letal aguda de amonio, nitritos y nitratos combinados en postlarvas de
L. vannamei
7.4.1. Mezcla amonio-nitritos-nitratos

Como se sefial6 en el capitulo anterior, las CLsp-96 h de NAT, N-NO, y N-NO;3™ a
una salinidad de 1 g/L en postlarvas de L. vannamei fueron 1.0, 3.3 y 112.8 mg/L,
respectivamente. Por lo tanto, la UT de esta mezcla se define como la suma de 0.333, 1.10
y 37.56 mg/L de NAT, N-NO; y N-NOj’, respectivamente. Durante la prueba, se observo a
las 24 h mortalidades del 6.7, 10, 36.7, 53.3, 93.3 y 96.7 % en las UT de 0.75, 1, 1.5, 2, 3,
4, respectivamente; a las 48 h se registrd el 100 % de mortalidad en las UT de 3 y 4;
mientras que en la UT 2 y 1.5 el 100 % de mortalidad fue a las 72 y 96 h, respectivamente.
A las 96 h de exposicion los porcentajes acumulados de mortalidad en las UT 0.25, 0.5,
0.75 y 1.0 fueron de 16.7, 30, 73.3 y 90 %, respectivamente (Tabla 12). En cuanto al
nimero de mudas en los organismos expuestos a la mezcla de los 3 compuestos del
nitrogeno, se tiene que fue mayor en las UT de 0.25, 0.5 y 0.75 UT; sin embargo, solo la
UT de 0.75 mostré un incremento en la mortalidad 24 h después de observarse 6 mudas

(Tabla 12).

Tabla 12. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a diferentes
unidades toxicas de NAT/N-NO,/N-NOs™ (RT=1:1:1) en agua de mar diluida a 1 g/LL de
salinidad.

Tiempo (h) Unidad Toéxica

0 025 05 0.75 1 1.5 2 3 4
24 0 0° 0’ 6.7" 10 36.7 533 933 967
48 0* 0* 3.3° 36.7° 50 66.7 96.7 100 100
72 0’ 0' 3.3° 56.7 80° 93.3 100 100 100
96 0 16.7" 30° 73.3 90 100 100 100 100

Los porcentajes de mortalidad en la mezcla de amonio-nitritos-nitratos a la salinidad
de 3 g/L alas 24 h en las UT de 1, 1.5, 2, 3 y 4 fueron 10, 33.3, 43.3, 83.3 y 90 %,
respectivamente. A las 48 h se registr6 el 100 % de mortalidad en las UT de 3 y 4; y las 72
henla UT 2. A las 96 h la UT de 0.5, 0.75, 1 y 1.5 obtuvieron 3.3, 10, 70 y 93.3 % de
mortalidad acumulada, respectivamente (Tabla 13). Después de transcurridas las primeras

24 h de exposicion a la mezcla de los 3 toxicos en la salinidad de 3 g/L, se observo el
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mayor numero de mudas en las primeras 7 UT. En la UT 1 se tuvieron registros de 5, 7y 3
mudas a las 24, 48 y 76 h de exposicion con una tendencia a aumentar el % de mortalidad
(Tabla 13).

Para la mezcla de NAT/N-NO,/N-NOs" a la salinidad de 25 g/L se observo el 100 %
de mortalidad solo en las UT de 3 y 4 a las 48 h de exposicion; en la UT 2 registro el 16.67,
53.3, 66.67 y 73.3 % de mortalidad acumulada a las 24, 48, 72 y 96 h, respectivamente;
mientras que el resto de las UT no mostraron mortalidades durante la exposicion a la
mezcla de los téxicos. El control (UT 0) se mantuvo con el 0 % de mortalidad durante todas
las pruebas. El nimero mayor de mudas (4) fue observado a las 48 h en la UT 0.2 (Tabla

14).

Tabla 13. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a diferentes
unidades toxicas de NAT/N-NO,/N-NOs™ (RT=1:1:1) en agua de mar diluida a 3 g/L de
salinidad.

Tiempo (h) Unidad Toxica

0 025 05 0.75 1 1.5 2 3 4
24 0’ 0’ 0* 0° 10° 3330 4337 833 90
48 0’ 0’ 0’ 0’ 23.37 76.7 90 100 100
72 0! 0’ 0 0 56.7° 93.3 100 100 100
96 0 o' 3.3° 10* 70 93.3 100 100 100

Tabla 14. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a diferentes
unidades toxicas de NAT/N-NO,/N-NOs™ (RT=1:1:1) en agua de mar diluida a 25 g/L de
salinidad.

Tiempo (h) Unidad Toéxica

0 025 0.5 0.75 1 1.5 2 3 4
24 0 0 o' 0 0' 0 16.67 60 80
48 0 0’ 0’ 0 0 0 53.3 100 100
72 0’ 0 0’ 0’ 0’ 0 66.67 100 100
96 0 0 0 0° 0' 0' 73.3 100 100

En la Tabla 15 se muestran los valores de la UTsy y sus limites de confianza para
postlarvas de L. vannamei expuestas a una mezcla de NAT/N-NO,/N-NOs- a la salinidad
de 1 g/L. La UTs a las 24, 48, 72 y 96 h fue de 1.07, 0.74, 0.62 y 0.44, respectivamente. De
acuerdo con Pedersen y Petersen (1996) y Vanegas et al. (1997), si la UTs, es menor que la

unidad (1), el efecto es sinérgico; si la unidad es mayor a 1, el efecto es antagonico; y si es
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igual a 1, el efecto es aditivo; sin embargo, en este trabajo se consideré6 como efecto
aditivo en aquel tiempo de exposicion donde el valor de la UTsy es 1 en el intervalo de los
valores superior e inferior de la UTsy; por lo tanto, a las 24 h se observa un efecto aditivo
(UT 1.07), mientras que a las 48, 72 y 96 h el efecto es sinérgico (Tabla 15). Los valores de
UT de postlarvas de la mezcla de NAT/N-NO,/N-NOs" a la salinidad de 3 g/L fueron 2.17,
0.89, 0.72 y 0.68 para los tiempos de 24, 48, 72 y 96 h, respectivamente. A las 24 h el
efecto de la mezcla fue antagdnico; sin embargo, en las siguientes horas el efecto fue
sinérgico (Tabla 16). No obstante, los valores de UT para la salinidad de 25 g/L fueron de
4.16, 1.13, 1.12 y 1.12 para 24, 48, 72 y 96 h, respetivamente; el valor de UTsy a las 24 h
fue mayor a las UTs, de la salinidad de 1 y 3 g/L, y mayor a la unidad 1, por lo tanto en
este tiempo de exposicion el efecto fue antagonico; mientras tanto, a las 48, 72 y 96 h la
UTs fue igual o cercana a 1 dentro de los limites superior e inferior, siendo efectos aditivos

en esos tiempos de exposicion (Tabla 17).

Tabla 15. Valores de UTsg y sus limites de confianza (entre paréntesis) de postlarvas de L.
vannamei (PL20) expuestas a la mezcla de NAT/N-NO,/N-NO;" (RT=1:1:1) a una
salinidad de 1 g/L.

UTsp de la mezcla

Concentraciones equivalentes CLso individuales

Tiempo (h) UT NAT N-NO;” N-NO;~ NAT N-NO," N-NOj

24 1.07 3.85 1.18 40.23 38.9 29.3 774.8
(0.93, 1.25)

48 0.74 2.66 0.81 27.86 14.0 5.1 221.4
(0.67, 0.83)

72 0.62 2.23 0.68 23.31 11.8 4.0 140.2
(0.55, 0.68)

96 0.44 1.58 0.48 16.54 10.8 3.3 112.8
(0.39, 0.50)

En la Tabla 18 se muestran los valores de UTsy y sus limites de confianza a diferentes
tiempos de exposicion a las salinidades de 1, 3 y 25 g/L para postlarvas de L. vannamei
expuestas a la mezcla de NAT/N-NO,/N-NO;". A las 24 h se encontraron diferencias

significativas (p <0.05) entre las 3 salinidades de exposicion; sin embargo, a las 48, 72 y 96
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h, solo existen diferencias significativas entre la UT de 1 y 25 g/L, pero no en la UT de 3

g/L de salinidad (p >0.05).

Tabla 16. Valores de UTsg y sus limites de confianza (entre paréntesis) de postlarvas de L.
vannamei (PL20) expuestas a la mezcla de NAT/N-NO,/N-NO; (RT=1:1:1) a una salinidad

de 3 g/L.
UT;s0de la mezcla
Concentraciones equivalentes CLso individuales

Tiempo (h) UT NAT N-NO, N-NO;, NAT N-NO, N-NOy

24 2.17 11.79 3.54 311.03 484 37.9 1680.2
(1.66, 2.85)

48 0.89 4.84 1.45 137.57 225 8.0 568.5
(0.79, 0.98)

72 0.72 3.91 1.18 103.2 18.1 5.7 510.1
(0.66, 0.80)

96 0.68 3.69 1.11 97.45 16.3 4.9 430.0
(0.61, 0.75)

Tabla 17. Valores de UTsg y sus limites de confianza (entre paréntesis) de postlarvas de L.
vannamei (PL20) expuestas a la mezcla de NAT/N-NO,/N-NOs™ (RT=1:1:1) en agua de

mar a 25 g/L.

UTso de la mezcla
Concentraciones equivalentes CLs individuales

Tiempo (h) UT NAT N-NOy N-NOs;> NAT N-NO; N-NO3’

24 4.16 22.60 6.79 596.27 484 37.9 1680.2
(2.98, 5.82)

48 1.13 6.14 1.45 16197 225 8.0 568.5
(1.00, 1.27)

72 1.12 6.09 1.83 160.53 18.1 5.7 510.1
(0.99, 1.25)

96 1.12 6.09 1.83 160.53 16.3 4.9 430.0
(0.99, 1.25)
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Tabla 18. Valores de UTs y sus limites de confianza (entre paréntesis) de postlarvas de L.
vannamei (PL20) expuestas a la mezcla de NAT/N-NO, /N-NO; (RT=1:1:1) en diferentes
salinidades. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las CLsg

Salinidad (g/L) 1 3 25

Tiempo (h) UT

24 1.07(0.93, 1.25)c  2.17(1.66,2.85)b  4.16 (2.98, 5.82)a
48 0.74 (0.67,0.83)b  0.89(0.79,0.98)ab 1.13 (1.00, 1.27)a
72 0.62 (0.55,0.68)b  0.72 (0.66, 0.80)ab 1.12 (0.99, 1.25)a
96 0.44 (0.39,0.50)b  0.68 (0.61,0.75)ab 1.12 (0.99, 1.25)a

7.4.2. Mezcla amonio-nitritos

Las CLsp a las 96 h de NAT y N-NO;™ a una salinidad de 3 g/L en postlarvas de L.
vannamei fueron de 1.2 y 4.9 mg/L, respectivamente. Por lo tanto, la UT de esta mezcla se
define como la suma de 0.6 y 2.45 mg/L de NAT y N-NO,, respectivamente. Los
porcentajes de mortalidad de postlarvas L. vannamei expuestas a una mezcla de NAT/N-
NO; con una RT=I1:1 en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad, son mostrados en la
Tabla 19. E1 100 % de mortalidad fue registrado a las 24 hen la UT 4, yalas48 henla UT
2 y 3, mientras que en la UT de 1 y 1.5 los % de mortalidad fueron de 43.33 y 63.33,
respectivamente. A las 96 h de exposicion, la mortalidad acumulada en las UT de 0.75, 1 y
1.5 fueron 10, 76.67 y 93.33, respectivamente. En las UT menores se observd el mayor
numero de mudas, las cuales no mostraron tendencia a aumentar el efecto letal de la

exposicion de la mezcla de los dos toxicos.

Tabla 19. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a diferentes
unidades toxicas de NAT/N-NO, (RT=1:1) en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad.

Tiempo (h) Unidad Toxica

0 025 05 0.75 1 1.5 2 3 4
24 0 0’ 0 0* 13.33 16.67  50° 93.33 100"
48 0 0 0’ 0 4333 63.332 100 100 100
72 0° 0' 0’ 10 73.33° 9333 100 100 100
96 0 0 0 10! 76.67 9333 100 100 100

En la Tabla 20, se encuentran los valores de UTsy obtenidos a diferentes tiempos de
exposicion; a las 24, 48, 72 y 96 h las UT de NAT/N-NO; fueron 1.18, 0.8, 0.66 y 0.66,

respectivamente. Los valores de UTs, obtenidos a las 48, 72 y 96 h son menores a la UT 1,
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se deduce que el efecto de la mezcla de NAT/N-NO,™ es sinérgico en esos tiempos de

exposicion.

Tabla 20. Valores de UTs, y sus limites de confianza (entre paréntesis) de postlarvas L.
vannamei (PL20) expuestas a la mezcla de NAT/N-NO, (RT=1:1) a una salinidad de 3 g/L.

UTso de la mezcla

Concentraciones equivalentes CLs( individuales

Tiempo (h) UT NAT N-NO; NAT N-NO;

24 1.18 9.62 2.89 48.4 37.9
(1.02, 1.35)

48 0.8 6.52 1.31 22.5 8.0
(0.72, 0.88)

72 0.66 5.38 1.62 18.1 5.7
(0.58, 0.73)

96 0.66 5.38 1.62 16.3 4.9
(0.59, 0.73)

7.4.3. Mezcla de amonio-nitratos

En la mezcla de NAT/N-NOs’, se registraron mortalidad del 6.67, 50, 73.3, 93.3 y
100 % en las UT 1, 1.5, 2, 3 y 4, respectivamente; a las 48 h fue de 16.67 y 56.67 % en las
UT de 1 y 1.5, respectivamente; mientras que el 100 % de mortalidad fueron para las UT 2
y 3. A las 72 h de exposicion, la mortalidad acumulada en la UT de 1.5 registr6 el 100 %.
Durante las 96 h de exposicion las UT 0, 0.25 y 0.5 no presentaron mortalidad de los
organismos. A las 24 h de exposicion se registrd el mayor nimero de mudas con 5,4 y 5 en
las UT de 0.75, 1 y .5, respectivamente; sin embargo, solo en las UT de 1 y 1.5

presentaron porcentajes de mas del 50 % después de las 48 h de exposicion (Tabla 21).

Tabla 21. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a diferentes
unidades toxicas de NAT/ N-NO;3™ (RT=1:1) en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad.

Tiempo (h) Unidad Toéxica

0 025 0.5 0.75 1 1.5 2 3 4
24 0’ 0’ 0 0’ 6.67" 50° 73.3 93.3° 100
48 0’ 0' 0’ 0* 16.67"  56.67' 100 100 100
72 0' o' o' 6.67° 40° 100 100 100 100
96 0! 0 0’ 10° 63.3° 100 100 100 100

54



Valencia-Castanieda, G. | 2018

El efecto de la mezcla NAT/N-NOs es de tipo aditivo a las 24 h; mientras tanto el
efecto es sinérgico a las 48, 72 y 96 h de exposicion, debido a que las UTsy fueron de 0.82,
0.65 y 0.64, respectivamente, de acuerdo a las concentraciones equivalentes en la mezcla,

estas son de una magnitud mayor a las CLs;-96 h obtenidas en las pruebas de toxicidad

individuales (Tabla 22).

Tabla 22. Valores de UTs, y sus limites de confianza (entre paréntesis) de postlarvas L.
vannamei (PL20) expuestos a la mezcla de NAT/N-NO;™ (RT=1:1:) a una salinidad de 3
g/L.

UTsode la mezcla

Concentraciones equivalentes CLsg individuales

Tiempo (h) UT NAT N-NO;5” NAT N-NO;5”

24 1.08 8.8 232.2 48.4 1680.2
(0.95, 1.22)

48 0.82 6.69 176.3 22.5 568.5
(0.74, 0.90)

72 0.65 53 139.75 18.1 510.1
(0.59, 0.72)

96 0.64 5.22 137.6 16.3 430.0
(0.58, 0.71)

7.4.4. Mezcla nitritos-nitratos

Los porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a una mezcla
de nitritos-nitratos (RT=1:1) a una salinidad de 3 g/L son mostrados en la Tabla 23. La
mortalidad a las 24 h de exposicion en las UT de 0.75, 1, 1.5, 2, 3 y 4 fueron 16.67, 20,
23.33,26.67, 56.67 y 90 %, respectivamente. El 100 % de mortalidad fue registrado en las
UT 4 a las 48 h, mientras que en la UT 3 fue a las 72 h. A las 96 h la mortalidad acumulada
en las UT 0.75, 1, 1.5 y 2 fueron de 36.67, 70, 76.67 y 86.67 %, respectivamente. El
numero de mudas en los organismos expuestos a la mezcla de N-NO,/N-NOj3; no mostré un
efecto letal ya que las mudas registradas fueron mas en las UT menores (0.25 y 0.5) y
durante las 96 h de exposicion se registrd el 0 % de mortalidad (Tabal 23). Las UTs, de la
mezcla de N-NO,/N-NOj™ a una salinidad de 3 g/L en postlarvas L. vannamei, indican un
efecto antagonico y aditivo a las 24 h (2.25 UT) y 48 h, respectivamente (0.92 UT); sin
embargo, a las 72 y 92 las UT fueron menores a 1 (0.84 y 0.78, en ese orden), lo que indica
un efecto sinérgico (Tabla 24).
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Tabla 23. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a diferentes
unidades toxicas de N-NO, /N-NO;3™ (RT=1:1) en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad.

Tiempo (h) Unidad Toxica

0 025 0.5 0.75 1 1.5 2 3 4
24 0’ 0’ 0* 16.67 20 23.33%  26.67° 56.67° 90°
48 0 0 0’ 26.67  53.33'  56.67 56.67 96.67 100
72 0’ 0’ 0 3333° 6333 66.67 7333 100 100
96 0° o' 0’ 36.67°  70° 76.67°  86.67 100 100

Tabla 24. Valores de UTs y sus limites de confianza (entre paréntesis) de postlarvas L.
vannamei (PL20) expuestas a la mezcla de N-NO,/N-NO;™ (RT=1:1:) a una salinidad de 3
g/L.

UTs de la mezcla
Concentraciones equivalentes CLsg individuales

Tiempo (h) UT N-NO, N-NO;y N-NO, N-NO5

24 2.25 551 483.75 37.9 1680.2
(1.60, 3.12)

48 0.92 2.26 197.8 8.0 568.5
(0.81, 1.05)

72 0.84 2.06 80.6 5.7 510.1
(0.74, 0.94)

96 0.78 1.91 167.7 4.9 430.0
(0.70, 0.88)

7.5. Toxicidad letal aguda de amonio, nitritos y nitratos por separado en juveniles de
L. vannamei

7.5.1. Toxicidad aguda de amonio

Los porcentajes de mortalidad en juveniles de L. vannamei expuestos a diferentes
concentraciones de amonio son mostrados en la Tabla 25. El 100 % de mortalidad fue
observado en la concentracion de 110 mg/L de NAT a las 48 h, mientras que a 90 mg/L fue
hasta las 96 h de exposicion. La mortalidad acumulada a las 96 h en las concentraciones de
10, 20, 40, 50, 60 y 80 fueron de 3.3, 13.3, 16.7, 43.3, 63.3 y 90.0 %, respectivamente.

En cuanto a la CLs a las 24, 48, 72 y 96 h de NAT para juveniles de L. vannamei a
una salinidad de 3 g/L fue de 116.29, 44.56, 39.62 y 29.00 mg/L, respectivamente (Tabla
26). No fue observado un efecto letal en los organismos expuestos a NAT con relacion al

numero de mudas (Tabla 25). Los valores de la CLsy de N-NH3 a las 24, 48, 72 y 96 h para
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juveniles de L. vannamei a la salinidad de 3 g/L fueron 10.12, 3.88, 3.45 y 5.52 mg/L,

respectivamente (Tabla 27).

Tabla 25. Porcentajes de mortalidad de juveniles de L. vannamei expuestos a diferentes
concentraciones de NAT (mg/L) en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad.

Tiempo (h) Concentracion (mg/L)

0 10 20 40 50 60 80 90 110
24 0 0 0 0 10 13.3 16.7'  53.3% 76.7
48 0 0 0 3.3° 16.7 30! 60! 86.7 100
72 0 0 33 6.7° 20 40* 66.7  96.7 100
96 0° 33 133 16.7! 43.3 633> 90 100 100

Tabla 26. Valores y limites de confianza superior ¢ inferior de la CLso de NAT (mg/L) para
juveniles de L. vannamei en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad.

Tiempo (h) CLso Lim. Inf. Lim. Sup.
24 116.29 84.57 159.92
48 44.56 38.62 51.43

72 39.62 34.79 45.12

96 29.00 25.67 32.72

Tabla 27. Valores y limites de confianza superior e inferior de la CLsy de N-NH; (mg/L)
para juveniles de L. vannamei en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad

Tiempo (h) CLso Lim. Inf. Lim. Sup.
24 10.12 7.36 13.91

48 3.88 3.36 4.47

72 3.45 3.03 3.92

96 5.52 2.23 6.85

7.5.2. Toxicidad aguda de nitritos

El porcentaje de mortalidad en la prueba de toxicidad aguda de nitritos a las 24 h fue
de 10.0, 43.3 y 76.7 % en las concentraciones de 30, 40 y 50 mg/L de N-NO,,
respectivamente; mientras que a las 48 h fue de 3.3, 6.7, 16.7, 20.0, 30.0, 93.3 y 100 % en
5, 7.5, 10, 15, 20, 30, 40 y 50 mg/L de N-NO;’, respectivamente. El 100 % de mortalidad

fue registrada a las 72 h en las concentraciones de 40 y 50 mg/L. Las mortalidades
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acumuladas a las 96 h para 5, 7.5, 10, 15, 20 y 30 mg/L de N-NO;" fueron de 3.3, 16.7,
33.3,46.7, 73.3 y 96.7 %, en ese orden (Tabla 28). Los valores de CLs para 24, 48, 72 y
96 h de N-NO, a 3 g/L de salinidad fueron de 58.55, 15.39, 12.40 y 10.60 mg/L,
respectivamente (Tabla 29). Se puede observar que en la prueba letal aguda de N-NO; a 3

g/L de salinidad, el nimero de mudas no estuvo relacionado con el efecto letal.

Tabla 28. Porcentajes de mortalidad de juveniles de L. vannamei expuestos a diferentes
concentraciones de N-NO;™ (mg/L) en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad.

Tiempo (h) Concentracion (mg/L)

0 5 7.5 10 15 20 30 40 50
24 0' 0' 0’ 0 0’ 0 10! 433 76.7
48 0' 0 3.3 6.7 16.7 20" 30 933 100
72 0 0 10 2671 30° 43.3 733 100 100
96 0 33" 167 3337 467 73.3 96.7 100 100

Tabla 29. Valores y limites de confianza superior e inferior de la CLso de N-NO, (mg/L)
para juveniles de L. vannamei en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad.

Tiempo (h) CLsg Lim. Inf. Lim. Sup.
24 58.55 42.92 79.87
48 15.39 13.64 17.37
72 12.40 11.09 13.85
96 10.60 9.56 11.73

7.5.3. Toxicidad aguda de nitratos

En la prueba de toxicidad aguda de nitratos a 3 g/L de salinidad, el % de mortalidad a
las 24 h en las concentraciones de 2000, 2400, 2600 y 2800 mg/L de N-NO; fueron de 3.3,
30, 46.7 y 50 %, respectivamente. A las 48 h los % de mortalidad fueron de 16.7, 23.3, 40,
53.3, 66.7 y 73.3 % en las concentraciones de 1200, 1600, 2000, 2400, 2600 y 2800 mg/L

de N-NOs’, respectivamente. El total de nimero de mudas durante las 96 h fue de 2 (Tabla
30).
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Tabla 30. Porcentajes de mortalidad de juveniles de L. vannamei expuestos a diferentes
concentraciones de N-NO3™ (mg/L) en agua de mar diluida a 3 g/LL de salinidad.

Tiempo (h) Concentracion (mg/L)

0 400 800 1200 1600 2000 2400 2600 2800
24 0 0 0 0 0 3.3 30! 46.7 50
48 0 0 0 16.7 233 40 53.3 66.7 733
72 0 0 3.3 40 533 667 80 100 100
96 0 33" 233 533 60 867  96.7 100 100

Las CLsy de N-NOs™ y sus limites de confianza estimados para una poblacion de
juveniles de L. vannamei en una salinidad de 3 g/L se muestran en la Tabla 31. Las CLsg
oscilaron entre 4873.87 y 900.09 mg/L N-NOs, lo cual indica que con estas
concentraciones el 50 % de una poblacion de juveniles de L. vannamei a una salinidad de 3

g/L no sobreviviria a 24 y 96 h, respectivamente.

Tabla 31. Valores y limites de confianza superior e inferior de la CLsy de N-NO;™ (mg/L)
para juveniles de L. vannamei en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad.

Tiempo (h) CLso Lim. Inf. Lim. Sup.
24 4873.87 3562.21 6669.38
48 2253.70 1764.62 2879.03
72 1091.29 987.56 1205.94
96 900.09 818.03 994.35

7.6. Toxicidad letal aguda de amonio, nitritos y nitratos combinados en juveniles de L.
vannamei

De acuerdo a la toxicidad aguda de NAT, N-NO; y N-NOs™ en juveniles de L.
vannamei las CLsp a la salinidad de 3 g/L fueron de 29.00, 10.6 y 900.09 mg/L,
respectivamente. Por lo tanto, la UT de esta mezcla se define como la suma de 9.67, 3.53 y
300.03 mg/L de NAT, N-NO, y N-NOj’, respectivamente. Los porcentajes de mortalidad
en la mezcla a las 24 h en la UT de 1.5, 2, 2.5, 2.75 y 3 fueron de 6.7, 16.7, 56.7, 73.3 y
83.3 %, respectivamente. A las 48 h se alcanzo el 100 % de mortalidad en las UT de 2.75 y
3. Alas 96 henlas UT de 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2 y 2.5 registraron las mortalidades acumuladas
de 6.7, 13.3, 30, 73.3, 93.3 y 100 % de mortalidad, respectivamente (Tabla 32). El nimero
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total acumulado de mudas durante las 96 h fue de 5, las cuales no mostraron un efecto letal

a la exposicion de la mezcla.

Tabla 32. Porcentajes de mortalidad de juveniles de L. vannamei expuestos a diferentes
unidades toxicas de NAT/N-NO,/N-NO;™ (RT=1:1:1) en agua de mar diluida a 3 g/L de
salinidad.

Tiempo (h) Unidad Toxica

0 05 0.75 1 1.5 2 2.5 275 3
24 0 0 0 0 6.7' 16.77 567 733 83.3
48 0 0 0 6.7" 40 53.3 93.3 100 100
72 0 0’ 33 6.7 43.3 60 93.3 100 100
96 0! 6.7 133 30 73.3 93.3 100 100 100

Los valores de las UTso de la mezcla de NAT/N-NO,/N-NO;™ a las 24, 48, 72 y 96 h
fueron 2.50, 1.17, 1.12 y 0.99, respectivamente (Tabla 33). Los valores a las 24, 48 y 72 h
son mayores a la unidad 1; por lo tanto, el efecto de la combinacion de los 3 toxicos es
antagénico en ese tiempo de exposicion; en cambio, a las 96 h la UT es 0.99 lo que
significa que el efecto es aditivo. Las concentraciones equivalentes a las 96 h de exposicion

hacen una suma similar a 1 UT (Tabla 33).

Tabla 33. Valores de UTsg y sus limites de confianza (entre paréntesis) de juveniles de L.
vannamei (3 g) expuestos a la mezcla de NAT/N-NO,/N-NO;™ (RT=1:1:1) a una salinidad
de 3 g/L.

UTsp de la mezcla

Concentraciones equivalentes CLso individuales

Tiempo (h) UT NAT N-NO; N-NO3” NAT N-NO,” N-NOj3

24 2.50 24.17 4.08 1125.1 116.29 37.9 4873.87
(2.03, 3.07)

48 1.17 11.31 1.91 351.03 44.56 8.0 2253.70
(1.08, 1.27)

72 1.12 10.04 1.83 336.03 39.62 5.7 1091.29
(1.04, 1.20)

96 0.99 9.57 1.62 297.03 29.00 4.9 900.09
(0.90, 1.09)

La mortalidad de los organismos expuestos a la mezcla de NAT/N-NO,/N-NOs™ a
una salinidad de 25 g/L. mostr6 a las 24 h porcentajes de 10, 30 y 46.7 en las UT de 25, 2.75
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y 3, respectivamente. A las 48 h las mortalidades acumuladas en las UT de 2, 2.5, 2.75 y 3
fueron de 13.3, 33.3, 63.3 y 86.7, en ese orden; mientras que a las 72 h en las UT de 1.5, 2,
2.5, 2.75 y 3 fueron de 13.3, 30, 46.7, 100 y 100 %, respectivamente. A las 96 h en la UT
de 1.5 se mantuvo el 13.3 % de mortalidad, mientras que en las UT de 2 y 2.5 fueron de
43.3 y 56.7, respectivamente. Las UT 0, 0.5, 0.75 y 1 no registraron mortalidades durante
las 96 h de exposicion a la mezcla de los tres toxicos, asi también, en ninguna

concentracion se observaron mudas (Tabla 34).

Tabla 34. Porcentajes de mortalidad de juveniles de L. vannamei expuestos a diferentes
unidades toxicas de NAT/N-NO,/N-NOs™ (RT=1:1:1) en agua de mar diluida a 25 g/L de
salinidad.

Tiempo (h) Unidad Toéxica

0 0.5 0.75 1 1.5 2 2.5 2.75 3
24 0 0 0 0 0 0 10 30 46.7
48 0 0 0 0 0 13.3 333 63.3 86.7
72 0 0 0 0 13.3 30 46.7 100 100
96 0' 0 0 0 13.3 43.3 56.7 100 100

Las UTsg a las 24, 48, 72 y 96 h fueron 6.12, 3.07, 1.35 y 1.31, en ese orden. Estos
valores de UTs indican claramente un efecto sinérgico en todos los tiempos de exposicion;
ademas, las concentraciones equivalentes muestran una orden de magnitud mayor a las
concentraciones individuales de la CLs individual de cada compuesto nitrogenado (Tabla
35).

Al hacer una comparacion de los valores de las UTsg a la salinidad de 3 y 25 g/L de
salinidad en organismos expuestos a la mezcla de NAT/N-NO,/N-NOj’, claramente se
observan diferencias estadisticas significativas (p <0.05) en todos los tiempos de
exposicion (24, 48, 72 y 96 h), siendo las UT de 25 g/L de salinidad mayores a las UTso de
3 g/L de salinidad (Tabla 36).
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Tabla 35. Valores de UTsg y sus limites de confianza (entre paréntesis) de juveniles de L.
vannamei (3 g) expuestos a la mezcla de NAT/N-NO,/N-NOs™ (RT=1:1:1) a una salinidad

de 25 g/L.
UTso de la mezcla
Concentraciones equivalentes CLsgindividuales

Tiempo (h) UT NAT N-NO,” N-NO;* NAT N-NO," N-NO;s

24 6.12 59.16 10.00 1836.18 116.29 37.9 4873.87
(4.39, 8.52)

48 3.07 29.68 5.01 921.06 44.56 8.0 2253.70
(2.45, 3.84)

72 1.35 13.05 2.21 405.03 39.62 5.7 1091.29
(1.23, 1.48)

96 1.31 12.66 2.14 393.04 29.00 4.9 900.09
(1.20, 1.43)

Tabla 36. Valores de UTs y sus limites de confianza (entre paréntesis) de postlarvas de L.
vannamei (PL20) expuestos a la mezcla de NAT/N-NO,/N-NOs™ (RT=1:1:1) en diferentes
salinidades. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las CLs

Salinidad (g/L)
3 25
Tiempo (h) UTso
24 250 (2.03, 3.07)b 6.12 (439, 8.52)a
48 1.17 (1.08, 1.27)b 3.07 (2.45, 3.84)a
72 1.12 (1.04, 1.20)b 135 (1.23, 1.48)a
96 0.99 (0.90, 1.09)b

1.31(1.20, 1.43)a

7.7. Toxicidad subletal en el corto plazo (48 h)

7.7.1. Niveles de oxihemocianina en la hemolinfa de juveniles de L. vannamei

expuestos por separado a amonio, nitritos y nitratos

En la prueba subletal de juveniles de L. vannamei expuestos a amonio y una salinidad

de 3 g/L, se utilizaron las concentraciones de 0 (control), 2.90, 7.25 y 14.50 mg/L de NAT

equivalentes al 0, 10, 25 y 50 % del valor de la CLsy a las 96 h de NAT. Los niveles de

oxihemocianina en la hemolinfa a las 0 h (inicio) fue de 1.598+0.186 mmol/L, conforme

pasaron las horas de exposicion fue observada una disminucion de oxihemocianina en las
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diferentes concentraciones; sin embargo, en la concentraciéon de 14.50 mg/L de NAT la
diminucion fue mas evidente, en esta concentracion los niveles de oxihemocianina a las 6,
12, 24 y 48 h de tiempo de exposicion fueron de 1.582+0.296, 1.311+0.077, 1.168+0.201 y
0.894+0.05 mmol/L, respectivamente. En la concentracion de 2.90 de NAT fue observada
una recuperacion en los niveles de oxihemocianina a partir de las 24 h, donde los niveles de
oxihemocianina fueron de 1.251+0.233 y 1.264+£0.205 mmol/L a las 24 y 48 h,
respectivamente. Los organismos expuestos al control (0 mg/L de NAT) mantuvieron
estables los niveles de oxihemocianina con 1.533+0.183, 1.52+0.122, 1.499+0.292 y
1.582+0.296 a las 6, 12, 24 y 48 h de exposicion, en ese orden. A las 6 y 24 h de
exposicion, los niveles de oxihemocianina no registraron diferencias significativas (p
>0.05) en ninguna de las concentraciones de NAT a las que fueron expuestos los
organismos; sin embargo, a las 48 h la concentracion de 14.50 mg/L de NAT mostr6
diferencias significativas (p <0.05) con el control (0 mg/L de NAT), pero no con las
concentraciones de 2.90 y 7.25 mg/L de NAT (Figura 3).

En la prueba de toxicidad subletal de nitritos, las concentraciones equivalentes al 0,
10, 25 y 50 % de la CLsp a las 96 h fue de 0, 1.06, 2.65 y 5.30 mg/L de N-NO,,
respectivamente. Durante las 48 h de exposicion, los niveles de oxihemocianina en la
hemolinfa disminuyeron y fue mas evidente en las concentraciones de 2.65 y 5.30 mg/L de
N-NO, ambiental, en las cuales los niveles a las 6, 12, 24 y 48 h fueron de 1.372+0.268,
1.422+0.157, 1.179+£0.045 y 0.886+0.137, y 1.204+0.1814, 1.124+0.116, 1.102+0.142 y
0.782+0.074 mmol/L, en ese orden. Mientras que en la concentracion de 1.06 mg/L de N-
NO, ambiental los niveles de oxihemocianina fueron de 1.476+0.141, 1.448+0.156,
1.222+0.186 y 1.269+0.138 para las 6, 12, 24 y 48 h de exposicion, respectivamente. No
fue evidenciado diferencias significativas (p >0.05) en los niveles de oxihemocianina a las
6 y 12 h de exposicién en ninguna de las concentraciones de N-NO, ambiental. A las 24 h
la concentracion de 5.30 mg/L de N-NO, ambiental mostr6é diferencias significativas
menores (p <0.05) con el tratamiento control, pero no con los otros dos tratamientos (1.06 y
2.65 mg/L de N-NO, ambiental). A las 48 h de exposicion, los niveles de oxihemocianina
de la concentracion de 2.65 y 5.30 mg/L de N-NO, ambiental, mostraron diferencias

significativas menores (p <0.05) con el control y la concentracion de 1.06 mg/L de N-NO;’;
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sin embargo, estas dos ultimas no fueron estadisticamente diferentes entre si (p >0.05)

(Figura 4).

Figura 3. Niveles de oxihemocianina (mmol/L) en juveniles de L. vannamei expuestos a
diferentes concentraciones de NAT (mg/L) durante 48 h. Letras diferentes para el mismo
tiempo de exposicion (h) indican diferencias significativas (p <0.05) entre las
concentraciones.

Las concentraciones de N-NOs;™ ambiental para la prueba subletal fueron 0, 90.0,
225.02 y 400.05 mg/L correspondientes a 0, 10, 25 y 50 % del valor de la CLsp a las 96 h
para juveniles de L. vannamei, respectivamente. Igual que en la exposicion subletal de
amonio Yy nitritos, los niveles de oxihemocianina en la hemolinfa de organismos expuestos
a nitratos mostraron una tendencia a disminuir conforme paso el tiempo de exposicion; no
obstante, fue menor el nivel en que disminuyeron a partir del nivel inicial (1.545+0.219
mmol/L). Los niveles de oxihemocianina en los organismos del control ambiental (0 mg/L
de N-NOys’) fueron de 1.5154+0.192, 1.468+0.316, 1.429+0.238 y 1.511+0.234 mmol/L a las
6, 12, 24 y 48 de exposicion, en ese orden. En el tratamiento de 225.02 mg/L. de N-NO3
ambiental, el nivel mas bajo de oxihemocianina (0.970+0.238 mmol/L) fue observado a las
24 h, pero aument6 al final del experimento con un nivel de 1.049+0.084 mmol/L (Figura

5).
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Figura 4. Niveles de oxihemocianina (mmol/L) en juveniles de L. vannamei expuestos a
diferentes concentraciones de N-NO, (mg/L) durante 48 h. Letras diferentes para el mismo
tiempo de exposicion (h) indican diferencias significativas (p <0.05) entre las
concentraciones.

A las 6 h de exposicion, los niveles de oxihemocianina en los organismos del
tratamiento control (0 mg/L de N-NOs") fueron estadisticamente mayor (p <0.05) a los
tratamientos de 225.02 y 400.05 mg/L de N-NO;3™ ambiental, pero no con la concentracion
de 90.0 mg/L de N-NO;". A las 12, 24 y 48 h, los niveles de oxihemocianina en la
concentracion de 0 mg/L de N-NO; mostro diferencias significativas con el tratamiento de
400.05 mg/L de N-NOs™ ambiental, pero no con los otros dos tratamientos de exposicién

(Figura 5).
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Figura 5. Niveles de oxihemocianina (mmol/L) en juveniles de L. vannamei expuestos a
diferentes concentraciones de N-NO; (mg/L) durante de 48 h. Letras diferentes para el
mismo tiempo de exposicion (h) indican diferencias significativas (p <0.05) entre las
concentraciones.

7.7.2. Niveles de glucosa en la hemolinfa de juveniles de L. vannamei expuestos por
separado a amonio, nitritos y nitratos

Los niveles de glucosa en la hemolinfa de organismos expuestos a amonio mostraron
un aumento en las primeras 24 h de exposicion al amonio ambiental y después de las 24 h
se observd una disminucion, excepto en el tratamiento control (0 mg/L de NAT ambiental),
el cual mantuvo niveles entre 0.360 y 0.347 mg/mL. En la concentracién de 14.50 mg/L de
NAT ambiental, los niveles de glucosa a las 6, 12, 24 y 48 h de exposicion fueron de
0.448+0.028, 0.464+0.017, 0.554+0.016 y 0.373+0.016 mg/mL, respectivamente; mientras
que en el tratamiento de menor concentracion de NAT ambiental (2.90 mg/L), los niveles
de glucosa tuvieron un comportamiento de 0.362+0.026, 0.373+0.033, 0.442+0.024 y
0.410+0.024 mg/mL a las 6, 12, 24 y 48 h de exposicion, en ese orden. A las 6, 12 y 48 h
de exposicion, no se evidenciaron diferencias significativas (p >0.05) entre los niveles de

glucosa en los tratamientos de NAT ambiental; sin embargo, a las 24 h se presentaron
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diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) entre el tratamiento control (0 mg/L de
NAT) y el de mayor concentracion de NAT ambiental (14.50 mg/L de NAT); no obstante,
este ultimo no fue diferente con los otros dos tratamientos de NAT ambiental (2.90 y 7.25

mg/L) (Figura 6).

Figura 6. Niveles de glucosa (mg/mL) en juveniles de L. vannamei expuestos a diferentes
concentraciones de NAT (mg/L) durante 48 h. Letras diferentes para el mismo tiempo de
exposicion (h) indican diferencias significativas (p<0.05) entre las concentraciones.

En la Figura 7 se muestra el comportamiento de los niveles de glucosa en la
hemolinfa de camarones expuestos a diferentes concentraciones de N-NO," ambiental. Los
niveles de glucosa en el tratamiento control, a las 6, 12, 24 y 48 h fueron de 0.346+0.024,
0.314+0.024, 0.346+0.024 y 0.336+0.033 mg/mL, respectivamente; mientras que para el
tratamiento de la concentracion mas alta de N-NO, ambiental fue de 0.362+0.026,
0.386+0.020, 0.386+0.020, 0.405+0.016 y 0.442+0.031 mg/L a las 6, 12, 24 y 48 h,
respectivamente. No se evidenciaron diferencias significativas (p >0.05) en los niveles de
glucosa en los 4 tratamientos de N-NO, ambiental a las 6 y 48 h; sin embargo, a las 12 y
24 h, si se observaron diferencias significativas (p <0.05) entre el control y el tratamiento
de 5.30 mg/LL de N-NO, ambiental, pero no con los otros dos tratamientos de nitrito

ambiental (1.06 y 2.65 mg/L de N-NOy).
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Figura 7. Niveles de glucosa (mg/mL) en juveniles de L. vannamei expuestos a diferentes
concentraciones de N-NO, (mg/L) durante 48 h. Letras diferentes para el mismo tiempo de
exposicion (h) indican diferencias significativas (p <0.05) entre las concentraciones.

En cuanto a la exposicion de nitratos, los niveles de glucosa en la hemolinfa
mostraron una tendencia menor a aumentar en las primeras horas. En el tratamiento control
y los de 90.00 y 225.02 mg/L de N-NOj; ambiental mantuvieron niveles de glucosa
similares; sin embargo, en el tratamiento de 400.05 mg/L de N-NO;3™ ambiental, los niveles
de glucosa a las 6, 12, 24 y 48 h fueron de 0.336+0.033, 0.368+0.017, 0.400+0.033 y
0.362+0.016, respectivamente. En ninguno de los tiempos de exposicion se observaron
diferencias significativas (p >0.05) entre los niveles de glucosa expuestos a las 4

concentraciones de N-NOs™ ambiental (Figura 8).
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Figura 8. Niveles de glucosa (mg/mL) en juveniles de L. vannamei expuestos a diferentes
concentraciones de N-NO;™ (mg/L) durante 48 h. Letras diferentes para el mismo tiempo de
exposicion (h) indican diferencias significativas (p <0.05) entre las concentraciones.

7.7.3. Niveles de lactato en la hemolinfa de juveniles de L. vannamei expuestos por
separado a amonio, nitritos y nitratos

El comportamiento de los niveles de lactato en la hemolinfa de organismos expuestos
a concentraciones subletales de amonio fue similar a los niveles de glucosa, en las primeras
horas de exposicion se observd un aumento en los niveles de lactato y a partir de las 24 h se
present6 una disminucién en los niveles. El tratamiento control (0 mg/L de NAT) se
mantuvo estable durante las 48 h de exposicion con niveles entre 0.095 y 0.108 mg/mL de
lactato; mientras que los niveles de lactato en el tratamiento de 14.50 mg/L de NAT
ambiental a las 6, 12, 24 y 48 h fue de 0.142+0.026, 0.235+0.029, 0.315+0.013 y
0.249+0.047 mg/mL, respectivamente. A las 6 h no se mostraron diferencias significativas
(p >0.05) en los niveles de lactato en ninguno de los tratamientos con NAT ambiental; sin
embargo, a las 12 h, todos los tratamientos fueron diferentes entre si (p <0.05), siendo el
tratamiento con mayor concentracion de NAT (14.50 mg/L) el que registr6 el nivel maés

elevado de lactato en la hemolinfa (0.235+0.029 mg/mL) (Figura 9).
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Figura 9. Niveles de lactato (mg/mL) en juveniles de L. vannamei expuestos a diferentes
concentraciones de NAT (mg/L) durante 48 h. Letras diferentes para el mismo tiempo de
exposicion (h) indican diferencias significativas (p <0.05) entre las concentraciones.

En la Figura 10 se muestra el comportamiento de los niveles de lactato en la
hemolinfa de organismos que fueron expuestos a diferentes concentraciones de nitrito
ambiental (0, 1.06, 2.65, 5.30 mg/L de N-NO;"). Los tratamientos control, 1.06 y 2.65 mg/L
de N-NO;" ambiental tuvieron un comportamiento similar en cuanto a los niveles de lactato
en la hemolinfa; sin embargo, en el tratamiento de 5.30 mg/L de N-NO;', los niveles de
lactato a las 6, 12, 24 y 48 h fueron de 0.115+0.037, 0.130+0.026, 0.255+0.022 y
0.236+0.027 mg/mL, respectivamente. No se encontraron diferencias significativas (p
>0.05) entre los niveles de lactato y las concentraciones de nitrito ambiental a las 6 y 12 h
de exposicion. A las 24 h, el tratamiento control (0 mg/L de N-NO,") mostr6 diferencias
significativas menores (p <0.05) con el tratamiento de mayor concentracion de nitritos
ambiental (5.30 mg/L de N-NO;), pero no con los otros dos tratamientos de nitrito
ambiental. Se observaron diferencias significativas (p <0.05) en los niveles de lactato en la
hemolinfa del tratamiento de 5.30 mg/L de N-NO," ambiental con los otros 3 tratamientos

(0, 1.06 y 2.65 mg/L de N-NO, ambiental) a las 48 h de exposicion.
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Figura 10. Niveles de lactato (mg/mL) en juveniles de L. vannamei expuestos a diferentes
concentraciones de N-NO, (mg/L) durante 48 h. Letras diferentes para el mismo tiempo de
exposicion (h) indican diferencias significativas (p <0.05) entre las concentraciones.

Los niveles de lactato en la hemolinfa de camarones expuestos a diferentes
concentraciones de nitratos oscilaron entre 0.096 a 0.138 mg/mL. Los tratamientos de 0,
90.00 y 225.02 mg/L de N-NO;™ mantuvieron sus niveles de lactato similares durante las 48
h de exposicion; sin embargo, los niveles de lactato en el tratamiento de 400.05 mg/L a las
6, 12, 24 y 48 h fueron de 0.101+0.014, 0.106+£0.019, 0.138+0.030 y 0.153+0.035 mg/mL,
respectivamente. No fueron evidenciadas diferencias significativas (p >0.05) entre los
niveles de lactato de la hemolinfa con los tratamientos de nitrato ambiental a las 6, 12 y 24
h de exposicidon; no obstante, si se observaron diferencias (p <0.05) a las 48 h entre el
tratamiento de mayor concentracion de nitrato ambiental (400.05 mg/L de N-NOj") con los

otros 3 tratamientos (0, 90, 225.02 mg/L de N-NO; ambiental) (Figura 11).
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Figura 11. Niveles de lactato (mg/mL) en juveniles de L. vannamei expuestos a diferentes
concentraciones de N-NOs™ (mg/L) durante un periodo de 48 h. Letras diferentes para el
mismo tiempo de exposicion (h) indican diferencias significativas (p <0.05) entre las
concentraciones.

7.7.4. Concentraciones de iones en la hemolinfa de juveniles de L. vannamei expuestos
por separado a amonio, nitritos y nitratos

En la prueba subletal de amonio, las concentraciones de magnesio (Mg) en los
tratamientos de 0 y 14.50 mg/L de NAT ambiental oscilaron entre 29.892 y 31.410 y entre
27.980 y 29.919 mmol/L de Mg, respectivamente; para el ion calcio (Ca) fueron de 14.152
a 15.618 y 13.160 a 14.896 mmol/L de Ca para las concentraciones de 0 y 14.50 mg/L de
NAT ambiental, respectivamente. En cuanto a los niveles de potasio (K) y sodio (Na),
fluctuaron entre 6.78 a 7.50 y 6.68 a 7.45, y 341.32 a 349.75 y 297.92 a 346.35 mmol/L
para la concentracion de 0 y 14.50 mmol/L de N-NAT ambiental, respectivamente (Figura
12). Los niveles de iones Mg, Ca, K y Na en la hemolinfa de organismos expuestos al
tratamiento control (0 mg/L de N-NO;") fueron 28.03 a 29.04, 14.15a 15.62, 7.45a7.80 y
288.35 a 309.25 mmol/L, respectivamente; y para los expuestos a la concentracion de 5.30
mmol/L de N-NO, ambiental fueron de 27.55 a 28.19, 13.82 a 15.21, 6.32 a 7.66 y 262.47
a 298.70 mmol/L, en ese orden (Figura 13). En la Figura 14 se muestra el comportamiento

de los niveles de iones en la hemolinfa expuestos a diferentes concentraciones de nitratos;
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la oscilacién de Mg, Ca, K y Na durante las 48 h de exposicion fue de 21.20 a 23.60, 0.53 a
1.50,7.58 a 8.10 y 272.47 a 305.10 mmol/L de N-NOs’, respectivamente.
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Figura 12. Concentraciones de magnesio, calcio, potasio y sodio (mmol/L) en la hemolinfa

de camarones L. vannamei expuestos por 48 h a concentraciones subletales de NAT.
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Figura 13. Concentraciones de magnesio, calcio, potasio y sodio (mmol/L) en la hemolinfa
de camarones L. vannamei expuestos por 48 h a concentraciones subletales de N-NO;".
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Figura 14. Concentraciones de magnesio, calcio, potasio y sodio (mmol/L) en la hemolinfa
de camarones L. vannamei expuestos por 48 h a concentraciones subletales de N-NOs'.
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7.8. Toxicidad subcrénica en el mediano plazo (28 dias)
7.8.1. Tasa de supervivencia de juveniles de L. vannamei expuestos a amonio y nitritos
solos y en combinacion

Las concentraciones del toxico utilizado en las pruebas subcrdnicas a la salinidad de 3
y 25 g/LL variaron dependiendo del valor de la CLsy a las 96 h de NAT y N-NO; para
juveniles de L. vannamei a una salinidad de 3 g/L; se utilizaron el 0, 5 y 10 % del valor de
la CLso, siendo su equivalente en concentraciones en mg/L de 0, 1.15 y 2.90 de NAT y 0,
0.53 y 1.06 de N-NO;".

En la prueba de toxicidad subcronica de amonio, la tasa de supervivencia en el
tratamiento control registrd el 100 % de supervivencia durante las 4 semanas de prueba en
las salinidades de 3, y en todas las concentraciones de NAT a la salinidad de 25 g/L. En la
concentracion de 1.15 y 2.90 mg/L de NAT a la salinidad de 3 g/L, los % de supervivencia
en la semana 2, 3 y 4 fueron de 100+0, 96.7£2.9 y 91.7£2.9 % y 96.7+£2.9, 93.3£29 y
88.3+£2.9 %, respectivamente (Figura 15).
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Figura 15. Porcentaje de supervivencia (%) en juveniles de L. vannamei expuestos a
diferentes concentraciones de NAT (mg/L) durante 28 dias.

El % de supervivencia de los organismos expuestos a todas las concentraciones de
nitritos en la salinidad de 25 g/L, registr6 el 100 % durante los 28 dias de prueba;

similarmente ocurri6 para el control (0 mg/L de N-NO,™ ambiental) a la salinidad de 3 g/L.
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En la concentracion de 0.53 mg/L de N-NO; a la salinidad de 3 g/L, el porcentaje de
supervivencia al final de la cuarta semana fue de 96.7+2.9; y en los % de supervivencia a la
2, 3 y 4 semana en la concentracion de 1.06 mg/L de N-NO; fue de 98.3+£2.9, 90.0+5.0 y
83.3+£2.9 %, respectivamente (Figura 16).
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Figura 16. Porcentaje de supervivencia (%) en juveniles de L. vannamei expuestos a
diferentes concentraciones de N-NO, (mg/L) durante 28 dias.

Los porcentajes de supervivencia de los organismos expuestos a la mezcla de NAT y
N-NO;™ a la salinidad de 25 g/L fue del 100 % durante el desarrollo de toda la prueba,
similarmente ocurri6 para el control a la salinidad de 3 g/L. Durante la 2, 3 y 4 semana de
exposicion a la mezcla en la salinidad de 3 g/L, las supervivencias en la concentraciones del
5 % del valor de la CLsy a las 96 h fueron de 96.7£2.9, 93.3+£2.9 y 83.3+2.9 %,
respectivamente; y para la concentracion del 10 % fueron de 96.7+2.9, 91.7+42.9 y 45.0+2.9

%, respectivamente (Figura 17).
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Figura 17. Porcentaje de supervivencia (%) en juveniles de L. vannamei expuestos a
diferentes concentraciones combinadas de NAT y N-NO, (mg/L) durante un periodo de 28
dias.

7.8.2. Tasa de crecimiento

El peso promedio inicial de los juveniles de L. vannamei en las pruebas subcronicas
de amonio y nitritos solos y en combinacion a una salinidad de 3 g/L fue de 3.53+0.65 g.
En la Tabla 37 se encuentran los pesos promedios de cada uno de los tratamientos de
concentracion de los toxicos durante las 4 semanas de exposicion a los toxicos en la
salinidad de 3 g/L. El peso promedio mayor fue registrado en el tratamiento control durante
las 4 semanas de exposicion y el menor en el tratamiento de la combinacion de amonio y
nitritos del 10 % del valor de la CLs, individual; sin embargo, solo en la tercera semana se
mostr6 diferencias significativas (p <0.05) entre estos dos tratamientos, pero no hubo

diferencias significativas de estos dos tratamientos con el resto (Tabla 37).

La Tabla 38 muestra las tasas de crecimiento (g/sem) de cada uno de los tratamientos
con las diferentes concentraciones solas y en combinacion de NAT y N-NO; vy los
tratamientos control (0 %). La mayor tasa de crecimiento en la salinidad de 3 g/L fue para
el control con un valor de 0.61+0.02 g/sem, después le siguen los tratamientos del 5 % de
NAT y N-NO; de con 0.54+0.06 y 0.50+0.05 g/sem, respetivamente. El valor menor de

tasa de crecimiento fue registrado en el tratamiento del 10 % de NAT/N-NO; con

78



Valencia-Castanieda, G. | 2018

0.36+0.14 mg/sem; sin embargo, en ninguno de los tratamientos se presentaron diferencias

significativas (p >0.05).

Tabla 37. Peso promedio y desviacion estandar (g) de juveniles de L. vannamei expuestos
durante 4 semanas a concentraciones subcronicas por separado y en combinacion de NAT y
N-NO;" a una salinidad de 3 g/L. Letras diferentes en la misma semana de exposicion
indican diferencias significativas (p <0.05) entre los tratamientos.

Tratamiento Semana
0 1 2 3 4

5 % NAT 3.5340.65a 4.11+£0.10a  4.93+0.07a 5.28+0.20ab 5.69+0.25a
10 % NAT 3.5340.65a 3.884+0.49a 4.44+0.33a  5.03+0.32ab 5.37+0.84a
5 % NAT/N-NO,- 3.5340.65a 4.03+0.15a 4.39+0.28a 4.97+0.35ab 5.48+0.10a
10 % NAT/N-NO,-  3.53+0.65a  3.98+0.07a  4.33+0.67a  4.6+0.38b 4.98 £0.58a
5% N-NO,- 3.53+0.65a 3.97+0.18a 4.68+0.44a 5.02+0.17ab 5.53+0.19a
10 % N-NO,- 3.53+0.65a 3.84+0.48a 4.42+0.44a 491+0.13ab 5.16+0.37a
Control 3.53+0.65a 4.12+0.11a  5.11£0.10a  5.47+0.20a  5.98+0.10a

Tabla 38. Tasa de crecimiento (GR) y desviacion estandar (g/semana) de juveniles de L.
vannamei durante la exposicion subletal de NAT y N-NO, solos y en combinacién a una
salinidad de 3 g/L. Letras diferentes entre tratamientos indican diferencias significativas (p
<0.05) entre los tratamientos.

Tratamiento GR (g/sem)
5% NAT 0.54+0.06a
10 % NAT 0.46+0.21a
5% NAT/N-NOy 0.49+0.03a
10 % NAT/N-NOy 0.36+0.14a
5% N-NOy 0.504+0.05a
10 % N-NOy’ 0.414£0.09a
Control 0.61+£0.02a

Las concentraciones para las pruebas subcronica de amonio y nitritos solos y
combinados a una salinidad de 25 g/L fueron las mismas que en la prueba a una salinidad
de 3 g/L. El peso inicial de los organismos fue de 3.74+0.69 g; en la Tabla 39 se muestran
los pesos promedios por semana de cada uno de los tratamientos y el control;
estadisticamente no se presentaron diferencias significativas (p >0.05) entre los

tratamientos en ninguna semana de exposicion.
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Tabla 39. Peso promedio y desviacion estandar (g) de juveniles de L. vannamei expuestos
durante 28 dias a concentraciones subcrdnica por separado y en combinacién de NAT y N-
NOsa una salinidad de 25 g/L. Letras diferentes en la misma semana de exposicion indican
diferencias significativas (p <0.05) entre los tratamientos.

Tratamiento Semana
0 1 2 3 4

5 % NAT 3.7440.69a 4.49+0.24a 5.34+0.13a  6.21+0.35a 7.18+0.27a
10 % NAT 3.7440.69a 4.48+0.17a 5.47+0.25a 6.39+0.23a 7.27+0.06a
5% NAT/N-NO, 3.74+0.69a 4.53£0.43a 5.37+£0.40a  6.40+0.56a 7.14+0.18a
10 % NAT/N-NO,-  3.74+0.69a 4.42+0.55a 5.48+0.53a  6.41+0.45a 7.21 £0.11a
5% N-NO,- 3.74+0.69a 4.43+0.89a 5.44+0.37a 6.37+0.03a 7.16£0.19a
10 % N-NO - 3.74+0.69a 4.49+0.24a 5.27+0.32a  6.44+0.19a 7.334+0.18a
Control 3.74+0.69a 4.54+0.05a 5.48+0.05a 6.38+0.12a 7..46+0.15a

En cuanto a la tasa de crecimiento, los valores de mayor a menor fueron registrados
en el control (0 %), 10 % de N-NO;', 10 % de NAT, 10 % de NAT/N-NO;', 5 % de N-NO,
y 5 % de NAT/N-NO; con valores de 1.69+0.04, 1.66+0.04, 1.65+0.01, 1.63+0.03,
1.62+0.05, 1.62+0.07 y 1.61+£0.04 mg/sem, respectivamente (Tabla 40).

Tabla 40. Tasa de crecimiento (GR) y desviacion estandar (g/semana) de juveniles de L.
vannamei durante la exposicion subcronica de NAT y N-NO, solos y en combinacion a
una salinidad de 25 g/L. Letras diferentes entre tratamientos indican diferencias
significativas (p <0.05) entre los tratamientos.

Tratamiento GR (g/sem)
5% NAT 1.62+0.07a
10 % NAT 1.65+£0.01a
5% NAT/N-NO; 1.61+0.04a
10 % NAT/N-NOy’ 1.63+0.03a
5% N-NO,- 1.62+0.05a
10 % N-NO,- 1.66+0.04a
Control 1.69+0.04a

Para conocer si existen efectos sobre la tasa de crecimiento de las concentraciones
subcronicas en dos diferentes escenarios de salinidades, se procedid a realizar una
comparacion estadistica entre los diferentes tratamientos con el mismo toxico y las

salinidades de 3 y 25 g/L (Figura 18, 19 y 20). En la prueba de exposicion de NAT no se
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encontraron diferencias significativas (p >0.05) entre la tasa de crecimiento de las
diferentes concentraciones de NAT para una misma salinidad (3 y 25 g/L); sin embargo, si
hay diferencias significativas (p <0.05) en la tasa de crecimiento de una misma
concentracion del toxico (%) pero en diferentes salinidades (3 y 25 g/L) (Figura 18). En la
exposicion de N-NO,, la GR de la salinidad a 3 g/L mostrd diferencias significativas (p
<0.05) entre la concentracion de 1.06 mg/L con el control (0 mg/L), pero no con 0.53 mg/L
de N-NO;’; sin embargo, en la salinidad de 25 g/L, las GR no fueron diferentes entre las
distintas concentraciones del toxico. Si hay diferencias significativas (p <0.05) en la tasa de
crecimiento de una misma concentracion del toxico (%) pero en diferentes salinidades (3 y
25 g/L) (Figura 19). En la prueba combinada (NAT/N-NO;") a la salinidad de 3 g/L fueron
observadas diferencias significativas (p<0.05) de las GR entre los tratamientos de los
toxicos, en las cuales la GR del control fue mayor a la mezcla del 10 %, pero no con la
mezcla del 5 %. En la salinidad de 25 g/L no se evidenciaron diferencias significativas de la
GR de los % de las mezclas. Diferencias significativas fueron encontradas al comparar el

mismo % de mezcla entre distintas salinidades (p <0.05) (Figura 20).

(%]

H
._2. 1.6
L
£ 12
k5 b
E o5 | b b
o -,
E 0.4 1 7/ [ o ot et
L A A i A
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Figura 18. Tasa de crecimiento (GR) y desviacion estandar (g/semana) de juveniles de L.
vannamei durante la exposicion subcronica de NAT en salinidades de 3 y 25 g/L. Letras
mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos para una misma
salinidad. Letras minusculas diferentes entre mismas concentraciones del toxico significan
diferencias significativas entre las dos diferentes salinidades.
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Figura 19. Tasa de crecimiento (GR) y desviacion estandar (g/semana) de juveniles de L.
vannamei durante la exposicion subcronica de N-NO,™ en salinidades de 3 y 25 g/L. Letras
mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos para una misma
salinidad. Letras mintsculas diferentes entre mismas concentraciones del toxico significan
diferencias significativas entre las dos diferentes salinidades.

Figura 20. Tasa de crecimiento (GR) y desviacion estandar (g/semana) de juveniles de L.
vannamei durante la exposicion subcronica NAT y N-NO;™ combinados en salinidades de 3
y 25 g/L. Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos
para una misma salinidad. Letras minusculas diferentes entre mismas concentraciones del
toxico significan diferencias significativas entre las dos diferentes salinidades.

7.9. Consumo de alimento

En las pruebas de toxicidad aguda de amonio, nitritos y nitratos solos y combinados
tanto en postlarvas como en juveniles de L. vannamei, se observo que los organismos
disminuyeron el consumo de alimento conforme pasaron las horas de exposicion a los
toxicos. Sin embargo, dado que se utilizdé en cada una de las pruebas un intervalo de 9
concentraciones, en las Tablas 41 y 42 se resumen las observaciones del consumo de
alimento en porcentaje total por el tiempo de exposicion de 96 h en las dosis inferiores a las

CLso y las UTsg calculadas para los téxicos solos y combinados, respectivamente.
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Tabla 41. Consumo de alimento (%) de postlarvas de L. vannamei expuestas a
concentraciones inferiores a la CL5-96 h y UT5¢-96 h de NAT, N-NO;" y N-NOj;™ (mg/L)
solos y combinados, respectivamente, a 1 y 3 g/L de salinidad.

Toxicos Salinidad  ClLsg Concentraciones % de consumo de
(g/L) (mg/L) alimento™*
NAT 1 10.8 10 87.5+0
5 100+0
3 16.3 10 94.2+5.5
N-NO; 1 33 2.5 37.5£0
3 4.9 2.5 87.5+0
N-NO;5” 1 112.8 100 66.2+5.5
50 77.9+ 5.8
3 430.0 400 73.3 +4.7
200 83.3+ 7.2
NAT/N-NO,/N-NO3™ 1 0.44%* 0.25%* 87.1£1.4
NAT/N-NO,/N-NO3;~ 3 0.68%* 0.5% 89.2+1.4
0.25%* 99.2 £2.9
NAT/N-NO,/N-NO;™ 25 1.12%* 1* 100£0
0.75% 100+0
0.5% 100£0
0.25%* 100+0
NAT/N-NOy 3 0.66%* 0.5% 90.8 £2.9
0.25%* 100+0
NAT/N-NOj5” 3 0.64%* 0.5% 97.5 +0
0.25%* 100+0
N-NO,/N-NO3” 3 0.78%* 0.75%* 42.1+2.8
0.5% 80.4 +2.8
0.25* 89.6+ 3.8

*Corresponde a las UT; ** % de consumo de alimento con respecto al control

En el caso de las postlarvas, el menor consumo de alimento ocurri6 en los organismos

expuestos a concentraciones individuales de N-NO, en la salinidad de 1 g/L, registrando un

consumo de alimento de 37.5+0 % durante las 96 h en la concentracion de 2.5 mg/L con

respecto al control (0 mg/L). En el caso de las pruebas de toxicidad aguda de N-NOj3™ en

postlarvas, el consumo de alimento en las salinidades de 1 y 3 g/ durante las 96 h de

exposicion en las concentraciones de 100 y 50 mg/LL de N-NOs™ y 400 y 200 mg/L de N-
NOs’, fueron de 66.24+5.5 % y 77.9£5.8 % y 73.3 % y 83.3 %, respectivamente. Para las

mezclas de los compuestos nitrogenados en postlarvas, la UT de 0.75 de la mezcla de N-

NO,/N-NOj™ a la salinidad de 3 g/L registr6 un % de consumo de alimento de 42.1£2.8

durante las 96 h de exposicion, siendo este porcentaje el mas bajo de todas las pruebas de
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toxicidad de mezclas en postlarvas. En el caso de la mezcla de NAT/N-NO,/N-NOs” en la
salinidad de 25 g/L, no se identificd un efecto en el consumo de alimento, los organismos
expuestos a las diferentes UT inferiores a la UTsg estuvieron alimentandose durante las 96 h
de exposicion a la mezcla de los tres toxicos (Tabla 41).

En las pruebas de toxicidad aguda con juveniles de L. vannamei, los porcentajes de
consumo de alimento en los expuestos a amonio fueron de 75.0+ 3.7 % y 87.5+2.8 % en las
concentraciones de 20 y 10 mg/L de NAT, respectivamente. El % mas bajo de consumo de
alimento ocurrid en los organismos expuestos a 10 mg/L de N-NO;, con el 33.8+5 %
durante las 96 h. Para la mezcla de NAT/N-NO,/N-NOs™ a la salinidad de 3 g/L, el
consumo de alimento para las UT de 1, 0.75 y 0.5 fueron de 17.5+0 %, 38.8+5 % y
75.4+1.4 %, respectivamente. No fue observada una reduccion en el % de consumo de
alimento en los organismos expuestos a la mezcla de los tres compuestos nitrogenados a la

salinidad de 25 g/L (Tabla 42).

Tabla 42. Consumo de alimento (%) de juveniles de L. vannamei expuestos a
concentraciones inferiores a la CLs5p-96 h y UTs50-96 h de NAT, N-NO;" y N-NO;3™ (mg/L)
solos y combinados a 1 y 3 g/L de salinidad.

Toxicos Salinidad CLs Concentraci % de consumo de
(g/L) ones (mg/L) alimento**
NAT 3 29.0 20 75.0+ 3.7
10 87.5+£2.8
N-NO; 3 10.60 10 33.8+0
7.5 70.8+2.8
5 82.9+1.4
N-NOj5” 3 900.09 800 57.5+1.7
400 88.3+1.4
NAT/N-NO,/N-NO5;~ 3 0.99%* 1* 17.5+0
0.75%* 38.8+5
0.5% 75.4+1.4
NAT/N-NO,;/N-NO5;~ 25 1.31% 1* 100+0
0.75%* 100+0
0.5% 100+0

*Corresponde a las UT
**Corresponde al % de consumo de alimento con respecto al control
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7.10. Niveles de seguridad

Sprague (1971), define el nivel de seguridad como la concentracion de un
contaminante que a largo plazo no tiene un efecto adverso en un organismo o una poblacién
(respiracion, crecimiento, reproduccion, consumo de alimento); este valor puede ser
obtenido a partir del valor de la CLs¢-96 h multiplicandolo por un factor de aplicacion de
0.1. No se dispone de informacion detallada para elegir un factor mas especifico, por
ejemplo de 0.06, 0.07, 0.04, etc.; sin embargo, los resultados observados si permiten elegir
el factor de 0.05 y no el factor de 0.10. En el presente estudio, los niveles de seguridad
fueron estimados con el factor de 0.05, este factor fue considerado a partir del andlisis de
resultados obtenidos de las pruebas subletales (48 h) y subcronica (28 dias), asi también
fueron tomados en cuenta los porcentajes y comportamientos de mortalidad en la pruebas
letales agudas (96 h) (Figura 21). El comportamiento de los componentes sanguineos
(oxihemocianina glucosa y lactato), asi como los datos de tasas de crecimiento y

supervivencia fueron importantes para determinar el factor de 0.05.

Figura 21. Propuesta estratégica para determinar el factor de aplicacion para establecer los
niveles de seguridad de compuestos nitrogenados para el camaron L. vannamei basado en
los resultados obtenidos en las diferentes pruebas de toxicidad (adaptado de Abel (1989) y
después por Abel y Axiak (1991)).
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En la Tabla 31 se muestran los niveles de seguridad de amonio, nitritos y nitratos

solos y en combinacién para postlarvas y juveniles de L. vannamei en salinidades de 1 y 3

g/L.

Tabla 43. Niveles de seguridad e intervalos de confianza propuestos para el cultivo de
camaron blanco L. vannamei en aguas de baja salinidad del presente estudio.

Edad Toéxico Salinidad Nivel de seguridad
(g/'L) (mg/L)
PL20 NAT 1 0.54 (0.495-0.590)
PL20 NAT 3 0.82 (0.76-0.87)
PL20 N-NH; 1 0.050 (0.045-0.055)
PL20 N-NH; 3 0.055 (0.070-0.075)
PL20 N-NOy 1 0.170 (0.145-0.185)
PL20 N-NOy 3 0.190 (0.215-0.275)
PL20 N-NO5 1 5.64 (4.92-6.45)
PL20 N-NO3y 3 21.50 (19.53-23.67)
PL20 NAT/N-NO,/N-NOs3 1 0.022 (0.020-0.025)**
PL20 NAT/N-NO,/N-NOs~ 3 0.034 (0.031-0.038)*"
PL20 NAT/N-NO; 3 0.033 (0.030-0.037)*¢
PL20 NAT/N-NO;3 3 0.032 (0.029-0.036)*"
PL20 N-NO,/N-NOs3 3 0.039 (0.035-0.040)*¢
Juveniles (3.3 g) NAT 3 1.45 (1.28-1.64)
Juveniles (3.3 g) N-NH; 3 0.13 (0.11-0.14)
Juveniles (3.3 g) N-NOy 3 0.53 (0.57-0.48)
Juveniles (3.3 g) N-NO3 3 45.00 (40.90-49.72)
Juveniles (3.3 g) NAT/N-NO,/N-NO;3 3 0.050 (0.045-0.055)*"

* Corresponde a las UT; *0.79, 0.02 y 0.83 mg/L de NAT, N-NO, y N-NO5’, respectivamente; *0.18, 0.05 y
4.87 mg/L de NAT, N-NO, y N-NOj, respectivamente; © 0.27 y 0.08 mg/L de NAT y N-NO,,
respectivamente; ¢ 0.26, 6.9 mg/L de NAT y N-NO5, respectivamente; ©0.09 y 8.4 mg/L de N-NO, y N-NO5’,

respectivamente; 0.48, 0.08 y 14.58 mg/L de NAT, N-NO, y N-NOs'".
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8.0. DISCUSION

8.1. Toxicidad aguda de amonio

En ambientes acuaticos, el NAT existe en dos formas quimicas como NH," y NHs,
siendo esta ultima mas toxica debido a que puede difundirse mas facilmente a través de las
bicapas lipidicas hacia la hemolinfa (Weihrauch et al., 2004). Las proporciones del NH;" a
NH; depende de la salinidad, la temperatura, y, en mayor medida, del pH, y cada una de
estas variables influye en la toxicidad del amonio de diferentes maneras (Lin y Chen,
2001). Aunque pocos estudios han investigado la influencia de pH en la toxicidad del
amonio en los crustaceos, los resultados han mostrado que un pH mas alto aumenta la
toxicidad del amonio, probablemente esto se deba a que aumenta la proporcion de la forma
NH; es més concentrada (Armstrong et al., 1978). Sin embargo, a pesar de que la salinidad
y la temperatura tienen un efecto mucho menor en la relacion NH, /NH3, también influyen
en la toxicidad del amonio.

La toxicidad del amonio para los crustiaceos ha sido estudiada por varios autores
(Chin y Chen, 1987; Chen et al., 1989; Ostrensky y Wasielesky, 1995; Alcaraz et al.,
1999b; Frias-Espericueta et al., 2000). En la Tabla 44 y 45 se encuentran valores de CLs
de NAT (mg/L) en diferentes especies de postlarvas y juveniles de camarones peneidos,
respectivamente. Es importante mencionar que la toxicidad aguda del amonio y los nitritos
se ha estudiado en varias especies de postlarvas de camarones peneidos en aguas marinas y
salobres; sin embargo, no existe informacion disponible en aguas de baja salinidad (Tabla
44). Una discusiéon mas amplia sobre la toxicidad aguda de amonio, nitritos y nitratos en
postlarvas de L. vannamei puede encontrarse en el trabajo de Valencia-Castafieda et al.

2018 (Anexo 3).
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Tabla 44. Valores de CLsy de NAT (mg/L) en diferentes especies de postlarvas de
camarones peneidos

Especies Talla Salinidad CLs Referencias
(g/L)
24h  48h 72 h 96 h
P. monodon  PL6 34 52.1 27.7 17.0 11.5 Chin y Chen (1987)
P. japonicus  PL2 33 31.7 - - - Chen et al. (1989)
P. japonicus  PLI12 33 53.4 --- --- -—-  Chen et al. (1989)
Metapenaeus PLI1 33 30.3 16.7 - - Chen et al. (1991)
ensis
M. ensis PL10 33 24.4 - - - Chen et al. (1991)
P. japonicus  PLI 36 32.5 22.8 17.4 15.5 Linetal (1993)
Penaeus PLI 28 24.2 8.6 5.6 5.5  Ostrensky y
paulensis Wasielesky (1995)
P. setiferus PL25 25 11.5 9.4 8.7 ---  Alcaraz et al. (1999b)
L. vannamei  PL12 35 17.9 12.5 12.2 12.2  Frias-Espericueta et
al. (2000)
Penaeus 27.5 mg 15 14.8 11.2 7.9 7.1  Kiry Kumlu (2006)
semisulcatus
P. 27.5 mg 20 27.1 12.3 8.5 7.11  Kir y Kumlu (2006)
semisulcatus
P. 27.5 mg 35 58.9 23.3 20.5 18.7  Kir y Kumlu (2006)
semisulcatus
P. 27.5 mg 40 66.7 32.5 23.2 19.1 Kir y Kumlu (2006)
semisulcatus
L. vannamei  PL1 34 13.2 - - - Cobo et al. (2014)
L. vannamei  PL25 10 - 39.7 - - Schuler et al. (2010)
L. vannamei  PL20 1 38.9 14.0 11.8 10.8  Este estudio
L. vannamei  PL20 3 48.4 22.5 18.1 16.3  Este estudio
--- No disponible

En la Tabla 45 se muestran valores de CLsy de NAT (mg/L) a diferentes horas de

exposicion para diferentes especies de juveniles de camarones peneidos, las cuales fueron

expuestas a diferentes ambientes de salinidad. Se aprecia claramente que en cuanto a

trabajos de toxicidad de amonio en aguas de baja salinidad con juveniles de L. vannamei no

existe informacion. Se ha observado que existe una relacion inversa entre la salinidad y la

toxicidad de amonio en P. penicillatus (Chen y Lin 1991), P. chinensis (Chen y Lin,
1992b), L. vannamei (Lin y Chen, 2001; Li et al., 2007), Penaeus semisulcatus (Kir y

Kumlu, 2006) y L. schmitti (Barbieri, 2010).
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Tabla 45. Valores de CLsy de NAT (mg/L) en diferentes especies de juveniles de

camarones peneidos

Especie Talla Salinidad CLso Referencia
(9] (g/'L)
24h  48h 72h 96h
Penaeus 0.36 33 79.9 51.1  37.0 35.1 Chenetal (1990a)
chinensis
Metapenaeus 2.0 34.5 - - - 26.3  Allan et al. (1990)
macleayi
P. monodon 2.2 34.5 - - - 37.4  Allan et al. (1990)
P. monodon 4.87 20 97.7 88.0 534 42.6 Chenetal (1990b)
M. ensis 0.10 25 354 Nany Chen (1991)
P. penicillatus 0.4-0.7 34 59.5 38.7  29.7 -—- Chen y Lin (1991)
P. chinensis 0.76 10 440 348 --- 28.2  Cheny Lin (1992b)
P. chinensis 0.76 20 52.2 42.7 - 38.9 Cheny Lin (1992b)
P. chinensis 0.76 30 66.7  54.0 --- 39.9 Cheny Lin (1992b)
P. paulensis 5.4 28 51.8 --- --- 38.7  Ostrensky y
Wasielesky (1995)
P. paulensis 31.43 28 64.6 - - 42.5  Ostrensky y
Wasielesky (1995)
L. vannamei 3.8 35 - 111.2 84.5 70.2 Frias-Espericueta et
al. (1999)
L. vannamei 0.99 35 120.1 925 69.2 64.2 Frias-Espericueta et
al. (1999)
L. vannamei 22 mm 15 59.7 40.6 321 244 Liny Chen (2001)
L. vannamei 22 mm 25 664 488 432 354 Liny Chen (2001)
L. vannamei 22 mm 35 68.8 53.8 449 395 Liny Chen (2001)
P. semisulcatus 1.6 39 92.2 76.6  64.1 55.8 Kiretal (2004)
L. schmitti 1.50 5 40.7 326 246 19.1 Barbieri (2010)
L. schmitti 1.50 20 53.5 38.6 27.8 25.5 Barbieri (2010)
L. schmitti 1.50 35 543 479 41.7 389 Barbieri (2010)
L. vannamei 33 3 1163 446 39.6 29.0 Este estudio

--- No disponible

Para el caso especifico de L. vannamei, Lin y Chen (2001) expusieron a esta especie a

diferentes concentraciones de amonio en salinidades de 15, 25 y 35 g/L, los valores de la

CLsp mostraron una mayor toxicidad del amonio cuando disminuye la salinidad del

ambiente. El valor de la CLs,.96 h estimado en este trabajo para juveniles de L. vannamei

fue menor (29.0 mg/L de NAT) al estimado por Frias-Espericueta et al. (1999) con

juveniles de una talla similar y una salinidad de 35 g/L (70.2 mg/L de NAT), indicando

estos valores que la toxicidad del amonio en juveniles de L. vannamei aumenta en una
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magnitud cercana al 40% en aguas de baja salinidad (3 g/L) (Tabla 45). Romano y Zeng
(2010) encontraron una relacion entre los niveles mas altos de amonio en la hemolinfa de
Penaeus pelagicus en salinidades mas bajas en comparacion con los de mayor salinidad,
probablemente debido a la utilizacion de diferentes mecanismos de resistencia.

La toxicidad de amonio en juveniles de L. schmitti aumentd con el tiempo de
exposicion, ademas, la tolerancia disminuyd bruscamente en un 19.8, 39.5 y 53.0 %
después de 48, 72 y 96 h comparado con la CLspa las 24 h a 5 g/L de salinidad (Barbieri,
2010). Lin y Chen (2003) reportaron que la tolerancia de juveniles de L. vannamei a
amonio disminuy6é marcadamente en 12.8, 23.28 y 28.42 % después de 48 y 96 h en
comparacion con la CLso-24 h a 35 g/L de salinidad; después de 48 y 96 h se observo que la
tolerancia disminuy6 en un 56.7 y 74.0 % en comparacion a la CLsp-24 h a 15 g/L de
salinidad; la tolerancia al amonio disminuy6 en un 52.9 y 64.7 % después de 48 y 96 h en
comparacion con a la CLsp-24 h a 35 g/L de salinidad. Comparando el aumento de la
toxicidad del amonio a lo largo del tiempo entre estos dos estudios (Barbieri, 2010; Lin y
Chen, 2003) fue mas abrupto en L. schimitti en comparacion con L. vannamei.

La toxicidad del amonio también puede depender de la etapa de desarrollo de los
crustaceos, y aunque a veces hay una gran tolerancia entre estadios larvales, generalmente
las postlarvas o juveniles tienen mayor tolerancia al amonio y muestran una correlacion
positiva con el tamano (Ostrensky y Wasielesky, 1995; Romano y Zeng, 2007a). La CLs,
de 72 h en las larvas zoea I del cangrejo chino, Eriocheir sinensis, fue de 5.7 mg/L de NAT
y aumento sustancialmente a 45.3 mg/L en la etapa de juvenil (Zhao et al., 1997). Un
aumento de mas del doble de la tolerancia al amonio en juveniles de primera etapa de P.
pelagicus en comparacion a cuando alcanzaron la séptima etapa de cangrejo juvenil
(Romano y Zeng, 2007a). Neil et al. (2005) no encontrd ninguna relacion entre la toxicidad
de amonio y las etapas larvales del cangrejo Scylla serrata, aunque la etapa de cangrejo
tenia dos veces mayor tolerancia (Romano y Zeng, 2007b). A excepcion, en juveniles de M.
ensis se observd una tolerancia menor al amonio que en las etapas larvales menos
desarrolladas (Chen y Nan, 1991; Nan y Chen, 1991). En el presente estudio, el valor de
CLs0-96 h en juveniles de L. vannamei (3.3 g) expuestos a una salinidad de 3 g/L indican

una mayor tolerancia al amonio que las postlarvas (PL20) a la misma salinidad. Ademas,
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una mayor resistencia a la tolerancia del amonio en las postlarvas en un ambiente de 3 g/L
de salinidad en comparacion con aquellas a una salinidad de 1 g/L.

Otro de los factores que puede influir en la tolerancia a los toxicos es que los
organismos de una misma especie pero de distintas poblaciones pueden presentar
concentraciones individuales efectivas desiguales, esto debido a que antes de someterse a
las pruebas de toxicidad estuvieron bajo condiciones ambientales diferentes o provienen de
lotes de progenitores distintos (Newman y Unger, 2003). En este estudio, todas los
organismos utilizados para las distintas pruebas de toxicidad procedieron de diferentes lotes
de organismos; sin embargo, esto no se vio influenciado en los efectos letales ya que antes
de someter a los organismos a las diferentes pruebas se realiz6 una evaluacion de la calidad

de los mismos (Arcos et al., 2005), ademas se contd con un certificado de salud sanitaria.

8.2. Toxicidad aguda de nitritos

La toxicidad aguda de nitritos en los crustaceos es sustancialmente menos estudiada
en comparacion con la de amonio. Sin embargo, la informacion disponible parece indicar
que el pH, la salinidad y las etapas de desarrollo son los principales factores que influyen
en la toxicidad. El nitrito existe en dos formas, nitrito (NO,") y acido nitroso (HNO,), las
cuales coexisten en un equilibrio controlado principalmente por el pH, practicamente todo
el nitrito presente en el cultivo de organismos acudticos estd en forma ionizada. La
ionizacion del nitrito mediada por el pH es lo contrario a la del amonio (Lin y Chen, 2001).
El HNO, puede difundirse facilmente a través de las membranas branquiales de los
animales acudticos, por lo que esta forma es mas toxica. La proporcion de estas formas de
nitrito estd muy influenciada por el pH; sin embargo, no existen pruebas de toxicidad aguda
de nitrito a diferentes niveles de pH en crustaceos decdpodos (Romano y Zeng, 2013). No
obstante, las correlaciones entre la toxicidad de los nitritos y el pH se han demostrado en
peces (Huey et al., 1982), es probable que exista una tendencia similar en los crustdceos ya
que Chen y Cheng (2000) encontraron que tanto la afluencia de nitrito y los niveles de
nitrito en la hemolinfa aumentaron en P. monodon, a un pH decreciente.

A pesar de que existen relativamente pocos estudios sobre los efectos de la salinidad
o los niveles de Cl sobre la toxicidad de los nitritos, los resultados muestran tendencias
consistentes de la importancia de la salinidad sobre la toxicidad de los nitritos. Por ejemplo,
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en agua dulce (<0.5 mg/L de CI'), el valor de la CLs-96 h fue de 6.1 mg/L para
Procambarus simulans, y cuando la concentracion de CI” se increment6 a 300 mg/L, no se
observaron mortalidades, por lo tanto, los valores de CLsyp no pudieron ser calculados
(Beitinger y Huey, 1981). Del mismo modo, salinidades mas altas (niveles mas altos de CI’)
redujeron significativamente la toxicidad de los nitritos en P. penicillatus (Chen y Lin,
1991) y L. vannamei (Lin y Chen, 2003). En contraste con los hallazgos anteriores, se
demostrd que la salinidad no tiene un efecto sobre los valores de la CLsy de N-NO, en las
larvas de S. serrata (Seneriches-Abiera et al., 2007). Sin embargo, estas larvas poseen
capacidades osmorreguladoras subdesarrolladas, como se observa en otros cangrejos
(Charmantier ef al., 1998; Anger y Charmantier, 2000), reduciendo la absorcion de N-NO,
/CI” que puede explicar este mecanismo de accion. Solo se han realizado dos experimentos
sobre la toxicidad de los nitritos en diferentes etapas de desarrollo y con resultados
contrastantes (Chen y Chin, 1988a; Seneriches-Abiera ef al., 2007).

Chen y Chin (1988a) encontraron que el desarrollo larval de nauplios a postlarvas, la
tolerancia a los nitritos de P. monodon aumentdé mas de 12 veces (un valor CLsp-96 h de
5.00 mg/L a 61.87 mg/L de N-NOy"). Por el contrario, cada etapa de larvas zoea de S.
serrata tenian marcadas diferencias en la tolerancia a los nitritos y no se mostré un vinculo
claro con las etapas de desarrollo; se observo que cambios de salinidad de 35 a 25 g/L no
influyeron significativamente sobre el efecto letal de los organismos (Seneriches-Abiera et
al., 2007). Por otro lado, comparando las CLs-48 h de N-NO;" estimadas en zoea para
Penaeus indicus (Jayasankar y Muthu, 1983) y P. monodon (Chen y Chin, 1988a) se
observa que P. monodon es casi dos veces mas sensible que P. indicus; mientras que las
CLs0-96 h muestra que en el estadio de PL1 de P. monodon es dos veces mas sensible a los

nitritos que M. ensis (Tabla 46).
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Tabla 46. Valores de CL5y de N-NO; (mg/L) en diferentes especies de larvas y postlarvas

de camarones peneidos

Especies Estadio Salinida CLsg Referencias
d (g/L)
24h  48h 72h 96 h
P. indicus Zoea 35 --- 15.4 --- --- Jayasankar y Muthu
(1983b)
P. monodon Nauplio 34 5.0 - --- --- Chen y Chin (1988a)
P. monodon Zoea 34 13.2 - - - Chen y Chin (1988a)
P. monodon Mysis 34 20.7 8.3 --- --- Chen y Chin (1988a)
P. monodon PL1 34 61.9 332 20.5 13.5 Cheny Chin (1988a)
P. monodon PL6 34 61.9 332 20.5 13.5 Cheny Chin (1988a)
P. japonicus PL2 34 834 538 21.8  13.0 Cheny Tu (1990)
M. ensis PLI 33 70.1 27.1 --- --- Chen y Nan (1991)
P. paulensis PL1 277.8 41.6 14.5 10.7 Ostrensky y Poersch
(1992)
P. japonicus PL12 36 87.8 55.0 25.0 20.6 Linetal (1993)
P. setiferus PL25 25 268.1 2488 1673 --- Alcaraz et al. (1999b)
L. vannamei PL25 10 - 153.7 - - Schuler ef al. (2010)
L vannamei  PL23 43 — 21 81 76 gperRedn
L. vannamei PL23 3 - 16.3 7.7 5.2 gez)nlli‘r)ez-Rochm
L vannamei  PL23 1.7 189 70 43 34 gaonlljf)ez'ROChm
L vannamei  PL23 1.1 88 60 36 26 gaonlljf)ez'ROChm
L vannamei  PL23 0.8 79 58 40 3.0 gaonlljf)ez'ROChm
L. vannamei PL20 1 29.3 5.1 4.0 33 Este estudio
L. vannamei PL20 3 37.9 8.0 5.7 4.9 Este estudio

--- No disponible

Como ya se menciond en el capitulo anterior, es escasa la informacién sobre la

toxicidad aguda de los nitritos en larvas y postlarvas de L. vannamei en ambientes de baja

salinidad. Schuler ef al. (2010) estimaron que la CLsy a las 48 h para postlarvas PL25 en

una salinidad de 10 g/L fue de 153.7 mg/L de N-NO;’; este valor es de una magnitud del

96.7 y 94.8 % mayor al estimado en este estudio para postlarvas PL20 a salinidades de 1 y

3 g/L, respectivamente (Tabla 46). Aunque Schuler et al. (2010) utilizaron postlarvas de

edades diferentes a las de este trabajo, es claro que la salinidad (10 g/L) influye en la

tolerancia a la toxicidad de los nitritos. Por otro lado, Ramirez-Rochin (2014) realizé una
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evaluacion de la toxicidad aguda de los nitritos en postlarvas PL23 en salinidades de 4.3, 3,
1.7, 1.1 y 0.8 g/L estimando una CLs, a las 96 h de 7.6, 5.2, 3.4, 2.6 y 3 mg/L de N-NO,,
respectivamente. De acuerdo a los valores de CL5y de N-NO,™ en las salinidades de 3 y 1.1
g/L estimados por Ramirez-Rochin (2014), estos son similares a los registrados en esta
investigacion para las salinidades de 1 y 3 g/L en postlarvas PL20 (Tabla 46).

En la Tabla 47 se muestran valores de CLsy de N-NO,™ para diferentes especies de
juveniles de camarones peneidos a diferentes tiempos de exposicion y ambientes de
salinidad. En comparacion con estudios de toxicidad de amonio, se puede apreciar que
existe un mayor numero de trabajos de toxicidad aguda de nitritos en ambientes de baja
salinidad con juveniles de L. vannamei (Gross et al., 2004; Sowers et al., 2004; Wang et
al., 2006; Ramirez-Rochin et al., 2017). En cuanto a la tolerancia de nitritos entre las
especies, se puede observar que L. vannamei y P. monodon a salinidades (20 y 25 g/L) y
tallas similares (4.87 y 3.90 g) presentan una tolerancia similar. Lin y Chen (2003)
expusieron a juveniles de L. vannamei (3.90 g) a nitritos en salinidades de 15, 25 y 35 g/L,
mostrando una mayor toxicidad conforme disminuye la salinidad; es decir, la toxicidad
disminuy6 en un 44.5 % al comparar los valores obtenidos a una salinidad de 35 g/L con
respecto a 25 g/LL de salinidad, siendo més toxicos los nitritos en la segunda salinidad; de
igual manera, pero a salinidades de 25 g/L con respecto a 15 g/L la tolerancia disminuy6 en
un 57 %.

Ramirez-Rochin et al. (2017) mostraron que la tolerancia de nitritos en juveniles de la
misma especie y talla similar (4.4 g) a salinidades de 2.0, 1.0 y 0.6 g/L fue 43.5 % mas baja
a 1.0 que a 2.0 g/L de salinidad, mientras que a 0.6 g/L la tolerancia fue de 18.6 % menos
que a 1.0 g/L de salinidad. El valor de la CLso-96 h de N-NO," estimado en este trabajo para
juveniles de 3.3 g (10.3 mg/L de N-NO,) es similar al estimado por Ramirez-Rochin et al.
(2017) a una salinidad de 2 g/L (12.4 mg/L de N-NO5); sin embargo, a pesar de que es una
salinidad menor que la de este estudio (3 g/L), posiblemente la mayor tolerancia se puede
deber a que la talla de los organismos empleados fue diferente; aqui 3.3 g y Ramirez-

Rochin et al. (2017),4.4 g.
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Tabla 47. Valores de CLsy de N-NO, (mg/L) en diferentes especies de juveniles de
camarones peneidos

Especie Talla Salinidad CLs Referencia
(8 €49

24h 48h 72h  96h

P. chinensis 0.36 33 33.9 --- --- 37.7 Chen et al. (1990c)
P. monodon 4.87 20 2180 193 - 171.0  Chen et al. (1990a)
P. penicillatus 0.40 35 928 79.4 --- 40.9 Chen y Lin (1991)
P. penicillatus 0.40 25 833 529 - 38.5 Chen y Lin (1991)
L. vannamei 3.90 15 187.9 1422 925 76.5 Lin y Chen (2003)
L. vannamei 3.90 25 2741 244 2248 178.0  Liny Chen (2003)
L. vannamei 3.90 35 521.2 423 375 321.0  Liny Chen (2003)
L. vannamei 0.21 2 304 164 104 8.9 Gross et al. (2004)
L. vannamei 0.08 2 214 139 112 9.6 Gross et al. (2004)
L. vannamei 0.70 2 - - - 8.4  Sowers et al. (2004)
L. vannamei 0.62 3 31.3 243 203 15.2 Wang et al. (2006)
L. vannamei 4.40 2 194 154 134 124 Ram;rlfz('z%‘;‘;l;‘“ et
L. vannamei 4.40 I 144 96 83 7.0 Ram;rlfz('zRO‘;‘;l;‘“ et
L. vannamei 4.40 0.6 81 79 68 57 Ram;rfz('zRO(l’gl)““ et
L. vannamei 33 3 555 154 124 10.6 Este estudio

--- No disponible

En el caso de los valores de CLsy a las 96 h estimados por Gross ef al. (2004) y
Sowers et al. (2004) para juveniles de L. vannamei a una salinidad de 2 g/L, también ambos
son similares, pero un poco menor que los calculados en este estudio; la mayor tolerancia
de los organismos de este trabajo se puede deber a que fueron de talla més grande (Tabla
47). En este estudio, los juveniles de L. vannamei expuestos a nitritos y una salinidad de 3
g/L. mostraron ser mas tolerantes al toxico en comparacién a las postlarvas (PL20) bajo las
misma condiciones de salinidad, debido a que los valores de las CLs( para juveniles fueron

mayores a los estimados en postlarvas (Tabla 8 y Tabla 29).

8.3. Toxicidad aguda de nitratos

En cuanto a la toxicidad de los nitratos, esta es mucho menor en comparacion con el
amonio y los nitritos; por lo tanto, no es sorprendente que este sea el menos estudiado entre
las tres especies nitrogenadas. Informacion sobre la toxicidad aguda de los nitratos esta

limitada a solo unas pocas especies de decapodos que incluyen cangrejos de rio, Cherax
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quadricarinatus (Meade y Watts, 1995) y P. pelagicus y S. serrata (Romano y Zeng,
2007c; 2007d).

Es importante mencionar que hay evidencia que sugiere que los nitratos pueden ser
incluso menos toéxico como se ha mencionado en trabajos de toxicidad aguda en crustaceos,
y que probablemente sea aplicable a todos los animales estuarinos/marinos. Esto esta
relacionado a problemas inherentes con la deteccion de valores de CLsy de N-NO3™ que
alteran la composicion i6nica de las soluciones de prueba, la cual conducen a un estrés
osmorregulador no relacionado con la exposiciéon a los nitratos y, en consecuencia, se
puede registrar un sesgo de mortalidad (Romano y Zeng, 2007d).

El problema comienza a partir de que se tiene que preparar una solucion madre con
algin reactivo comercial, la cual se diluye para establecer un intervalo de las
concentraciones de prueba deseadas. En el caso de los nitratos, cuando se agrega NaNO; al
agua destilada para crear la soluciéon madre, va a contener ademas de los correspondientes
al agua de prueba iones de NO;™ y Na'. Debido a la menor toxicidad de los nitratos, son
normalmente necesarios altos volimenes de solucion estandar. Entonces, estas diluciones
grandes de solucién madre, con iones de Na" y NOs, inevitablemente tiene un impacto
significativo en la composicion i6nica de la solucion de prueba final, como aumentar las
proporciones de Na'/K'. Tales relaciones de iones interrumpidas, que se combinan con
salinidades mas bajas, es bien conocido que induce estrés osmotico y posteriormente la
muerte en los animales acuaticos, independientemente de sus capacidades de
osmorregulacion (Romano y Zeng, 2007d; Romano y Zeng, 2012). Un método simple para
mitigar estos cambios de relacion ionica es a través de la adicion de K a la solucion madre
de N-NOs’, en las mismas concentraciones como los que se encuentran naturalmente en la
salinidad de la solucion de prueba. En pruebas de toxicidad de nitratos se utilizo la
estrategia de adicion de iones K™ a la solucién madre la cual ocasioné una disminucion
significativa en el sesgo de mortalidad en P. pelagicus, S. serrata (Romano y Zeng, 2007c;
2007d) y P. monodon (Romano y Zeng, 2009a). Si bien esto puede reducir el estrés
osmorregulador, se advierte que las comparaciones de toxicidad de nitratos en la misma
especie pero en diferentes salinidades puede no ser del todo exacto (Romano y Zeng,

2009a). Sin embargo, dado que la toxicidad de los compuestos nitrogenados a menudo esté
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relacionado con la acumulacion en la hemolinfa, experimentos sobre los niveles de nitratos
en la hemolinfa de crustaceos, cuando se han sometido a diferentes combinaciones de
nitritos y salinidades, pueden proporcionar una vision de las tendencias de su toxicidad.

En este trabajo, en las pruebas de toxicidad de nitratos no fueron adicionados iones de
K", y no deja de ser preocupante que un desequilibrio en las relaciones iénicas origind un
sesgo en las mortalidades de los organismos por un estrés osmorregulatorio; sin embargo,
se considera que los datos estimados de toxicidad aguda de nitratos en postlarvas y
juveniles de L. vannamei en aguas de baja salinidad ( 1 y 3 g/L) son la pauta para futuras
investigaciones sobre toxicidad de los nitratos en las cuales se contemple la adicion de
iones K" para mantener una relacién iénica similar a un agua de mar a la misma salinidad.

La toxicidad de los nitratos para los invertebrados acuaticos aumenta al aumentar las
concentraciones de nitratos y los tiempos de exposicion (Camargo y Ward, 1992, 1995;
Scott y Crunkilton, 2000; Tsai y Chen, 2002). Por el contrario, la toxicidad del nitrato
disminuye con el aumento del tamafio corporal y la salinidad del agua (Camargo y Ward,
1992, 1995; Tsai y Chen, 2002). En este trabajo, las estimaciones de valores de CLsy de N-
NOs’ indican que las postlarvas PL20 son menos tolerantes a la toxicidad aguda que los
juveniles (3 g) en la salinidad de 3 g/L (Tabla 11 y 31). Ademas, en las pruebas de
toxicidad aguda con postlarvas, se puede observar una mayor tolerancia de nitratos en la
salinidad de 3 g/L que en lade 1 g/L (Tabla 11).

Camargo et al. (2005) mencionan que los invertebrados de agua dulce parecen ser
mas sensibles a la toxicidad de los nitratos que los invertebrados marinos como una
consecuencia probable del efecto de la salinidad del medio sobre la tolerancia de los
invertebrados acudticos a los iones de nitratos. Sin embargo, se ha observado que en las
primeras etapas de vida de algunos invertebrados marinos (P. monodon), estos pueden ser
muy sensibles a la toxicidad del nitrato (Muir et al., 1991). Para el caso de crustaceos de
agua dulce, Meade y Watts (1995), examinaron los efectos tdéxicos de NaNO; en la
supervivencia y la tasa metabolica de juveniles de la langosta australiana C.
quadricarinatus; después de 5 dias, no se observo mortalidad en los organismos expuesto a
una concentracion de 1000 mg/L de N-NOs. Ademas, no hubo diferencias significativas en

el consumo de oxigeno entre el control (0 mg/L de N-NOs") y los organismos expuestos a la
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mayor concentracion experimental (1000 mg/L de N-NOs'). Wickins (1976) al examinar la
toxicidad aguda de NaNO; en una combinacion de especies de camarones peneidos
(Penaeus aztecus, P. japonicus, Penaeus occidentalis, Penaeus orientalis, L. schmitti y P.
setiferus), calcul6 un valor de CLs¢-48 h de 3400 mg/L. de N-NOs™ en un agua de mar de 28
g/L de salinidad. En cuanto a estudios de toxicidad aguda en camarones peneidos solo se
tiene un estudio con juveniles de la especie P. monodon (Tabla 48). No es posible con
nuestros resultados obtenidos de toxicidad aguda de nitratos en juveniles hacer un
comparativo en cuanto a la tolerancia de la especie L. vannamei y P. monodon debido a que
las tallas de los organismos son muy diferentes; ademas, P. monodon fue expuesto en aguas
salobres y marinas (>15 g/L de salinidad), mientras que L. vannamei fue expuesto a una
salinidad de 3 g/L. La informacion generada en esta investigacion da el inicio de nuevas
investigaciones de toxicidad de nitratos en aguas de baja salinidad con la especie L.
vannamei, y también en aguas marinas y salobres para asi hacer comparativos sobre la

tolerancia entre especies.

Tabla 48. Valores de CLsy (mg/L) de N-NOj" para la especie P. monodon y L. vannamei a
diferentes salinidades.

Especie Talla Salinidad CLs Referencia

(g (glh)

24 h 48 h 72 h 96 h

P. monodon  0.78 15 1411  Romano y Zeng (2009a)
P. monodon  1.78 25 2020  Romano y Zeng (2009a)
P. monodon  0.78 35 2213 Romano y Zeng (2009a)
P. monodon  0.30 15 2876 1449  Tsaiy Chen (2002)
P. monodon  0.30 25 3894 1575  Tsaiy Chen (2002)
P. monodon  0.30 35 4970 2316  Tsaiy Chen (2002)
L. vannamei 330 3 4874 2254 1091 900 Este estudio

8.4. Toxicidad aguda de mezclas

La supervivencia y salud de los organismos acuaticos es controlada por su entorno y
por lo tanto, por los cambios inducidos por las actividades del hombre. La entrada de las
aguas residuales y otros desechos en un cuerpo de agua, aunque han sido tratados, se puede

esperar que tengan un impacto en el ecosistema acudtico. La mayoria de las muertes
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masivas de organismos acuaticos tiene que ver con el agotamiento rapido de oxigeno o de
relativamente grandes vertimentos de productos quimicos (Rubin y Elmaraghy, 1997). Un
claro ejemplo de contaminantes que pueden llegar a los ecosistemas acuaticos costeros o de
aguas interiores de manera natural o por actividades antropogénicas, son los compuestos
nitrogenados, los cuales pueden tener un efecto sobre los organismos que habitan esos
sitios.

Similarmente, en el agua de cultivo, los organismos viven en condiciones
permanentemente cambiantes, por lo general, a factores fisicos y quimicos, entre los que se
suman concentraciones de diferentes contaminantes, como los antibidticos (e.g., Na-
sulfacloropiridazina,  tetraciclina,  norfloxacina, enrofloxacina,  oxitetraciclina),
desinfectantes (cloro, yodo, cal), alguicidas (CuSQy), pesticidas (hexaclorobenzeno) y otros
aditivos (Lyle-Fritch et al., 2006). En algunos casos, la utilizaciéon de los productos
quimicos es absolutamente necesaria para evitar pérdidas masivas de produccion, pero es
importante considerar los dafos bioldgicos asociados a los organismos y que pueden
comprometer la salud del camardn. En el caso de los compuestos nitrogenados, estos llegan
a los sistemas de cultivo por medio de la fertilizacion, la alimentacion o por la fuente
original de agua, y conforme avanza el periodo de cultivo los niveles se incrementan
ocasionando bajas tasas de crecimiento o mortalidades. Es importante identificar y
establecer la toxicidad de la mezcla de contaminantes presente en el ambiente de cultivo, ya
que en términos de CLs (concentracion letal media) individual, no necesariamente coincide
el efecto toxico y se pueden presentar diferentes patrones de interaccion (lannacone ef al.,
2011). En solucion, las sustancias de diferentes toxicidades pueden interactuar biologica y
quimicamente de varias maneras para aumentar o disminuir el efecto toxico: pudiendo
presentarse el efecto aditivo, sinergismo, potenciacion y/o antagonismo (Rubin y
Elmaraghy, 1997).

En cuanto a estudios sobre la toxicidad de mezclas de compuestos nitrogenados en
crustaceos, esta se encuentra reducida a unas cuentas especies (P. monodon y P. setiferus)y
en salinidades de aguas de mar (>25 g/L), y para L. vannamei en ambientes de baja
salinidad (10 g/L). Chen y Chin (1988b), expusieron a postlarvas (PL6) de camarén P.

monodon a una mezcla de amonio y nitritos. Cuando la relacion de toxicidad de la mezcla
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de amonio y nitritos fue de 1:1, los valores de CLs a las 48, 72 y 96 h fueron de 2.20, 1.43
y 0.84 UT equivalentes a 12.66 mg/L de NAT (0.60 mg/L de N-NH3) mas 14.91 mg/L de
N-NO;’; 8.23 mg/L de NAT (0.39 mg/L N-NH3) mas 9.69 mg/L N-NO;" y 4.83 mg/L de
NAT (0.23 mg/L de N-NH3) mas 5.69 mg/L de N-NO;, respectivamente. Cuando la
relacion de toxicidad de la mezcla de amonio y nitritos fue 5:1, los valores de CLs a las 48,
72 y 96 h fueron de 2.50, 1.56 y 0.85 UT que fueron equivalentes a 23.98 mg/L de NAT
(1.13 mg/L N-NHj3) més 5.65 mg/L N-NO,’; 14.96 mg/L de NAT (0.71 mg/L de N-NHs)
mas 3.52 mg/L de N-NO;', y 8.15 mg/L de NAT (0.39 mg/L de N-NH3) mas 1.92 mg/L de
N-NO;. Una mezcla de amonio y nitritos ejerci6 una mayor toxicidad que las altas
concentraciones solas de amonio o nitritos. El efecto combinado del amonio y los nitritos
en las postlarvas de P. monodon fue antagénico durante 48 y 72 h de exposicion, pero
sinérgico después de 96 h de exposicion.

La acumulacion de nitritos se ha estudiado en la hemolinfa de los crustaceos de agua
dulce después de la exposicion a ambientes con nitrito, en los cangrejos de agua dulce
Astacus astacus (Jensen, 1990; Jeberg y Jensen, 1994; Jensen, 1996) y Pacifastacus
leniusculus (Harris y Coley, 1991). Estas investigaciones han indicado que las
concentraciones de nitrito de hemolinfa exceden los niveles de nitrito en el ambiente mas
de 10 veces. En los camarones P. japonicus y P. monodon (Chen y Chen, 1992a; 1992b;
Cheng y Chen, 2001; Cheng y Chen, 2002a) se ha registrado la acumulacion de nitrito en la
hemolinfa en una magnitud mayor a la de los nitritos en el ambiente. En P. monodon fue
observado que después de la exposicion a elevados niveles de nitritos, un elevado en
presencia de nitratos (7.32 mM) acumul6 niveles de nitritos en la hemolinfa similares a los
expuestos al camaron a nitrito elevado solamente (Cheng y Chen, 2002a). En contraste con
los nitritos en la hemolinfa, la acumulacidén de nitratos en la hemolinfa solo fue un tercio
del nitrato del ambiente. En el cangrejo Astacus astacus, después de 7 dias de exposicion a
nitratos (1 mM), la acumulacién de nitrato en la hemolinfa fue de aproximadamente 0.07
mmol/mL que es una décima cuarta parte del nitrato ambiental (Jensen, 1995). El hecho de
que la absorcion de nitratos era mucho mas bajo que la captacion de nitritos indica que la
captacion de nitratos a través de la captacion del mecanismo branquial Cl" y la entrada

pasiva es baja en comparacion con la absorcion de nitritos para P. monodon y A. astacus.
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Un aumento en los niveles de nitratos en la hemolinfa en respuesta al aumentar el nitrito
ambiental, sugiere que al incorporar el nitrito en la hemolinfa se oxida a nitrato. Ademas,
Cheng y Chen (2002a) observaron en P. monodon que después de la exposicion a elevados
niveles de nitritos y nitratos, aumento la tasa de excreciéon de amonio, y el hecho de que el
camardn después de la exposicion a nitritos disminuya el amonio en la hemolinfa sugiere
tres posibilidades: (1) una disminucion de la amiogénesis, (2) una mayor excrecion de
amonio; o (3) una conversion de amonio a urea. En P. japonicus fue observado una
acumulacion de urea en la hemolinfa directamente con el nitrito en el ambiente, mientras
que el amonio en la hemolinfa estaba inversamente relacionado al nitrito del ambiente
(Cheng y Chen, 2001).

Postlarvas de P. setiferus fueron expuestas a niveles agudos solos y en combinacion
de amonio y nitritos; los valores de la CLs a las 72 h fue de 8.69 mg/L de NAT (1.12 mg/L
N-NH;) y 167.33 mg/L de N-NO', este ultimo fue mucho menos téxico que el amonio. El
efecto conjunto del amonio y el nitrito en las postlarvas fue sinérgico a las 48 h de
exposicion y antagonico después de 72 h (Alcaraz et al., 1999b).

Schuler ef al. (2010) determinaron los efectos individuales y combinados de amonio
y nitritos en postlarvas de L. vannamei (PL de 25 a 45 dias de edad) a una salinidad de 10
g/L. Las pruebas de NAT se realizaron a 18 y 10 g/L de salinidad, y la prueba de N-NO," a
10 g/L. Las pruebas combinadas de NAT y N-NO, también se realizaron a una salinidad de
10 g/L. Las valores de la CLs0-48 h para NAT a 18 g/L de salinidad, NAT a 10 g/L de
salinidad y N-NO, a 10 g/L fueron 42.9, 39.7 (2.3 y 2.1 mg/L de N-NH3), y 153.7 mg/L,
respectivamente. Cuando el N-NO, se ajust6 al nivel mas bajo de concentracion de efectos
observados (LOEC, por sus siglas en inglés) y las concentraciones de NAT fueron variadas,
se observaron efectos sinérgicos, con una estimacion de la CLso-48 h de 28.2 mg/L de NAT
(1.49 mg/L de N-NH3). Sin embargo, cuando se ajusto el nivel de amonio al LOEC y el
nitrito fue variado, se observaron efectos antagénicos con un célculo de la CLso-48 h de
163.3 mg/L de N-NO;".

En el presente estudio se presentaron efectos antagdnicos, sinérgicos y aditivos en las
diferentes pruebas de mezclas 1:1 y 1:1:1 en postlarvas y juveniles de L. vannamei. Para el

caso de la mezcla de NAT/N-NO,/N-NOs en postlarvas (PL20) expuestas a las salinidades
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de 1 y 3 g/L el efecto a las 24 h fue aditivo y antagdnico, respectivamente; mientras que a
las 48, 72 y 96 h el efecto fue sinérgico. En postlarvas de la misma talla, pero a una
salinidad de 25 g/L, efecto de la mezcla de los 3 compuestos nitrogenados fue antagdnico a
las 24 h y aditivo a las 48, 72 y 96 h de exposicion. Para las mezclas de NAT/N-NO;™ (1:1)
en postlarvas a las salinidades de 3 g/L, los efectos a las 24 h fue antagonico, pero sinérgico
a las 48, 72 y 96 h de exposicion; en la mezcla de N-NO,/N-NOj', el efecto a las 24 h fue
aditivo, mientras que a las 48, 72 y 96 h fue sinérgico. En la mezcla de NAT/N-NO;5 (1:1),
el efecto a las 24 y 48 h fue aditivo y a las 72 y 96 h fue sinérgico. En el caso de los
juveniles, la mezcla 1:1:1 (NAT/N-NO,/N-NO;’) en la salinidad de 3 g/L, presenté un
efecto antagdnico a las 24 h, sinérgico a las 48 y 72 h, y aditivo a las 96 h de exposicion.
Esta misma mezcla 1:1:1, pero en una salinidad de 25 g/L, los efectos que se presentaron en
todos los tiempos de exposicion fue antagoénico.

Los efectos observados en las pruebas de toxicidad de mezclas en postlarvas y
juveniles de L. vannamei fueron similares a los registrados por otros autores para diferentes
tiempos de exposicion (Chen y Chin, 1998; Alcaraz et al., 1999b; Schuler ef al., 2010). La
toxicidad de mezclas de compuestos nitrogenados en camarones es limitada a unas cuentas
especies, tallas y ambientes de salinidad; por lo tanto, dada la acumulacion de estos toxicos
conforme avanza el periodo de cultivo y su toxicidad, es importante seguir realizando
investigacion sobre el efecto conjunto en L. vannamei, asi como en otras especies, edades y
salinidades, ademas de estudiar el efecto de diversos pardmetros ambientales que pueden
modificar la toxicidad de cada uno de los compuestos del nitrogeno.

Se puede generalizar que en la combinacion NAT/N-NO,/N-NOs’, o bien NAT/N-
NO; 6 N-NO,/N-NOj" después de las 48 h las postlarvas (PL20) expuestas a salinidades
bajas (1 y 3 g/L) se presenta sinergismo; escenario que probablemente se presenta con
frecuencia en los estanques de cultivo como en los ecosistemas lagunares, cuando
efectivamente estan presentes las tres formas nitrogenadas disueltas en las aguas. Sin
embargo, es interesante que cuando se presentan condiciones de salinidad salobre de 25 g/L
el efecto es antagdnico, aunque es importante mencionar que las UT utilizadas en esta
prueba fueron similares a las UT utilizas a salinidad de 3 g/L; entonces, para conocer si

efectivamente en aguas marinas o salobres se da un efecto antagdnico, es necesario hacer
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mas investigaciones sobre la interaccion de los compuestos del nitrégeno en aguas marinas
y salobres y que las UT correspondan a una CLsy individual bajo esos escenarios de
salinidad. En juveniles después de las 96 h de exposicion se nota en cambio un efecto
aditivo en bajas salinidades y un efecto antagénico en agua salobre. Esta conducta en
postlarvas (sinergismo) y en juveniles (aditivo) en aguas de baja salinidad cambi6 al pasar a
agua salobre a un efecto antagénico, tiene implicaciones diversas. Una de las
implicaciones, es que probablemente la especie se ha adaptado de manera tal que cuando
entra a desovar a las partes internas de los estuarios y luego sale rumbo a las aguas

estuarinas salobres dispone de un mecanismo tal que de manera antagdnica.

8.5. Toxicidad subletal de amonio, nitritos y nitratos: oxihemocianina, glucosa y
lactato
Los mecanismos de intercambio de gases y el equilibrio acido/base estan

interrelacionados con la enzima anhidrasa carbonica (CA), y son responsables de ambos
procesos. En los crustaceos, el CO; se transporta dentro de la hemolinfa a través de HCOs3,
donde la CA ubicada en la parte basolateral lo cataliza de nuevo a CO, (+ H,O) para ser
pasivamente excretado al ambiente. El pigmento respiratorio, hemocianina, representa el
80-95 % de la concentracion total de proteina en la hemolinfa de los crustaceos decapodos
(Jeuniaux, 1971). El oxigeno se transporta a través de la hemolinfa via cobre (Cu) que
contiene la proteina respiratoria hemocianina y, una vez que se une a una molécula de O,,
se convierte en oxihemocianina (Jensen, 1995; Cheng y Chen, 1999). Los niveles de
hemocianina, las proporciones de oxihemocianina/desoxihemocianina y/o el consumo de
oxigeno se miden comunmente como indicadores del intercambio de gases en los
crustaceos (Romano y Zeng, 2013).

Se tiene documentado en numerosos crustaceos que la exposicion a elevados niveles
de NAT ocasionan una disminucion de la oxihemocianina. Juveniles de P. japonicus (15.6
g) fueron expuestos a NAT en una salinidad de 30 g/L, se observd que el NAT en la
hemolinfa se increment6 con el aumento de NAT ambiental; los niveles de hemocianina y
proteina en la hemolinfa del camarén disminuyeron, mientras que los niveles de
aminodcidos libres aumentaron con un aumento del NAT ambiental en el rango de 0.003-

1.439 mmol/L de NAT. La exposicién del camaron de NAT ambiental a 1.439 mmol/L
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causd la acumulacion de amonio en la hemolinfa y provocod el catabolismo de la
hemocianina y proteina en aminoacidos libres (Chen et al., 1994). Por su parte, Chen y
Cheng (1993), expusieron a P. monodon (21.9 g) a amonio en 30 g/L de salinidad;
registraron un aumento en la excrecion de N-urea y N-NO;’, mientras que la excrecion de
NAT disminuy6 con un aumento de NAT ambiental; asi como una reduccidn significativa
de la hemocianina y proteina en la hemolinfa. En este estudio, los niveles de
oxihemocianina mostraron unas disminucion significativa de 1.598+0.186 a 0.894+0.05
mmol/L (Figura 3) en los juveniles expuestos a una concentracion del 50 % de la CLs a las
96 h de NAT (14.5 mg/L de NAT). El aumento en el consumo de oxigeno en organismos
expuestos a amonio ha sido documentada en L. vannamei (Racotta y Hernandez-Herrera,
2000), P. japonicus (Chen y Lai, 1992), P. chinensis (Chen y Lin, 1992a) y
Macrobrachium nipponense (Wang et al., 2003).

Son escasos los estudios que se tienen sobre como se da la captacion del nitrito del
ambiente a los organismos. Cabe mencionar que se ha estudiado mas el mecanismo de
absorcion de nitritos en peces y se propone que se presenta un mecanismo similar en
crustaceos. Es conocido que niveles elevados de N-NO,™ perturban gravemente la capacidad
de transportar el oxigeno en los peces cuando este nutriente ingresa a las células sanguineas
y oxida la hemoglobina (Fell) a metahemoglobina (Felll), volviéndose incapaz de unirse al
oxigeno (Williams ef al., 1993). Sin embargo, hay informes contradictorios sobre si un
proceso similar ocurre en los crustaceos (Romano y Zeng, 2013). Cheng y Chen (2002b)
indicaron que, para M. japonicus, el NO, en la hemolinfa oxida la hemocianina a
metahemocianina; esto fue apoyado por la deteccion significativamente menor de
oxihemocianina y proteinas en la hemolinfa en M. rosenbergii (Chen y Lee, 1997) y en
juveniles de P. japonicus (Cheng y Chen, 1998), asi como reducciones de la
oxihemocianina y proteina junto con un aumento de la desoxihemocianina en la hemolinfa
de P. monodon (Cheng y Chen, 1999). Sin embargo, hay evidencia que sugiere que el
intercambio de gases no afecta a otros crustdceos cuando son expuestos a niveles elevados
de NO, (Jensen, 1990; Tahon et al., 1988; Jensen, 1990). En el presente estudio, la

exposicion de L. vannamei a 2.65 y 5.30 mg/L de N-NO, causé una reduccion significativa
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(p<0.05) de oxihemocianina en la hemolinfa con respecto a la concentracion de 1.60 mg/L
de N-NO; y el control (0 mg/L) después de las 48 h de prueba (Figura 4).

La principal accion téxica de los nitratos en animales acuaticos es similar a la accion
de los nitritos, una conversion de pigmentos portadores de oxigeno (hemoglobina,
hemocianina) a formas que son incapaces de llevar oxigeno (por ejemplo,
metahemoglobina, metahemocianina) (Conrad, 1990; Jensen, 1996; Cheng y Chen, 2002b).
Sin embargo, debido a la baja permeabilidad branquial al nitrato en animales acuaticos, la
absorcion es menor y contribuye a su baja toxicidad (Meade y Watts, 1995; Jensen, 1996;
Cheng y Chen, 2002b). Los niveles de oxihemocianina encontrados en los camarones
expuestos a diferentes concentraciones de N-NO;  mostraron una tendencia a disminuir
conforme pasaron las horas de exposicion, sin embargo, estos niveles no fueron
significativamente diferentes con el tratamiento control (0 mg/L. de N-NOs’) (Figura 5).
Cheng y Chen (2002b) encontraron que una concentracion de N-NOs™ de 105 mg/L causo la
reduccion de oxihemocianina y proteina en la hemolinfa del camaron M. japonicus. Cheng
et al. (2002) estudiaron la acumulacion de nitrato en los tejidos de P. monodon, y
encontraron que el nitrato acumulado en el musculo, hepatopancreas, intestino anterior,
corazdn, branquias, hemolinfa, intestino medio y tallo ocular fue de un factor de 0.16, 0.20,
0.26, 0.45, 0.60, 0.61, 0.83 y 1.32, respectivamente, sobre la concentracion de nitrato en el
ambiente.

Como ya se menciond anteriormente, en las especies de peneidos, la toxicidad del
amonio ha demostrado que afecta la supervivencia (Chen y Lei, 1990), el crecimiento y la
muda (Chen y Kou, 1992), acumulacién y excrecion de amonio (Chen y Lin, 1992a; Chen y
Cheng, 1993) y otros aspectos fisiologicos (Chen y Lin, 1992a; Chen et al., 1993, 1994).
Asi como las disminuciones en los niveles de oxihemocianina de camarones por la
exposicion de amonio y/o nitritos (Chen y Cheng, 1993, 1994). Una alteracion de los
niveles de oxihemocianina junto con el aumento de la demanda metabdlica resulta en una
situacion conflictiva, y donde las rutas metabodlicas anaerdbicas podrian activarse como una
via alternativa en tal situacion; sin embargo, esto no ha sido bien evaluado. En general se
supone que los aminodcidos libres que resultan de la proteolisis son empleados como

osmolitos, en cuyo caso el catabolismo sea reducido. Esto implicaria un aumento en el uso
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de otros combustibles metabdlicos, como carbohidratos y lipidos. Juveniles de L. vannamei
fueron expuestos a diferentes concentraciones de NAT en 39 g/L de salinidad durante 24 h
y se observdo un consumo de oxigeno y los niveles de lactato y glucogeno en el
hepatopancreas aumentaron significativamente, con respecto a la concentracion mas alta de
NAT. Los niveles de oxihemocianina, acilglicerol y colesterol en la hemolinfa y el lactato
en el musculo disminuyeron significativamente en los organismos expuestos a las
concentraciones mas altas de NAT. Los cambios observados en la hemolinfa y los
combustibles metabdlicos tisulares sugieren un uso reducido de carbohidratos a través del
metabolismo anaerdbico y un aumento en el uso de lipidos para satisfacer la demanda
metabolica (Racotta y Hernandez-Herrera, 2000).

Por otro lado, Hong ef al. (2007), expusieron a juveniles de E. sinensis a diferentes
concentraciones de amonio por dos dias en los cuales se evaluaron pardmetros metabolicos
(incluida la concentracion de hemolinfa amoniacal, niveles de glucosa, lactato, urea,
triacilglicerol, glutamina y glutamato) e indicadores de inmunidad (el total de hemocitos y
de la actividad superdxido dismutasa). Los resultados mostraron una relacion lineal distinta
entre el amonio ambiental y el amonio en la hemolinfa y un aumento notable en el
contenido de amonio en la hemolinfa después de la exposicion al amonio. En comparacion
con el grupo control, se observd una menor concentracion de triglicéridos y un nivel mas
alto de glucosa, urea y lactato en la hemolinfa cuando se increment6 el amonio ambiental.
Esto sugiere un uso reducido de carbohidratos a través del metabolismo anaerdbico y un
aumento en el uso de lipidos para satisfacer la demanda metabolica. Durante el mismo
periodo, el conteo total de hemocitos disminuyd mientras que el amonio ambiental
aumentd. La acumulacion de amonio en la hemolinfa resulté en un aumento en la demanda
de energia. El mecanismo para la desintoxicacion del amoniaco puede ser transformado en
urea y glutamina.

En el presente estudio, los niveles de glucosa en la hemolinfa presentaron una
tendencia a aumentar en las primeras horas de exposicion (0-24 h); en la exposicion de
NAT, a las 24 h se dio el mayor incremento de glucosa (0.225+0.016 mg/mL) en la
concentracion de 14.50 mg/L de NAT ambiental (Figura 6). En la prueba de nitritos, a las

48 h se presento el nivel mas alto de glucosa con 0.442+0.031 mg/mL en la concentracion
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de 5.30 mg/L de N-NO, ambiental (Figura 7); en la prueba de nitratos, no se presentd un
nivel significativamente mayor de glucosa en la hemolinfa en ninguna de las
concentraciones de N-NOj™ a las cuales fueron expuestos los organismos (Figura 8). Para
los niveles de lactato, en la prueba de amonio, a las 24 h de exposicion en las
concentraciones de 14.50 y 7.25 mg/L de NAT ambiental se observd un mayor incremento
de lactato en la hemolinfa con 0.315+£0.137 y 0.253+0.021 mg/mL, respectivamente (Figura
9). En la exposicion de nitritos, el mas alto nivel de lactato en la hemolinfa (0.256+0.022)
fue a las 24 h en los camarones expuestos a 5.30 mg/L de N-NO, ambiental (Figura 10). El
comportamiento de los niveles de glucosa y lactato a exposicion de amonio y nitritos en
camarones coincide con los trabajos de otros autores (Hong et al. 2007; Racotta y
Herndndez-Herrera, 2000), los cuales sugieren que estos cambios son una forma de

respuesta de los organismos a la exposicion a los toxicos.

8.6. Toxicidad subcronica de amonio y nitritos solos y en combinacion
Conforme avanza el periodo de cultivo se pueden presentar niveles elevados de los

compuestos nitrogenados, principalmente el amonio, pero estos rara vez pueden llegar a
exceder los valores de CLs). Sin embargo, pruebas de toxicidad subcronica de compuestos
del nitrégeno para evaluar efectos sobre el crecimiento, supervivencia y otros parametros,
son escasos. Esto puede deberse a que con la estimacion de la CLs, se pueden calcular las
concentraciones seguras para el cultivo. Sin embargo, hay evidencia que indica que tales
niveles de seguridad pueden ser consideradas como una sobreestimacion (Huang et al.,
2006). Como se menciono en la seccion anterior de discusion (8.5. Toxicidad subletal), hay
varios estudios que indican que concentraciones relativamente bajas de amonio, nitritos y
nitratos pueden ocasionar cambios significativos en el intercambio de gases, equilibrio
acido/base, en el sistema inmunologico, la osmorregulacion y cambios histopatologicos.
Por lo tanto, es importante realizar investigaciones sobre la exposicion subcronica que
puede generar informacion para evaluaciones de riesgo ambiental y la acuacultura (Dahl et
al., 2006).

Chen y Kou (1992), revelaron que la concentracion méaxima aceptable de NAT
medido con el porcentaje de ganancia de peso para P. japonicus es <5 mg/L; mientras que

Chen y Lin (1992a) informaron que la concentracion maxima aceptable para P. penicillatus
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es de 6 mg/L. Para M. rosenbergii, expuestos a NAT tan bajos como 0.5 mg/L redujeron
significativamente su crecimiento y una reduccion en la tasa de consumo de alimento
después de 60 dias (Naqvi et al., 2007). En P. monodon la concentracién maxima aceptable
fue de 0.21 mg/L de NAT después de 30 dias de exposicion (Allan et al., 1990). El valor
de la CLsp a las 96 h de P. penicillatus a una salinidad de 34 fue 38.72 mg/L de NAT con el
cual indican un nivel de seguridad de 3.87 mg/L (Chen y Lin, 1991); Sin embargo, con 3
mg/L de NAT fue suficiente para reducir el crecimiento de esta misma especie dentro de 14
dias (Chen y Lin, 1992a). En el caso de M. rosenbergii, la concentracion de 0.5 mg/L de
NAT fue suficiente para reducir la tasa de crecimiento (Naqvi ef al., 2007), lo que implica
un valor de CLsy a las 96 h de >5 mg/L de NAT. Estos experimentos muestran la
importancia de realizar pruebas crdnicas/subletales, especialmente cuando se pretende
buscar causas posibles implicadas con la reduccion del crecimiento u otros parametros.

El nitrito también puede afectar significativamente la tasa de crecimiento en los
crustaceos (Koo ef al., 2005). En el cangrejo Orithiya sinica, tanto el NAT como el NOy
aceleraron el proceso de muda (Koo ef al., 2005); similarmente ocurre en juveniles de P.
monodon a una concentracion de 4 mg/L de N-NO, donde se aumento6 la frecuencia de
muda, aunque el aumento de tamafio en cada muda se redujo causando un menor
crecimiento después de 20 dias (Chen y Chen, 1992b). Concentraciones de N-NO;™ también
afectaron el proceso de muda de juveniles de P. pelagicus, pero en lugar de aumentar la
frecuencia de muda, los niveles de 3 a 16 mg/L aumentaron significativamente el
"sindrome de muerte por muda" (Romano y Zeng, 2009b). El camaron P. pelagicus tuvo
una alta sensibilidad al nitrito (3 mg/L de N-NO,) el cual tuvo un menor crecimiento
después de 20 dias de exposicion (Romano y Zeng, 2009b).

Efectos sobre los nitratos en el crecimiento en crustaceos son mas limitados que con
amonio y nitritos; para el caso especifico de L. vannamei solo se cuenta con un trabajo
(Kuhn et al., 2010). Mallesen et al. (2004) indicaron que los niveles de 180 mg/L. de N-
NO;™ no representan un estrés significativo para las larvas de M. rosenbergii. Para L.
vannamei, se llevaron a cabo dos experimentos separados en concentraciones de 220, 435 y
910 mg/L de N-NOs, y salinidades de 2, 9 y 18 g/L con las misma concentracion de 440
mg/L de N-NOj3™ (Khun et al., 2010). En el primer experimento se demostré que 440 y 910
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mg/L de N-NO; redujo significativamente el crecimiento y la supervivencia de L.
vannameli, respectivamente, a partir de las dos semanas, mientras que en las salinidades mas
bajas en 440 mg/L de N-NOs, este tuvo un mayor impacto en la supervivencia y el
crecimiento del camarén que en salinidades mayores. Tales resultados se relacionaron con
el proceso de la osmorregulacion, es decir, un aumento de estrés por las demandas
energéticas de L. vannamei (Khun et al., 2010).

En el presente trabajo, las tasas de crecimiento y supervivencia de juveniles de L.
vannamei a 3 g/L de salinidad, se vieron reducidas en los porcentajes mayores de amonio y
nitritos a los cuales fueron expuestos; ademas de que fue mas notable en los camarones
mantenidos en 10 % de la combinacion de los dos toxicos . Es importante sefialar que los
camarones que fueron expuestos a concentraciones del 5 y 10 % de amonio y nitritos solos
y en combinacion a la salinidad de 25 g/L. no mostraron una reduccion significativa en la
tasa de crecimiento con respecto al tratamiento control (0 % de los toxicos). En cuanto a la
tasa de supervivencia, los organismos mas afectados fueron aquellos que estuvieron

expuestos al 10 % de la CLsy de NAT y N-NO;" en la salinidad de 3 g/L.

8.7. Niveles de seguridad

Como ya se menciono en la seccion de resultados, el factor de aplicacion mas usado
es el 0.1 propuesto por Sprague (1971). Diferentes autores lo han implementado para
determinar los niveles de seguridad de metales y compuestos del nitrogeno para el cultivo
del camardn L. vannamei (Frias-Espericueta et al., 1999, 2001; Gross ef al., 2004; Ramirez-
Rochin et al., 2016). Sin embargo, Boyd y Tucker (1998) y Gross et al. (2004) han
sugerido para uso general en la acuacultura se debe usar el factor de aplicacion de 0.05.
Otros autores han implementado los factores de 0.025, 0.01, 0.005 (Ahsanullah ef al., 1981;
Marifio-Balsa et al., 2000; Pdez-Osuna y Frias-Espericueta, 2011, respectivamente). Huang
et al. (2006) usaron el factor de 0.1 para calcular el nivel de seguridad de N-NO,™ para L.
vannamei los cueles fueron de 4 y 8.9 mg/L para las salinidades de 17 y 31 g/L,
respectivamente; sin embargo, demostraron que tales concentraciones de N-NO;
disminuyen la respuesta inmune.

Existen varios criterios para determinar el calculo de los niveles de seguridad, los

cuales se relacionan con el factor de aplicacion y el cual se multiplica por el valor de la
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CLsp a las 96 h. Sin embargo, es importante sefialar la importancia de realizar
investigaciones sobre la toxicidad subletal y crénica con concentraciones dependientes de
diferentes factores de aplicacion, las cuales pueden generar informacién sobre el
comportamiento de los organismos expuestos a diferentes concentraciones del toxico, y asi
proponer un nivel de seguridad que no tenga consecuencias en las diferentes actividades
fisiologicas de los organismos. En el presente trabajo se aplico el factor de 0.05 el cual fue
seleccionado a partir de los resultados obtenidos de la serie de pruebas de toxicidad letal
aguda, subletales y cronicas realizadas en postlarvas y juveniles de L. vannamei. En la
prueba letal aguda se consideraron los % de mortalidad y el consumo de alimento; en la
pruebas subletales, el comportamiento de los niveles de oxihemocianina, glucosa y lactato;
y en la prueba cronica, las tasas de crecimiento y supervivencia.

En la Tabla 49 se encuentran una revision sobre niveles de seguridad de NAT y N-
NO; para postlarvas y juveniles de L. vannamei a diferentes salinidades. Frias-Espericueta
et al. (2000), estimo6 un nivel de seguridad de 1.22 mg/L de NAT para postlarvas PL9 en
agua de mar (33 g/L); este valor es 55.7 y 32.8 % mayor al estimado en este trabajo para
postlarvas PL20 a salinidades de 1 y 3 g/L; igualmente, el nivel de seguridad para juveniles
de 3.8 g en agua de mar es 79.5 % mayor al calculado para juveniles de 3.3 g en una
salinidad de 3 g/L (Tabla 43). Con postlarvas PL23 de L. vannamei a una salinidad de 1 y 2
g/L, Ramirez-Rochin et al. (2016) propusieron el nivel de seguridad de 0.35 y 0.62 mg/L de
N-NO; utilizando el factor de 0.05. Con el mismo factor de aplicacion, los niveles de
seguridad de N-NO;" estimados en este estudio para PL20 a las salinidades de 1 y 3 g/L
fueron de 0.170 y 0.190 mg/L (Tabla 43) valores menores a los propuestos por Ramirez-
Rochin ef al. (2016). Ramirez-Rochin (2014), propusé un nivel de seguridad de 1.24 mg/L
para juveniles de L. vannamei de 4.4 g a una salinidad de 2 g/L; este valor es 58.9 % mayor
al propuesto en el presente trabajo para juveniles de 3.3 g a una salinidad de 3 g/L (0.53
mg/L de N-NO;") (Tabla 43).

En la Tabla 50 se muestran niveles de NAT, N-NO, y N-NOj; presentes en los
cultivos de L. vannamei en aguas de baja salinidad. Es importante mencionar que los
niveles de seguridad no solo pueden ser implementados en los sistemas de cultivo; estas

concentraciones sirven para ser aplicados a ambientes naturales costeros que por las
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actividades naturales y antropogénicas reciben aportes de aguas enriquecidas de nutrientes
y/o otros contaminantes que pueden ocasionar problemas en los organismos que habitan
esos ecosistemas. Pifion-Gimate et al. (2009) reportaron para las lagunas costeras de
Sinaloa niveles promedio méximos y minimos de NAT y N-NO;~ de 0.107+£0.047 y
0.061+0.107 mg/L, respectivamente.

El ciclo de vida del camaron L. vannamei se lleva en dos tipos de ecosistemas:
marinos y estuarino (Morales, 1990); este ultimo presenta cambios fisico-quimicos,
principalmente la salinidad en ciertas épocas del afio. L. vannamei, es una especie que
puede tolerar un amplio rango de salinidades (0.5-45 g/L) (Bray et al., 1994); esa tolerancia
le permite hacer frente a los cambios bruscos de salinidad que pueden presentar los
ecosistemas en los cuales habitan; sin embargo, como ya se menciond, los ecosistemas
acuaticos pueden recibir aportes de amonio, nitritos y/o nitratos que pueden estar en
concentraciones moderadamente altas y ocasionar problemas en la poblacion de camarones;
por ello, es importante que los niveles de seguridad para postlarvas y juveniles de L.
vannamei en baja salinidad (1 y 3 g/L) establecidos en el presente trabajo puedan servir

como base para implementarse en cuerpos de aguas naturales.
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Tabla 49. Niveles de seguridad de NAT y N-NO, para postlarvas y juveniles de L.
vannamei a diferentes salinidades

Edad/Talla Toxico Salinidad  Nivel de Referencia

g/L seguridad

(mg/L)

PL9 NAT 33 1.22 Frias-Espericueta et al. (2000)
0.9 ¢ NAT 33 6.52 Frias-Espericueta et al. (1999)
38¢g NAT 33 7.09 Frias-Espericueta et al. (1999)
22 cm NAT 15 2.44 Lin et al. (2001)
22 cm NAT 25 3.55 Lin et al. (2001)
22 cm NAT 35 3.95 Lin et al. (2001)
56 cm N-NOy’ 15 6.1 Lin y Chen (2003)
56 cm N-NOy 25 15.2 Lin y Chen (2003)
56 cm N-NOy’ 35 25.7 Lin y Chen (2003)
0.21g N-NOy 2 0.45 Gross et al. (2004)
PL23 N-NO; 0.6 0.28 Ramirez-Rochin et al. (2016)
PL23 N-NOy 1 0.35 Ramirez-Rochin et al. (2016)
PL23 N-NOy 2 0.62 Ramirez-Rochin et al. (2016)
4.4g N-NO; 2 1.24 Ramirez-Rochin (2014)
4.4¢g N-NOy 1 0.70 Ramirez-Rochin (2014)
44¢ N-NOy 0.6 0.50 Ramirez-Rochin (2014)
PL20 NAT 1 0.54 Este estudio
PL20 NAT 3 0.82 Este estudio
PL20 N-NH; 1 0.05 Este estudio
PL20 N-NH; 3 0.06 Este estudio
PL20 N-NO;’ 1 0.17 Este estudio
PL20 N-NO, 3 0.19 Este estudio
PL20 N-NO5” 1 5.64 Este estudio
PL20 N-NO5 3 21.50 Este estudio
PL20 NAT/N-NO,/NNO5™ 1 0.02* Este estudio
PL20 NAT/N-NO,/NNO5;™ 3 0.03* Este estudio
PL20 NAT/N-NOy 3 0.033* Este estudio
PL20 NAT/N-NO; 3 0.032%* Este estudio
PL20 N-NO,/N-NO5” 3 0.039* Este estudio
Juveniles (3.3 g) NAT 3 1.45 Este estudio
Juveniles (3.3 g) N-NH; 3 0.13 Este estudio
Juveniles (3.3 g) N-NO; 3 0.53 Este estudio
Juveniles (3.3 g) N-NOs 3 45.00 Este estudio
Juveniles (3.3 g) NAT/N-NO,/NNO;" 3 0.05%* Este estudio

* Corresponde a la UT
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Tabla 50. Niveles de NAT, N-NO,  y N-NOs™ (mg/L) presentes en cultivos de L. vannamei

en aguas de baja salinidad.

Salinidad  Duracion NAT  N-NO, N-NOs;~  Referencia

(g/L) (dias)

0.65 140 0.20 0.58 4194 Mariscal-Lagarda et al. (2012)
2.9 105 0.19 0.03 0.0 Prapaigong y Boyd (2012)

1.0 84 0.002 0.07 1.225 Esparza-Leal et al. (2010)

1.7 28 0.05 3.38 -—- Valencia-Castafieda et al. (2017)
2.2 105 15.0 <0.02 15.0 Samocha et al. (2004)

1.9 70 2.31 0.18 6.8 Fregoso-Lopez et al. (2017)

--- No disponible
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9.0. CONCLUSIONES

. La comparacion de 4 tratamientos para evaluar la toxicidad aguda de nitritos en
postlarvas L. vannamei, indica que: (i) los valores de CLsy de N-NO, que se
estimaron con las concentraciones determinadas analiticamente a las O h y cada 24 h
son diferentes entre los tratamientos T1 (no alimentacién + estatico) y T4
(alimentacidn + estatico), lo que indica que la alimentacion influye en la estimacion
de la CLsp; (i1) cuando las concentraciones iniciales y finales de N-NO;" se utilizan
para estimar la CLsj, obteniendo el promedio de la CLs,, presumiblemente mas
representativo, se generan valores diferentes de CLsp a las 96 h de N-NO,™ a partir
de los cuatro diferentes tratamientos examinados (T2> T3> TI1, T4); (iii)
considerando la magnitud y variacion de los valores de CLsy y la mortalidad de los
controles, se recomienda el método estatico con renovacion y alimentacion (T2), sin
embargo, si se trata de evaluar parametros bioquimicos que pueden alterarse con la
alimentacion, se recomienda el tratamiento que implica no alimentar con el método

estatico (T1).

. Las CLsp a las 96 h de NAT, N-NO;, y N-NOs™ para postlarvas de L. vannamei en

aguas de baja salinidad de 1 y 3 g/L fueron de 10.8 y 163,33y 49,y 1128 y

340.0 mg/L, respectivamente.

. Las CLsp a las 96 h de NAT, N-NO,", N-NO;™ para juveniles de L. vannamei en

aguas de baja salinidad de 3 g/L fueron de 29.0, 10.6 y 900.1 mg/L, en ese orden.
. Las UTsp a las 96 h de NAT/N-NO,/N-NO3 (RT=1:1:1) para postlarvas L.
vannamei en las salinidades de 1, 3 y 25 g/L fueron 0.44, 0.68 y 1.12 unidades,

respectivamente.

. Los respectivos valores de UTsp a las 96 h de NAT/N-NO,", NAT/N-NOs" y N-NO,’

/N-NOj;™ (RT=1:1) para postlarvas de L. vannamei en la salinidades de 3 g/L fueron
1.12,0.64 y 0.78 unidades.

. Las UTsyp a las 96 h de NAT/N-NO,/N-NO;™ (RT=1:1:1) para juveniles de L.

vannamei en las salinidades de 3 y 25 g/L fueron 0.99 y 1.31 UT, en ese orden.

. El efecto de la a interaccion de las mezclas NAT/N-NO,/N-NOjs™ en las salinidades

de 1 y 3 g/L y en las mezclas de NAT/N-NO;," y N-NO,/N-NOs" a salinidades de 3
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10.

g/L en postlarvas de L. vannamei fue sinérgico a las 48, 72 y 96 h de exposicion.
Sin embargo, en la mezcla de NAT/N-NO,/N-NO; a la salinidad de 25 g/LL en
postlarvas, el efecto a las 24 h fue antagonico, mientras que a las 48, 72 y 96 h el
efecto fue aditivo; este mismo efecto aditivo se mostro en la mezcla de de NAT/N-
NO,/N-NOs3 y NAT/N-NOs" a las 24 h de exposicion en postlarvas. El efecto en la
mezcla de N-NO,/N-NOs;" a salinidades de 3 g/L en postlarvas de L. vannamei fue
antagonico a las 24 h, aditivo a las 48 h y sinérgico a las 72 y 96 h. En la interaccion
de NAT/N-NO,/N-NO; a 3 y 25 g/L de salinidad en juveniles de L. vannamei el
efecto fue antagonico.

El proceso de ecdisis no evidencié una tendencia que mostrara efectos letales
ocasionada por la exposicion de los tdxicos en ninguna de las pruebas individuales y
en combinacion en postlarvas y juveniles de L. vannamei. En cuanto al consumo de
alimento, en todas las pruebas de toxicidad aguda se observé una disminucion
conforme pasaban las horas de exposicion; sin embargo, fue mas notable en las
pruebas de N-NO, y N-NOj" a la salinidad de 1 g/L en postlarvas, y en las pruebas
de NO,, N-NO3" y NAT/N-NO,/N-NOs" en juveniles.

Las tasas de crecimiento de L. vannamei expuesto a concentraciones de 0, 5y 10 %
de NAT a una salinidad de 3 g/L fueron de 0.61+0.02, 0.54+0.06 y 0.46+0.21
g/sem, respectivamente; mientras que a una salinidad de 25 g/L fueron de
1.69+0.04, 1.62+0.07 y 1.65+0.01 g/sem, en ese orden. En el 0, 5 y 10 % de N-NO;"
a una salinidad de 3 g/L fueron de 0.61+0.02, 0.50+0.05, 0.41+0.09 g/sem,
respectivamente; mientras que a una salinidad de 25 g/L fueron 1.62+0.05,
1.66+0.04 y 1.69+0.04, en orden. Y a 0, 5y 10 % de NAT/N-NO;" a una salinidad
de 3 g/L fueron de 0.61+£0.02, 0.49+0.03 y 0.36+0.14 g/sem, correspondientemente;
mientras que a la salinidad de 25 g/L fueron 1.69+0.04, 1.61+0.04 y 1.63%0.03
g/sem, respectivamente.

Los niveles de oxihemocianina, glucosa y lactato en la hemolinfa de juveniles L.
vannamei expuestos a NAT, N-NO;," y N-NOs;™ mostraron alteraciones en sus niveles
conforme pasaron los tiempos de exposicion y fue mas evidente en el 50 % del

valor de la CLsy a las 96 h de cada toxico. Los cambios en los niveles de
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11.

12.

13.

14.

oxihemocianina fueron mds evidentes en la prueba de N-NO,’; sin embargo, los
niveles de glucosa y lactato mostraron mayores alteraciones en la prueba de NAT.
Los respectivos niveles de seguridad de NAT, N-NH3, N-NO;’, N-NO;" y la mezcla
de NAT/N-NO,/N-NOs" a la salinidad de 1 y 3 g/L para postlarvas (PL20) de L.
vannamei son 0.54 y 0.82 mg/L, 0.050 y 0.055 mg/L, 0.170 y 0.190 mg/L, 5.64 y
21.50 mg/L, 0.022 y 0.34 UT; mientras que los niveles de seguridad para las
mezclas de NAT/N-NO,, NAT/N-NO3  y N-NO,/N-NOj a la salinidad de 3 g/L
son 0.033, 0.032 y 0.039 UT, en el orden.

Los niveles de seguridad de NAT, N-NH3, N-NO,’, N-NOs" y la mezcla de NAT/N-
NO»/N-NOj" a la salinidad de 3 g/L para juveniles (3.3 g) de L. vannamei son 1.45
mg/L, 0.13 mg/L, 0.53 mg/L, 45 mg/L y 0.050 UT, en orden.

Los niveles de seguridad de NAT, N-NO, y N-NOj para el cultivo de postlarvas y
juveniles de L. vannamei en aguas de baja salinidad de 1 y 3 g/L, son menores que
los establecidos para cultivos en aguas marinas o salobres; y la toxicidad de los tres
compuestos del nitrogeno es mas aguda conforme disminuye la salinidad de 3 a 1
g/L.

Esta investigacion generd informacion sobre la toxicidad individual y en
combinacion de amonio, nitritos y nitratos para postlarvas y juveniles de L.
vannamei en ambientes de aguas de baja salinidad (< 3 g/L); cada uno de los
resultados obtenidos de las diferentes pruebas de toxicidad fueron transcendentales
para proponer los niveles de seguridad para esta especie y que serdn utiles para la
camaronicultura en ambientes de baja salinidad, asi también para aquellos
ecosistemas acuaticos con aportes de agua dulce y marina que en diferentes épocas
del afio su salinidad puede ser < a 3 g/L y que son vulnerables a recibir descargas
con niveles moderados o altos de compuestos nitrogenados donde L. vannamei

puede estar presente por el desarrollo de su ciclo de vida.
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11. ANEXOS

Anexo |. Diferentes pruebas de toxicidad de compuestos nitrogenados realizadas en

postlarvas y juveniles de L. vannamei.

Prueba Edad/Talla Salinidad Toxico Tiempo Evaluacion
(g/'L)
Aguda PL20 3 Nitrito 96 h - CLsg
individual - Meétodos de
estrategia de trabajo
Aguda PL20y ly3 Amonio, 96 h - CLs
individual  juveniles nitrito y - Alimentacion
nitrato - -Niveles de
seguridad
Aguda PL20 1,3y25 Amonio, 96 h - CLs
mezcla nitrito y - Alimentacion
nitrato - Niveles de
(RT 1:1:1 seguridad
y 1:1)
Aguda Juveniles 3y25 Amonio, 96 h - CLs
mezcla nitrito y - Alimentacion
nitrato - Niveles de
(RT 1:1:1) seguridad
Subletal Juveniles 3 Amonio, 48 h - Oxihemocianina
individual nitrito y - Glucosa
nitrato - Lactato
- Iones-
- Niveles de
seguridad
Subletal Juveniles 3y25 Amonioy 28 dias - Tasa de crecimiento
individual nitrito - Supervivencia
y mezcla - -Niveles de
seguridad
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Anexo Il. Articulo “Comparison of four treatments to evaluate acute toxicity of nitrite in

shrimp Litopenaeus vannamei postlarvae: Influence of feeding and the renewal water”.
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Anexo Ill. Articulo “Acute toxicity of ammonia, nitrite and nitrate to shrimp Lifopenaeus

vannamei postlarvae in low-salinity water”.
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“Un poco de ciencia aleja de Dios, pero mucha ciencia devuelve a EI.

Louis Pasteur (1822-1895)
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