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RESUMEN

En el presente estudio se evalué el efecto toxico del cadmio, del zinc y de las mezclas de ambos
en dos razones de toxicidad (RT) en los juveniles de Penaeus setiferus de la Laguna de
Términos, Campeche Todos los experimentos se efectuaron a 24 = 1°C y 11 = 1 %o S,
correspondientes a la temperatura promedio de la época de Nortes de la region y a la salinidad
en la cual se determind el punto isosmético de la especie. El valor de la CL.50-96 h obtenida
para el cadmio (0.99 = 0.20 mg/L) reflejo una toxicidad 44 veces mayor que el zinc ( 43.87 =
21.36 mg/l.). Al exponer los camarones a las mezclas de cadmio y zinc en dos razones de
toxdicidad (RT 1.1 y 2.3:1) las unidades de toxicidad en las cuales se obtuvo el 50% de la
mortalidad de los camarones (UTS50-96 h) fueron de 0.31 y 0.28 respectivamente. Los
resultados obtenidos reflejaron el efecto toéxico sinergistico de los metales, donde la toxicidad
dependid de la razén de los metales en las mezclas. El efecto a largo plazo de cada metal y de
sus mezclas se evaludé en especimenes expuestos por 21 dias a diferentes concentraciones de
cadmio y zinc y por 15 dias a diferentes UT en dos RT, 1:1 y 2.3:1. En los camarones
expuestos al cadmio, la bicacumulacion se relacioné con las concentraciones externas; los
expuestos al zinc, regularon el contenido corporal debido en parte a la desintoxicacion del
metal por la exuvia. L.a exposicion a las mezclas de Cd y Zn alterd la regulacién intema del zinc
vy deteriord la funcionalidad de la muda en la eliminacion del metal; la bioacumulacién de ambos
metales se relacioné con la RT de los metales en la mezcla. La alteracion en la presion osmética
de la hemolinfa, la actividad enzimatica de las ATPasas en branquia, los niveles de cloruro
plasmatico y el contenido corporal de agua sugieren que tanto el cadmio como el zinc y en
mayor grado las mezclas, alteran el balance hidrosalino de P. setiferus. Las modificaciones
observadas en las tasas de ingestion , asimilacién, respiracion, excrecion nitrogenada y muda,
sefialan que cada metal y sus mezclas ejercen efecto toxico a diferente nivel. En los camarones
expuestos de manera aislada al Cd y al Zn, las alteraciones se relacionaron con la toxicidad
particular de cada metal; en mezclas, fueron consecuencia de la interacciéon compleja de ambos
metales. La evaluacion del campo de crecimiento a través del balance energético proporciono
una medida integradora del deterioro funcional de los camarones por la accién tdéxica de los
metales. En todos 1os grupos experimentales se observo una disminucion de la energia potencial
de crecimiento atribuida principalmente a la reduccién de la energia del alimento ingerido y
asimilado y la canalizada a la respiracion; la reduccion mas drastica (62 al 78 %) se observé en
los camarones expuestos a la mezcla del cadmio y zinc en una RT de 2.3:1, relacionada con la
mayor mortalidad. En este grupo también se observaron las menores eficiencias de crecimiento
bruta (K; = 12 a 21) y neta (K = 15 a 26). En todas las condiciones experimentales, los
camarones utilizaron proteinas como sustrato energético lo cual sugiere que la relacién atémica
O:N no es un indicador adecuado del efecto estresante de los metales pesados. La combinacién
del analisis de la bioacumulacion de los metales y la evaluacion de las alteraciones biolégicas
producidas en el marco de la energética fisioldgica, permitid establecer la relacién causa-efecto
de la exposicion a largo plazo del cadmio, del zinc y evaluar las modificaciones generadas por
1a interaccion de los metales. Se establece que el campo de crecimiento es un indice general de

estrés adecuado para evaluar el efecto téxico de los metales en los juveniles del camaron blanco
Penaeus setiferus.



ABSTRACT

In this study, the toxic effect of cadmium, zinc and their mixtures at two toxicity ratios, was
evaluated in juvenile shrimps of Periaeus setiferus from Terminos Lagoon, Campeche. All
experiments were conducted at 24+1°C and 11£1%o0 S, related with the winter storm season
temperature of the zone and the salinity in wich the isosmotic point of the species was
determined. The CL50-96 h obtained for cadmium (0.99+ 0.20 mg/L) and for =zinc
(43.87£21.36 mg/L) showed that the former was 44 times more toxic than the latter. When
shrimps were exposed to cadmium and zinc mixtures at 1:1 and 2.3:1 TR, the TU where 50%
of mortality (TU50-96 h) were attained at 0.31 and 0.28, respectively; these results reflected the
synergistic action of metals, where toxicity depended of the metals ratio in mixtures. The long-
term effect of each metal and its mixture was evaluated in shrimps exposed for 21 days to
different concentrations of cadmium and zinc, and for 15 days to different TU at two TR of
Cd/Zn mixtures. Bioaccumulation in organisms single exposed to cadmium was related with
external concentrations. In shrimps only exposed to zinc, corporal regulation was observed
partially due to metal detoxification by exuviae. However, internal regulation of zinc and the
functionality of the exuviae in metals excretion was lost in shrimps co-exposed to Cd/Zn
mixtures; bioaccumulation of heavy metals was related with the TR of mixtures. Alterations of
blood-serum osmolality, branchial ATPases activity, haemolymph chloride concentrations and
body water content, suggested that single exposure to cadmium and zinc and in higher degree
to metals co-exposure, deteriorated the permeability and transport mechanisms of branquial
tissue and in consequence, the ionic and osmotic regulation of P. setiferus. Modifications in
ingestion, assimilation, respiration, nitrogen excretion and exuviae rates showed that toxicity of
each metal and their mixtures was exerted at different level. In shrimps single exposed to Cd
and Zn, biological alterations were related with the particular toxicity of each metal; in
mixtures, were consequence of the complex interactions of both metals. The evaluation of
scope for growth throught organism’s energetic balance provided an integrated measure of the
functional impairment caused by the toxic action of heavy metals. In all experimental groups, a
marked decline in scope for growth was observed due to reductions in the energy incorporated
and assimilated from food and an increase in metabolic energy expenditure. The more drastic
reduction (62 to 78%) was observed in shrimps exposed to a 2.3:1 TR mixture, related with the
highest mortality recorded. In this group, the lower gross growth efiiciency (K1 = 12 to 21) and
net growth efficiency (K2 = 15 to 26) were also observed. The use of proteins as energetic
substrate in all experimental conditions, suggested that O:N atomic ratio is not a suitable index
of stressfull effects oh heavy metals. The combined analysis of cadmium and znc
bioaccumulation and the evaluation of the biological effects in terms of physiological
energetics, allowed to settle the dose-effect relations of each metal and their interactions. It is
established that scope for growth is and appropiate and sensible general index to assess the
toxic effect of heavy metals in P. setiferus juveniles.
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Las lagunas costeras y estuarios son receptores de elevadas concentraciones de compuestos
téxicos debido al incremento de las actividades agricolas e industriales, asi como al aumento del
desarrollo urbano de las zonas costeras. En estos ecosistemas, destaca la presencia de
pesticidas, hidrocarburos y metales pesados (Patin, 1982; Botello er al., 1992). En los
ambientes lagunares-estuarinos se detectan metales pesados como el cromo, plomo, mercurio,
plata, aluminio y estaiio, entre otros, que aunque presentes en concentraciones traza en los
tejidos de plantas y animales, no tienen una funcién biolégica conocida; entre los metales
esenciales, se encuentran el zinc, fierro, cobre, iodo, manganeso, molibdeno, selenio, niquel y
otros, los cuales son necesarios para el desarrollo y crecimiiento normal de los organismos. Sin

embargo en elevadas concentraciones, ambos tipos de metales pueden ser altamente tdxicos
(Niagru y Sprague, 1987; Rand y Petrocelli, 1984).

El cadmio, uno de los eclementos mAs adversos para la biota acuéitica, frecuentemente se
encuentra presente con el zinc, el cual tiene la misma configuracion electrénica que el cadmio y
por lo tanto aparentemente actian fisica y quimicamente de manera similar (Thorp et al., 1979;
Giesy et al., 1980). El zinc es un constituyente esencial de varias metaloenzimas y se encuentra
ampliamente distribuido en los tejidos animales; cumple funciones estructurales, cataliticas y
reguladoras, necesarias para el crecimiento celular, el desarrollo y 1a diferenciacion en todas las
especies. Es un constituyente integral de mis de 200 enzimas como la anhidrasa carbodnica; es
un activador esencial de la carbopeptidasa pancreatica y ocurre en las deshidrogenasa

glutamica, lactica y alcohdlica asi como en las fosfatasas alcalinas (Prosser, 1991).

En los crustaceos acuiticos, el efecto de los metales pesados depende de un gran nimero de
factores incluyendo el ciclo de vida, 1a historia térmica, el régimen ambiental y la presencia de
otros toxicos. Las variables como la temperatura (Vernberg er al., 1974; Rosenberg y Costlow,
1976; White y Rainbow, 1984a), la salinidad y la concentracion de calcio (Jonnalagadda y
Prasada, 1993; Hansen et al., 1992; Bjerregaard y Depledge, 1994; Magliette et al., 1995)




Penaeus setiferus

modifican la dinimica quimica de los metales, su disponibilidad y por lo tanto su toxicidad. Al
respecto, se menciona que las especies estuarinas son particularmente sensibles a la accién
toxica de los metales pesados debido a la interaccion entre el estrés salino y el incremento en la
biodisponibilidad de los iones metalicos en bajas salinidades (Hansen er al., 1992; Rainbow ez

al., 1993).

La tolerancia en los organismos acuiticos a los metales pesados, depende de la habilidad de
regular la concentracién interna de los iones metilicos, de acumular el metal excedente en
formas no téxicas y de eliminarlo por diversas vias. En los crusticeos, se han identificado
diversos mecanismos de desintoxicacién del cadmio y del zinc: el enlace a proteinas especificas
fiundamentalmente metalotioneinas; la compartamentalizacion y acumulacién de los iones
metilicos en lisosomas y la formacién de precipitados insolubles como concreciones de calcio y
magnesio y granulos inertes de calcio y fosfato, los cuales son desechados via heces y orina o
acumulados en el hepatopiancreas (White y Rainbow 1984 a y b; Khan er al/., 1989; Bjerregaard,
1990; Roesijadi, 1992; Viarengo y Nott, 1993), asi como la eliminacién de los metales por la
exuvia (Renfro et al., 1975; Green et al., 1976). Sin embargo, la capacidad para regular la
concentraciéon intema de los metales esenciales como el zinc y el cobre, es exclusiva de los
crustaceos decapodos, la cual disminuye tanto al aumentar la concentraciéon del metal como el
tiempo de exposicion a los metales (Rainbow y White, 1989; Ahsanullah y Williams, 1991).

La toxicidad del cadmio y del zinc se atribuye fundamentalmente a las perturbaciones
producidas en las funciones biogquimicas. Entre estas se consideran las modificaciones en los
enlaces de los grupos funcionales de los sistemas enzimiticos producto de la alta afinidad de los
iones metalicos por los grupos imidazol, carboxilo, histidilo y fundamentalmente sulfidrilo de
las proteinas, con la consecuente alteracion en la estructura de los componentes celulares y en

altima instancia, de la funcién celular (Dhavale er al., 1988; Viarengo y Nott, 1993).

En los crustaceos acuidticos, el efecto téxico de los metales pesados esta relacionado con el

deterioro estructural y funcional de las branquias, principal érgano blanco de los contaminantes
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ambientales. Las branquias desempeilan un papel fundamental en el intercambio idnico y
gaseoso, en el balance acido-base, en la ecrecion nitrogenada y en la regulacion corporal de
agua. La pérdida de la integridad funcional de los organismos por efecto de los iones metalicos,
se relaciona con las alteraciones en los procesos respiratorios (Spicer y Weber, 1991) y en los
mecanismos de osmoregulacion (Pequeux, 1995). Tales alteraciones se asocian con Ila

desorganizaciéon de los sistemas enzimaticos involucrados.

Al respecto, se ha reportado la inhibicion de la Na'-K~ ATPasa, enzima esencial para la
regulacion iénica y osmotica, en el cangrejo Scylla serrara (Dhavale ef al., 1988) por la
intoxicacion cronica con cadmio, en Eriocheir sinensis por la exposicion subletal al Hg
(Pequeux, 1995) y en Carcinus maenas por efecto del cobre (Hansen er al., 1992). Esta
inhibicién provoca severas alteraciones en el balance idnico de los individuos y alteraciones en la
presion osmoética. Asimismo, se mencionan cambios en la presion osmética por efecto de niveles
subletales de cadmio en el isépodo Jdotea neglecta (Jones, 1975), en Carcinus maenas y
Hemigrapsus nudus (Caldwell, 1974) y por el cobre en C. maenas (Thurberg er al., 1973), lo
cual se atribuye a alteraciones en la estructura branquial y en la permeabilidad y en los
mecanismos de transporte de la branquia y por lo tanto en la funcién osmorreguladora de los
organismos. En contraste, niveles subletales de zinc no modifican los electrolitos plamaticos en
Crarigon crangon y C. maenas (Johnson, 1988) y no alteran la presion osmética de Gammarus

duebeni (Johnson y Jones, 1990), lo cual se asocia con la regulacién corporal del metal.

Por otro lado, concentraciones subletales de cadmio producen cambios severos en el
metabolismo respiratorio de Carcinus maenas y Cancer magister (Thurberg er al., 1983;
Depledge, 1984) asi como en Uca pugilator (Vemberg et al., 1974), Penaeus actecus y P.
setiferus (Espina y Vanegas, 1996) y en Lepromysis lingvura (Gaudy er al., 1991). El efecto
toxico sobre la nutricion y la excrecidon nitrogenada, también ha sido sefialada en Lepromysis
lingvura (Gaudy er al., 1991) y en Carcinus maenas (Amiard et al., 1982) por concentraciones
subletales de cadmio; en Pseudocalanus sp. y Calanus sp. por el cobre y en Gammarus pulex

por la intoxicacién crénica al zinc (Maltby y Nylor, 1990). Bajos niveles de cadmio reducen el
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crecimiento en Uca pugilator (Vemberg et al., 1974) en tanto que concentraciones subletales de

zinc, alteran la reproduccion en Gammarus pulex (Maltby y Nylor, 1990).

Frecuentemente el efecto subletal de los metales pesados ha sido evaluado por exposiciones
aisladas a los contaminantes. En este sentido, es escasa la informacién referente a la accion
conjunta de los iones metilicos en los organismos acuaticos y en particular en los crustiaceos. Al
respecto, se ha mencionado que el Zinc actia de manera antagodnica al cadmio en anfipodos
(Oadken et al., 1984) en tanto que en el camardn Callianassa australiensis, actian
sinergisticamente (Ahsanullah ez a/., 1981b; Negilski ef a/., 1981). En larvas y adultos de Uca
pugilator, se seiiala el efecto sinergistico de concentraciones subletales de cadmio y mercurio
(Vernberg er al. 1974). En contraste, la accién conjunta del cobre y del zinc no ejercen efecto
téxico en Crangorn crangon y Carcinus maenas (Johnson, 1988). La interacciéon de los metales
pesados ha sido estuadiada en mayor grado en peces. Asi, el zinc actia sinergisticamente con
detergentes en teledsteos (Brown er al., 1968). En la tilapia Oreochromis niloticus, la accién
téxica de las mezclas de zinc, cadmio y mercurio fue sinergistica (cuvien-Aralar y Aralar), en
tanto que en Oreochromis massambicus el efecto toxico de la accién conjunta del cadmio y el
zine, se relaciona con la razén de cada metal en las mezclas mis que con la suma de su efecto
individual. (Pelgrom er al. 1994). Dado que en el medio natural los metales pesados ocurren en
mezclas, los estudios que consideran la evaluacién de la intoxicacién crémica por la accion
conjunta de los toxicos ambientales proporcionan una mayor informacién que la evaluacidon

aislada de cada contaminante.

La determinacion del efecto subletal de los contaminantes aporta una mayor informacién sobre
1a alteracion funcional que experimentan los organismos (Gaudy ef al., 1981);‘sin embargo, la
evaluacion de respuestas fisiolégicas individuales, aisladas, no siempre dan cuenta del deterioro
de los organismos por el efecto estresante de los téxicos ambientales. En este sentido, una
medida global, indicadora de la adecuacién de los organismos al ambiente es el campo de
crecimiento (P), el cual se refiere a la energia potencial destinada al crecimiento somiatico y a la

produccién de gametos. La energia potencial de crecimiento o campo de crecimiento, es la suma
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total de las respuestas de los organismos a las variables ambientales (Bayne er al., 1976;
Widdows y Johnson, 1988; Widdows er al., 1990; Viarengo y Canesi, 1991).

En los crusticeos, la medicion de la energia potencial de crecimiento requiere 1a determinacion
de varios procesos fisiologicos, tales como las tasa de alimentacidn, de respiraciéon, de excrecion
v de muda, y su integracién mediante la energética fisiologica (L.ogan y Epifanio, 1978; Dawirs,
1983; Kurmaly ef al., 1989). Cualquier alteracion en alguna respuesta fisiolégica por efecto de
compuestos toxicos, puede modificar el cquilibrio energélico de los organismos y en
consecuencia alterar el crecimiento potencial de los especimenes. Dicha alteraciéon puede tener
efecto a largo plazo en la estabilidad de las poblaciones al modificarse el potencial de la especie

en términos de crecimiento y reproduccién (Viarengo y Canesi, 1991; De Kruif, 1991; Rice,
1990).

Recientemente, se ha demostrado que el campo de crecimiento es un indice de condicién de gran
sensibilidad para evaluar los efectos que la contaminaciéon marina tienen sobre la biota acuitica.
La disminucién en el crecimiento potencial aim por efecto de bajas concentraciones de
hidrocarburos aromaiticos y metales pesados, se menciona en Mytilus edulis (Widdows et al.,

1990; Viarengo y Canesi, 1991) y por niveles subletales de zinc en Gammarus pulex (Maltby y
Nylor, 1990).

Uno de los ecosistemas altamente impactados por el aporte antropogénico de contaminantes en
el Golfo de México es la Sonda de Campeche. Esto se debe fundamentalmente a las actividades
petroleras, agricolas ¢ industriales de la zona. En la Laguna de Terminos, adyacente a 1a Sonda
de Campeche, se registran elevadas concentraciones de los metales pesados cadmio, zinc, cromo
y plomo, asi como de hidrocarburos derivados del petroleo (Botello er al., 1992). lLas
concentraciones de los metales sobrepasan en muchos casos, los niveles de minimo riesgo para
la biota acuatica (US EPA, 1979).
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La captura de camarén en la Sonda de Campeche, es una de las actividades econémicas de
mayor importancia. I.a pesqueria se sustenta fundamentalmente en las formas adultas de
Penaeus duorarum (camaron rosado) y Penaeus setiferus (camarén blanco), este altimo muy
apreciado por su talla. En la fase adulta, marina, P. setiferus esta sujeto a una explotacion de
tipo artesanal e industrial, en tanto que en la Laguna de Términos, los juveniles son objeto de
una pesca artesanal clandestina (Gracia, 1989). Por lo tanto, las poblaciones del camaron blanco
experimentan por una parte la presion de sobrepesca y por otra, el incremento de la

contaminacién en su ambiente natural.

Los estudios referentes a la contaminacion marina en la Laguna de Términos, principalmente por
hidrocarburos, pesticidas y metales pesados, se han realizado desde hace mas de una década
(Botello y Villanueva, 1988). Con respecto a los metales pesados, la mayoria de las
investigaciones abordan aspectos relacionados con su cuantificaciéon en la columna de agua, en
los sedimentos y con la bioacumulacion en algunos bivalvos como Crassorrea virginica y en el
pasto marino Thalassia testidinum (Rosas et al., 1983; Botello y Villanueva, 1988; Paéz-Osuna
et al., 1987; Ponce-Velez y Botello, 1991; Villanueva y Botello, 1992; Vasquez, 1993).

Sin embargo, a la fecha se desconocen los efectos biologicos que los téxicos ambientales puedan
ejercer sobre la biota acuitica de la Laguna de Términos y en particular en las poblaciones de los
juveniles de P. setiferus, particularmente sensibles al efecto adverso de los metales pesados en el

ambiente estuarino (Hansen ef al., 1992).

Asi, el propésito del presente estudio fue determinar el efecto toxico del cadmio y del zinc en los
juveniles del camarén blanco Penaeus setiferus de la Laguna de Términos, Campeche. Con este

fin se propusieron los siguientes objetivos particulares:

a. Medir la concentracion letal media (CL50-96 h) del cadmio, del zinc y de las mezclas de los

metales para los juveniles de P. setiferus.

b. Evaluar las alteraciones producidas en el balance hidrosalino de los camarones por la

exposicion cronica a cada metal y a sus mezclas.
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c. Cuantificar el efecto de la exposicion créomica de estos contaminantes sobre las tasas
fisiologicas que se integran en el balance energético.

d. Establecer la relacion causa-efecto considerando la acumulacion corporal de los metales
pesados y las alteraciones biolégicas producidas.
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AREA DE ESTUDIO

La Laguna de Términos se localiza en la zona costera del sudeste del Golfo de México, en el
Estado de Campeche, entre los 91° 15° y 91° 51’ longitud Oeste ylos 18° 27 y 18° 50’ latitud
Norte (Fig. 1). Esta laguna, se ubica en la base de la peninsula de Yucatan y esta bordeada por
dos provincias geoldgicas: al Este, la Peninsula de Yucatan, caracterizada por bajas
precipitaciones, suelos calcareos y poco drenaje superficial; al Oeste y al Sur, por las tierras
bajas de Tabasco y los altos de Chiapas y Guatemala, caracterizada por altas precipitaciones y

suelos fluviales (Yaiiez-Arancibia ef al.,, 1988).

La laguna es alargada y somera, con un area aproximada de 2 500 km®? y una profundidad
promedio de 3.5 m. Este cuerpo lagunar se encuentra separado del Golfo de México por la Isla
del Carmen, pero mantiene comunicacion con ¢l mar a través de la Boca de Puerto Real y del
Carmen, ubicadas al E y al O de la isla, respectivamente (Yaiiez- Arancibia et a/., 1988). Debido
a la prevalencia de los vientos del Este, se presenta un flujo neto de agua de mar a la laguna, a
través de la Boca de Puerto Real y un reflujo neto del agua lagunar al Golfo de México, por la
Boca del Carmen. Este patron de circulacion del agua, determina fuertes gradientes
semipermanentes en la salinidad, la turbidez, los nutrientes y el tipo de sedimentos (Phleger y
Ayala-Castafiares, 1971). La Laguna de Términos recibe aporte fluvial de tres rios
principalmente: Palizada, Chumpan y Candelaria. El mayor aporte de la descarga fluvial (>
50%) 1o recibe la parte suroeste de la laguna (Gracia, 1989)

El clima de la regién es del tipo Am (w) tropical himedo (Garcia, 1964) y se distinguen tres
épocas climiticas: secas, de Febrero a Mayo; lluviosa, de Junio a Octubre y de Nortes, de
Octubre a Febrero. La precipitacion pluvial anual es en promedio de 1680 mm (Yaiilez-
Arancibia y Day, 1988). Las fluctuaciones de la salinidad del agua en la laguna, se relacionan
directamente con el régimen de lluvias; en promedio, la salinidad mayor de 33.5 %o corresponde
a la época de secas y la menor de 21.9%o0 a la época de lluvias (Botello y Mandelli, 1978). En la
laguna se presenta un gradiente de salinidad desde 35 %o en la Boca de Puerto Real hasta 2 %o
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en las zonas de influencia fluvial (Gracia y Soto, 1990). La temperatura del agua en la cuenca
central de la laguna oscila anualmente entre los 27 y los 33°C; la temperatura minima, de 24°C
se registra en la época de Nortes y la maxima, de 32°C, en la época de secas (Yiifiez-Arancibia
y Day, 1988).

GOLFO
MEXICO

LAGUNA DE
TERMINOS

i Fig. 1. Laguna de Términos. Se sefiala el area de mayor abundancia de P. setiferus (=" 5
Gracia y Soto, 1992) y los sitios de captura (o ).

De acuerdo a los gradientes de salinidad, temperatura, tipo de sustrato, vegetacion
! predominante, produccion primaria, patrén de circulacién y macrofauna ictiolégica, se han
3 descrito estructural y funcionalmente, cinco subsistemas en la Laguna de Términos: la Boca de
Puerto Real, el litoral interior de la Isla del Carmen, la cuenca central, el sistema fluvio-lagunar
y la Boca del Carmen (Yafiez-Arancibia y Day, 1988).

La vegetacion en la laguna, se asocia con los patrones de circulacion, de turbidez y de salinidad
del agua, asi como del sustrato. Las comunidades de pastos marinos estan dominados por

Thalassia testudinum y ocasionalmente se presentan Halodule wrightii 'y Syringodium
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Jiliforme, las cuales se distribuyen fundamentalmente en el margen interno de la Isla del
Carmen, en ¢l delta de la Boca de Puerto Real y a lo largo de 1a zona litoral Este y Sureste de la
Laguna (Moore y Wetzel, 1988). Casi toda la laguna se encuentra rodeada por manglares, entre
los que destacan el mangle rojo Rizophora mangle, el mangle negro Avicenia germinans y el
mangle blanco Laguncularia racemosa, eventualmente se presenta Conocarpus erectus
(Yaiiez-Arancibia er al., 1988).

La Laguna de Términos es un sistema fluvio-lagunar de gran importancia econdmica y
ecologica, debido a la gran diversidad de especies y de ambientes; a los recursos bidticos y
pesqueros que sustenta; a las interacciones ecologicas entre la laguna y la Sonda de Campeche;
al gran crecimiento industrial, petrolero y pesquero de la region asi como al desarrollo urbano y
agricola que incide en la zona. Esta laguna, es habitat de numerosos grupos faunisticos de
importancia comercial como son peces, camarones, ostiones, caracoles y jaibas, y cuya
explotacidon favorece el desarrollo socioeconémico de la region (Yadez-Arancibia, 1986).

Entre los crusticeos decapodos destacan por su abundancia local, los camarones pencidos,
principalmente las formas juveniles de tres especies: el camardn rosado Penaeus duorarum, el
camaron café P. aztecus y el camaron blanco P. setiferus. Este ultimo es el mas abundante y
esta sujeto a una pesca artesanal clandestina; su mayor concentraciéon sc reporta en la zona

Suroeste de la Laguna de Términos particularmente durante la época fria, de Nortes (Fig. 1)
(Gracia y Soto, 1990).

Una amplia informacion sobre los procesos geologicos de la Laguna de Términos es
mencionada por Phleger y Ayala-Castafiares (1971); Paez-Osuna er al/. (1987), Botello y
Mandelli (1978), Botello y Villanueva (1988), Ponce-Vélez y Botello (1991) y Vasquez ef al.
(1993) se refieren a la contaminacién y a los procesos geoquimicos; Mancilla y Vargas (1980) a
la hidrodinamica; Yafiez-Arancibia y Day (1988) y Raz-Guzmian (1993) a los aspectos
ecolégicos; Garcia-Cubas (1981), Lara-Dominguez et al. (1981), Escobar y Soto (1989) y
Gracia (1989) a los aspectos biologicos.
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MATERIALES Y METODOS

A. Captura y Mantenimiento

Los juveniles del camarén blanco Pernaeuws setiferus, de 2.1 a 7.6 g de peso humedo (PH, g), se
capturaron al Sureste de la Laguna de Términos en las zonas cercanas a Palizada y Palizada
Vieja (Fig. 1) durante la época fifia y de Nortds; en este periodo se reporta la mayor abundancia
de los juveniles de la especie (Gracia y Soto, 1990). La captura se realizd en horas de la mafiana
con una red de arrastre tipo “chango™ de 1 de abertura de malla. La duracidon del arrastre fue
de 5.5 min, tiempo que permitié la recuperacion completa de los organismos del estrés
ocasionado por tal procedimiento. Durante las capturas se midi6é la temperatura y el oxigeno
disuelto del medio con un oximetro YSI con sensor térmico (x 0.5 mg Oz/L; = 0.5°C); la

salinidad con un refractéometro (ATAGO; = 0.5 %o) y el pH con un sensor YSI (* 0.05
unidades).

Asimismo, se tomaron muestras de agua (2 L) y de organismos (N = 20) de la zona de captura,
con el fin de cuantificar la concentraciéon de cadmio y de zinc. Las muestras de agua se tomaron
a 1.5 m de profundidad con una Botella Van-Dom, se fijaron con acido nitrico concentrado
(5 ml) y se congelaron para su posterior anilisis. Los camarones se pesaron (PH, g) y se
congelaron para la posterior cuantificacion de los metales pesados. La concentracién de los
metales en las muestras de organismo y de agua, se determiné mediante espectrofotometria de
absorcion atémica, de acuerdo a los procedimientos seiialados por Paez-Osuna er al. (1988) y
Ponce-Velez y Botello (1991). Los analisis se efectuaron en el Laboratorio de Contaminacion
Marina del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia y en el Laboratorio de Analisis Quimico
del Centro de Ecologia, de la UNAM.
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Con el fin de caracterizar la muestra de los juveniles utilizados en el presente estudio, se tomo
una submuestra de la captura de 37 organismos a los cuales se les determiné el sexo y se les
midié la longitud total (I.T), la longitud patrén (LP) y la longitud del caparazon (LC1 y LC2)
con un vernier ( £ 0.01 cm) (Fig. 2). Asi mismo se mididé el peso himedo (PH, g) de los
camarones en una balanza de plato (OHAUS; = 0.01 g); posteriormente se deshidrataron a
60°C hasta peso constante en una estufa (BLUE M) y este peso seco (PS, g) se midié en una
balanza analitica (SAUTER, GmbH ID-7470). La determinacién de los especimenes, asi como el
estadio de desarrollo se efectud utilizando las claves de Williams (1984).

LONGITUD TOTAL, LT
LONGITUD PATRON, LP
LONGITUD CAPARAZON. LCy LONGITUD ASCOMEN, LA

i LONG_CAPARAZON,LCY

1
H
H

Fig. 2. Morfometria de los juveniles de Penacus setiferus.

Los camarones capturados se transportaron al laboratorio en contenedores plasticos de 100 L,
con agua del sitio y con aireacién constante. En el laboratorio, los animales se colocaron en
acuarios de fibra de vidrio de 500 L con filtro bioldgico, en una densidad de 120
organismos/acuario y con agua de la laguna previamente filtrada a través de conchuela de mar

fina (7 mm diam.), arena de mar (2 mm diam.) y finalmente por filtro de diatomeas (80 u).
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Durante el periodo de mantemimiento, la salinidad y la temperatura fueron de 15 =1 %oy
23 + 1°C, respectivamente, similares a los valores promedio registrados en la zona de captura.
El oxigeno disuelto y el pH se mantuvieron en 6.5 = 0.5 mg Oz/L y 7.8 = 0.2 unidades. El
fotoperiodo se mantuvo en 12/12 h luz/oscuridad. Los camarones permanecieron en estas
condiciones por cinco dias antes de someterlos a experimentaciéon, con el fin de contrarrestrar
los efectos de la captura, la manipulacion y el transporte. Durante este periodo se les

porporciond diariamente alimento balanceado (Camaronina; 35% de proteina) al 10% de su

peso corporal.

En todos los experimentos, se emplearon organismos en estado de intermuda; el estadio del

ciclo de muda se determiné mediante el examen de los urépodos (Wassenberg y Hill, 1984).

En los juveniles de P. setiferus, las pruebas de toxicidad tanto agudas como crémnicas se
llevaron a cabo a 23 = 1°C y a 11 = 1 %e de salinidad, correspondiente al punto isosmético de

los especimenes.

B. Determinacién del Punto Isosmdético

Para la determinacién del punto isosmédtico se utilizaron acuarios de vidrio de 20 L con agua
de la laguna a salinidades de 5, 10, 15, 20 y 25 == 1 %o. En cada acuario se colocaron 10
organismos procedentes de los acuarios de mantenimiento, donde permanecieron por 72 h. Al
respecto, se conoce que los juveniles de P. setiferus se aclimatan en dicho lapso a los cambios
bruscos tanto de salinidad, como de temperatura (Sdnchez, 1979). Los animales no se

alimentaron en este periodo ni durante 12 h previas a la exposicién. Las caracteristicas del agua

fueron 6.9+ 0.5 mg O2/L, 23 = 1°C y pH de 8.3 = 0.1.

Al finalizar el periodo de 72 h, se extrajo la hemolinfa de cada organismo por puncion de la

membrana toraco-abdominal con una jeringa Hamilton heparinizada (Heparina amonica,
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SIGMA; 0.75 mg/l) de 100 ul Previo a la obtencién de la muestra, la zona se seco
cuidadosamente para evitar contaminacién con el agua del medio. La presién osmdtica se
determiné en un Osmémetro (Osmette; = 0.5 mOsm). Debido a que la minima muestra
requerida para el andlisis era de 200 pl y el volumen de hemolinfa/ camarén fue en promedio de
100 ul, cada muestra se coloco en viales que contenian 10 ul de heparina aménica y se diluyé
con 100 ul de agua desionizada; inmediatamente la muestra se agité vigorosarmente y en
seguida se efectuaron las lecturas de la presion osmética. La diluciéon anterior se efectud
también en las muestras empleadas para evaluar la presién osmética del aguna del medio, asi
como en muestras de NaCl de concentracion similar a las salinidades experimentales. Todo el
procedimiento se efectué en fiio. Los resultados de la presion osmoética de las muestras
(mOsm), se corrijieron por volumen y por la adicion de la heparina-amdnica; cabe sefialar que

ésta no modificé la presion osmética de las muestras.

El punto isosmoético de los juveniles de P. setiferus se calculd graficamente de la intersecciéon
de la presién osmética de la hemolinfa de los camarones de cada salinidad experimental, con la
linea de isosmoticidad. La relaciéon entre la osmolaridad y la salinidad correspondiente al punto

isosmético se obtuvo mediante 1a regresion entre ambas variables (Zar, 1984).

Al término del experimento, los camarones utilizados se pesaron (PH, g) y se deshidrataron en

una estufa Blue-M a 60°C hasta peso constante (PS, g).

C. Pruebas de Toxicidad Aguda: CL50-96h

Los juveniles de P. setiferus empleados en las pruebas’ de toxicidad aguda del cadmio, del zinc
y de la mezcla de estos, se mantuvieron durante 5 dias a la salinidad correspondiente al punto
isosmético de los especimenes (11 = 1 %o0). La salinidad en los acuarios de mantenimiento se

diluyé 2 %o/dia con agua desclorada, hasta alcanzar la salinidad deseada. Durante este periodo
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las condiciones fisicoquimicas del agua y el régimen de alimentaciéon de los camarones, fueron

similares a los de la etapa de mantenimiento.

La determinacién de la concentracion letal media (CL50 - 96 h) de los metales se efectud
mediante pruebas de toxicidad estaticas de 96 h, acorde al procedimiento sefialado por UNEP
(1986). Las concentraciones de cadmio y zinc empleadas en los bioensayos, se prepararon a
partir de una soluciéon patrén de cloruro de cadmio (CdCL,. 22 H,O, Spectrum; 79% de
pureza) y de cloruro de zinc (ZnCL:, Baker; 97% de pureza) respectivamente. Para cada metal,
dichas pruebas se efectuaron por duplicado con cinco concentraciones experimentales y un
testigo (sin contaminante): 0, 0.43, 0.76, 2.58, 4.46, 4.80 y 5.80 mg/L. de cadmio y 0, 1.40,
8.50, 11.60, 28.40, 62.50 y 105.10 mg/L de zinc. Se utilizaron acuarios de vidrio de 20 L y en
cada uno se colocaron 10 organismos en estado de intermuda, 12 h previas a la adicion de cada
contaminante. L.os camarones empleados se mantuvieron en ayuno 12 h antes de su colocacion
en los acuarios asi como durante las pruebas. Diariamente se efectuaron registros de
temperatura, salinidad, pH y oxigeno disuelto, los cuales se mantuvieron en 23 * 1°C, 11 = 1
%o, 8.3 0.1 pHyY 6.9+ 0.5 mg O/L.

Las observaciones de 1a condicion de los camarones y de la sobrevivencia se efectuaron a las
0.5, 1, 2,4, 8, 16, 24, 36, 48, 72 y 96 h de exposicién a cada contaminante. La muerte de los
organismos se establecio de acuerdo al criterio de la UNEP (1987). Los camarones que
murieron durante el transcurso de los experimentos y los que sobrevivieron a la exposicion a
los metales, se pesaron (PH, g) y se deshidrataron en una estufa Blue-M hasta peso constante
(PS, g).

Una vez conocida la CL50 - 96 h del cadmio y del zinc, se establecieron las concentraciones
(mg/L) de los metales en las mezclas (M). Se utilizaron dos razones de toxicidad (RT): 1:1 y
2.3:1. Las razones de toxicidad de las mezclas se calcularon de la férmula (Lloyd, 1961;

Sprague y Ramsay, 1965):
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RT = ([Cdlm/CLs0eCd) : ([Zn]m/CLS0 Zn )

Para cada razdn de toxicidad se evaluaron por duplicado cinco unidades de toxicidad (UT) y un
testigo (Tabla 1). L.as unidades de toxicidad se calcularon de la férmmla propuesta por los

autores mencionados:

UT= ([Cdlm /CLs0o Cd) + ([Znlm / CLS0Zn)

Tabla 1. Concentraciones de cadmio (mg /L) y zinc (mg /L) medidas
en la mezcla de  metales con diferentes unidades de toxicidad (UT)

en dos razones de toxicidad (RT), a la que se expusieron los juveniles
de P. setiferus durante 96 h.

RT 1:1 RT 2.3:1

UT Cd Zn uT Cd Zn

mg/L mg/L mg/L.  mg/L
0.10 0.05 2.07 0.07 0.05 1.05
0.15 0.07 3.25 0.20 0.14 2.68
0.28 0.14 6.15 0.26 0.18 3.38
0.38 0.19 8.31 0.41 0.28 5.39
0.55 0.27 12.06 0.59 0.41 7.85

Los organismos se expusieron por 96 h a las concentraciones equivalentes a cada unidad de
toxicidad (UT) calculada, en ambas razones de toxicidad (RT). El desarrollo de estos
experimentos agudos se realizé de manera similar a la descrita previamente para conocer la
concentracién letal media (mg/L) de cada metal. Asimismo, las concentraciones reales de los
metales en cada condicién experimental se midieron en muestras de 250 ml de agua, tomadas

al inicio y término de cada prueba.
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D. Pruebas de Toxicidad Crénica

Una vez conocida la concentracién letal media para cada metal (CL50 - 96 h) y las UT en las
que se produjo ¢l 50% de la mortalidad de los camarones (UT50 - 96 h) expuestos a las mezclas
de los metales en dos RT, fue posible seleccionar las concentraciones subletales a ser utilizadas
en los experimentos cronicos. En todos los casos las concentraciones elegidas como subletales,

produjeron en los camarones en las pruebas de toxicidad aguda (96 h), una mortalidad menor
del 1%.

Los juveniles de P. setiferus se expusieron por 21 dias a 0.05 y 0.14 mg Cd/L y a 0.16 y 0.26
mg Zn/I.. En las mezclas, los organismos se expusieron por 15 dias a soluciones que contenian
los metales en 0.025y 0.04 UT en una RT de 1:1 y 2 0.02 y 0.035 UT en una RT de 2.3:1. Las

concentraciones correspondientes de cada metal en dichas mezclas se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Concentraciones de cadmio (mg/L) y de zinc (mg/L) medidos en la
mezcla de los metales con diferentes unidades de toxicidad (UT) en dos

razones de toxicidad (RT), a la que se expusieron los juveniles de P. setiferus !
durante 15 dias.

RT 1:1 RT 2.3:1 |
UT Cda Zno UT Cd Zn
mg/L mg/L mg/k, mg/L
0.025 0.012  0.548 0.020 0.014  0.263
0.040 0.020  0.877 0.035 0.031  0.597

En cada condicion experimental se emplearon 20 juveniles en estado de intermuda, los cuales se
pesaron previamente (PH, g) y se colocaron en acuarios de vidrio de 40 L. L.os camarones se

mantuvieron en ayuno 12 h antes y después del traslado a dichos acuarios. Posteriormente se
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adicionaron los contaminantes. Las caracteristicas del agua y el fotoperiodo fueron similares al

de las pruebas de toxicidad aguda.

En el transcurso de los experimentos crénicos, los organismos se alimentaron diariamente con
dieta balanceada (Camaronina, 35% de proteina) al 4% de su peso corporal. El alimento se
suministré en horas de la tarde y cuatro horas después se retird el alimento remanente; las heces
producidas se retiraron diariamente. Asi mismo, durante el transcurso de los experimentos se

colectaron las exuvias de los camarones.

Cada dos dias se efectuaron recambios de agua del 50% del volumen de los acuarios y se
renovaron las soluciones respectivas de los metales; en los dias intermedios, se efectud filtrado
mecanico de un volumen similar de agua. Para verificar las concentraciones reales de los
metales en el agua, se analizaron muestras de 250 ml al inicio, a los siete dias y al finalizar el

periodo de exposicidon, como se menciond anteriormente.

Con el fin de determinar el efecto producido en los juveniles de P. setiferus por la exposicion

crénica de 21 dias al cadmio y al zinc y de 15 dias a la mezcla de los metales, se evaluaron

diversas respuestas fisiolégicas.

1. Balance Hidrosalino

Una vez finalizado el periodo de exposiciéon crénica al cadmio, al zinc y a la mezcla de los
metales, se evaluaron diversas respuestas relacionadas con el proceso de osmoregulaciéon en los
camarones, como fueron la presién osmdética del medio interno, la concentracion de cloruro
plasmitico y el balance de agua de los juveniles de P. seriferus. Asimismo, se evaluo la
actividad de las ATPasas branquiales, como un indicador del intercambio activo del Na* y K* en

el epitelio branquial de los camarones.
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Presion osmébtica

La presién osmética (mOsm) de la hemolinfa de los juveniles de P. setiferus, se midié en una
submuestra de 5 a 11 organismos de cada condicién experimental. El procedimiento seguido

fue similar al sefialado previamente para la obtencién del punto isosmético de la especie.

Cloruro plasmitico

Para determinar la concentraciéon de cloruro (Cl'; mMoles/L) de la hemolinfa de los camarones,
se emplearon 10 organismos por cada condicidon experimental. Las muestras de la hemolinfa
{10 ul) se obtuvieron por puncién de la membrana téraco-abdominal empleando una jeringa
Hamilton de 10 pl, previamente heparinizada (Heparina aménica; SIGMA). La concentraciéon
de cloruro (CI'; mMoles/L), se determiné mediante la técnica de diagndstico clinico SIGMA
(461-3; St. Louis Mis. USA). Esta técnica colorimétrica se basa en la cantidad de tiocianato
desplazado por el CI” desde el tiocianato de mercurio. El tiocianato liberado forma un complejo
rojo con los iones férricos, donde la coloracion es proporcional a la concentracién de CI” de la
muestra.
2 CI' + Hg (SCN): -» HgCl; + 2(SCN)
3 (SCN) + Fe** —» Fe(SCN); (rojo)

Las lecturas de las muestras se efectuaron en un espectrofotémetro (Spectronic 88, Bausch and

Lomb) a 460 nm.

ATP asas branquiales

La actividad enzimatica de la Na* - K" ATPasa branquial se determiné de acuerdo al método

descrito por Tentes y Stratakis (1991). Todo el procedimiento se efectué en frio. La actividad
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enzimatica se evaludé en una submuestra de 10 organismos de cada condicién experimental; los
organismos se sacrificaron y se separo el cefalotorax del abdomen. Las branquias se removieron
y se enjuagaron en soluciéon fria de glucosa (0.25 M) y EDTA (6 mM). Se seleccionaron los
filamentos de las branquias posteriores, ya que es el principal sitio de intercambio i6nico en los
crusticeos (Prosser, 1991; Pequeux, 1995). Los filamentos branquiales se enjuagaron
nuevamente, se secaron en papel filtro y se pesaron (PH, mg). Para cada ensayo se empleo el
numero de organismos necesarios para obtener muestras de branquias de pesos similares

(0.05 g); se obtuvieron de 2 a 7 muestras por cada condicién experimental.

Dichas muestras se homogenizaron en frio, en 10 ml de una solucidn de ghicosa 0.25 M, EDTA
6 mM, imidazol 30 mM, DTT 0.1 mM, PMSF 10 mM y pH 6.8. El homogenado se mantuvo a
-20°C durante un maximo de cinco dias antes de su analisis. Cabe seiflalar que en estudios
previos, durante este periodo y en estas condiciones, no se detectaron modificaciones en la

actividad enzimatica.

Posteriormente, se descongelé el homogenado y se evalué la actividad enzimitica, por
duplicado, en 100 ptl de homogenado con 25 a 50 ug de proteina. La actividad enzimitica de la
Na* - K" ATPasa branquial se determindé a partir de la diferencia entre la concentracién de
fosfato inorganico liberado del ATP, en ensayos realizados en medios de incubacién en
ausencia (ATPasa Total) y en presencia de Ouabaina (Mg ATPasa) (Tabla 3). En cada caso la
incubacion se efectué a 30°C por 15 min. El volumen final de cada muestra (por tubo) fue de
300 pl. Una vez finalizado el periodo de incubacidon, se detuvo la reaccidn adicionando 0.9 ml
de TCA al 8%. Diez minutos después, las muestras se centrifugaron a 2000 rpm durante 10

min.

La cantidad de fosfato libre en el sobredanante se midid por el método de Ames (1966). Se
tomaron SO pl de cada muestra y se agregaron 250 nl de agua desionizada y 0.7 ml del

Reactivo de Ames. Inmediatamente, cada muestra se agité y se incubé a 45°C durante 20 min.
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Las lecturas de la absorbancia, tanto de las muestras como de la dilucion estandar de fosfato

(0.5 pg Pi/ ml), se efectuaron a 820 nm.

Tabla 3. Medios de incubacion empleados para evaluar la actividad enzimatica
de la N* - K" ATPasa branquial de los juveniles de P. setiferus.

Composicién Medio con K~ Medio sin K"
sin Ouabaina con Quabaina
KCL 30 mM ——
ATP 5 mM 5 mM
Ouabaina ——— 1mM
NaCL 100 mM 130 mM
MgCL2 10 mM 10 mM
Imidazol 20 mM 20 mM
pH 7.2 7.2

Las proteinas totales se cuantificaron en muestras de 100 nl de homogenado disluido, mediante
el método de Lowry ez al (1951). Todos los ensayos se efectuaron por duplicado. Las lecturas
de la absorbancia de las muestras experimentales y de soluciones estandar de concentracion
conocida (mg proteina/ml), se efectuaron en un espectrofotometro (Spectronic 21, Bausch and

Lomb) a 600 nm. Los estandares de proteina se prepararon con albimina-sérica~-bovina.

La actividad enzimatica especifica se calculé en uMoles Pi h”' mg™! proteina. Todos los

reactivos utilizados en los ensayos fueron grado analitico (SIGMA).

Contenido corporal de agua

El contenido de agua de los juveniles de P. setiferus de cada condicidén experimental, se calculé

de la diferencia entre el peso humedo (PH, g) y el peso seco esperado (PS, g) obtenido de la
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regresion lineal: PS = a + b PH + e ; los parametros de la ecuacion a y b se obtuvieron del
ajuste del modelo mediante 1a técnica de minimos cuadrados y 1a bondad de ajuste, mediante el

analisis de residuos (Zar, 1984). El porcentaje de humedad se calculé de la ecuacién:

H20, % =[ (PH - PS) / PH ] 100

2. Balance Energético.

Al término de la exposicion crénica al cadmio, al zinc y a 1a mezcla de los metales, se evalud el
balance energético de los juveniles de P. setiferus. El balance energético de los organismos de
cada condiciéon experimental, se calculd del modelo I =P + R + N + H (Ivlev, 1939; Winberg,
1960) a partir del cual se determiné el campo de crecimiento de los organismos (P) por la
diferencia entre la energia contenida en el alimento ingerido (I) y la energia utilizada en la
respiracion (R), la perdida en la excrecion nitrogenada (N) y la produccion de heces (H); se
consideré ademas la energia perdida en la exuvia (E) por los camarones (I.ogan y Epifanio,

1978):

P=I-(R+N+E+H)

La obtencién de los valores correspondientes a las tasas fisiologicas (cal d' g™ PS) se detalla a
continuacion.

Ingestion (X)

La tasa de ingestidn se calculd de la diferencia entre el alimento suministrado diariamente a los
camarones y ¢l alimento remanente en los acuarios después de 4 h, obtenido por medio de un
sifon. El agua se filtré a través de una red de plancton (500 p de abertura de malla) de peso

conocido. Las redes con el alimento recolectado se secaron hasta peso constante en una estufa
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a 60°C (Blue-M) y por diferencia con el peso seco de las redes, se cuantificé el peso seco del
alimento (PSa, g). La tasa de ingestiébn se expresé en mg PSa d’! g' PS. Estos valores se
corrigieron por la dilucion diaria del alimento en dos acuarios control, sin organismo y sin
contaminantes. Los resultados se transformaron en valores caldricos y se expresaron en

cald’ g' PS.

Para la obtenciéon del wvalor calérico tanto del alimento suministrado como del alimento
remanente (cal g' PS) se emple6 un minimo de cinco muestras de cada condicién experimental.
Los analisis se efectuaron en el Laboratorio de Nutricion Animal de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

Asimilaciéon (A)

La fraccién de la energia del alimento asimilado (A) por los camarones de cada condicién
experimental, se calcul6 indirectamente del producto de la tasa de ingestion (I; mg PSa d' g*
PS), de la eficiencia de asimilacién (U, %) y del contenido calérico del alimento suministrado a

los organismos (ca; cal mg™' PS) acorde a Condrey ez al. (1972):

A= (I) (U)(ca)

La eficiencia de asimilacion se calculé empleando la ecuacién propuesta por Conover (1966) y

modificada por Condrey et al. (1972):
U=[(I-H)/(1-H)I] 100
donde I = PSLC / PS del alimento suministrado y H = PSLC / PS de las heces producidas.

PSLC se refiere al peso seco libre de cenizas obtenido al imicinerar mmuestras de peso seco

conocido a 500°C acorde a APHA (1985).
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Durante el transcurso de los experimentos crénicos, las heces se recolectaron diariamente de
manera similar a la descrita para el alimento remanente; se lavaron con agua destilada y se
obtuvo su peso seco (PS, g). De cada condicion experimental se analizo el PSLC tanto del
alimento suministrado a los camarones como de las heces producidas, en cinco muestras de 1 g
PS cada una,

A fin de evitar una subestimacién en la eficiencia de asimilacion debido a la probable

asimilacién de las cenizas del alimento ingerido, se empled la correcciéon propuesta por Condrey
et al. (1972):

U= (U/100)+ [Au/Af (I(1-H)/ HA-D)] x 100

donde U’ es la eficiencia de asimilacién corregida y Au y Af corresponden a la cantidad de

cenizas en el alimento ingerido y en las heces, _respectivamente; Au / Af es la fracciéon de las
cenizas asimiladas.

Respiracién (R)

La tasa respiratoria de los camarones se determiné a través del metabolismo de rutina, para lo
cual se evaludé el consumo de oxigeno en un sistema respirométrico de fluyjo semi-continuo
(Diaz et al., 1989; Vanegas, 1992) (Fig. 3).

Los camarones procedentes de cada condicion experimental (n=15), se colocaron en camaras
de 500 ml; una de ellas, sin organismo, se consider6 como control. En este sistema, los
camarones permanecieron tres horas antes de las mediciones con el fin de aminorar los efectos
del estrés producidos por el traslado. El agua de las camaras se mantuvo en condiciones
similares a los de cada experimento crénico. Los organismos utilizados se encontraban en

estado de intermuda y con ayuno previo de 24 horas.

24



Materiales y Métodos

——
1 S~ £
o IR D| )
1 - PSSO { 1 | ¢ QP ———
1 T LT LT ﬂ-'
A B
(gl (| . (P B :
N e R N mse il s R == I

Fig. 3. Sistema de flujo para determinar el consumo de oxIgeno y la excrecion
nitrogenada de los juveniles de P. setiferus. A. Camaras, B. Acuario termorre-
gulado; C. Termostato; D. Aire;, E. Bomba sumergible; F. Reservorio, G. Toma

de muestras a 1a entrada de las cimaras; H. Toma de muestras a la salida de las
caAmaras (Diaz et al., 1989).

Con el fin de conocer 1a tasa del consumo de oxigeno de los organismos, se tomd una muestra
inicial del agua de cada ciAmara, se suspendié el flujo y se selld6 inmediatamente durante 30 min;
posteriormente, las cimaras se abrieron y se tomé una muestra final de agua y se restablecié el
flujo durante 90 min. En seguida se repitié el procedimiento. L.a concentracion de oxigeno de
las muestras de agua se midid con un oximetro (YSI-54 ARC; £ 0.05 mg O2/L). El consumo de
oxigeno (mg O: h™') se calculd por la diferencia entre la concentracién inical y final del oxigeno
disuelto de las muestras y en relacidn al tiempo de cerrado de las mismas. Estos valores se

corrigieron por los obtenidos en la camara control, sin organismo y se expresaron en mg h™' g

PS. Los resultados se transformaron en unidades de energia (cal d' g' PS) utilizando el
coeficiente oxicalérico de 3.32 cal/mg O (Elliot y Davison, 1975).

Excrecién Nitrogenada (IN)

La excrecién nitrogenada (N-NH,", mg/L) se evalué en los mismos organismos, en el mismo

dispositivo y de manera similar a la empleada para cuantificar el consumo de oxigeno, pero en
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muestras de agua independientes (Fig. 3). La concentracién de nitrédgeno amoniacal de cada
muestra (N-NH,", mg/L), se determiné mediante la técnica de Azul de Indofenol modificada
por Gutman y Bergmeyer (1974); las lecturas se efectuaron en un espectrofotometro
(Spectronic 88; Bausch and Lomb) a 640 nm.

La cantidad de nitrégeno amoniacal excretado por los camarones (N-NH,*, mg h™'), se calculé
por diferencia entre las concentraciones final e inicial de las muestras de agua de cada camara y
en relacion al tiempo que éstas permanecieron cerradas. Estos valores se corrigieron a su vez
por los obtenidos en la camara control, sin organismo y se expresaron en mg h' g' PS;
posteriormente se transformaron en sus correspondientes valores caléricos (cal d' g PS)

utilizando el coeficiente nitrocalérico de 5.94 cal/mg N-NH," (Elliot y Davison, 1975).

Todas las mediciones del consumo de oxigeno y de la excrecion nitrogenada de los camarones,
se efectuaron entre las 7 y las 10 h. Este periodo se seleccioné debido a que al evaluar
previamente en un ciclo de 24 h el consumo de oxigeno y la excrecién nitrogenada de los
juveniles de P. setiferus del grupo testigo, no se encontraron diferencias significativas en las

tasas fisiolégicas y a que en este lapso se obtuvieron en el ciclo diurmo, los valores promedio de

las respuestas evaluadas.

Exuvia (E)

En el transcurso del experimento crénico las exuvias (e) producidas se cuantificaron y se
determiné el periodo de intermuda (dias) de los especimenes, lo cual permitié calcular la tasa de
muda (e d') de los camarones de cada condiciéon experimental. Las exuvias recolectadas se

lavaron con agua destilada y se obtuvo su peso seco (PSe, g).
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La cantidad de energia perdida en la exuvia (E; cal d' g PS) se obtuvo a partir de la relacion
del peso seco de la exuvia (PSe, g) y de los organismos (PS, g), de 1a tasa de muda (e d'") y del
contenido calérico de las exuvias (cal g”' PSe), acorde a Logan y Epifanioc (1978):

E=(gPSe g' PS) (cal g' PSe) (¢ d)

Los analisis caldricos se efectuaron en un minimo de 10 exuvias por condicién experimental, en

el Laboratorio de Nutricibn Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM.

Campo de Crecimiento (P)

Con el fin de calcular el campo de crecimiento (P) de los juveniles de P. setiferus expuestos por
21 dias al cadmio y al zinc y por 15 dias a las mezclas de los metales, los valores
correspondientes a las tasas fisiologicas de los camarones de cada condicién experimental, se

integraron en la ecuacion del balance energético, mencionada anteriormente:
P=A-(R+N+E)
donde A es la energia contenida en el alimento asimilado, R es la energia utilizada en 1a

respiracion y N y E se refieren a la energia perdida en la excrecién nitrogenada y la exuvia,

respectivamente. Los valores de las tasas se expresaron en cal d! g™' PS.

3. Bioacumulacién

Una vez finalizado el periodo de exposiciéon créonica a los contaminantes, se evaludé la

acumulacién del cadmio y del zinc en los juveniles de P. setiferus. Por cada condicién

27



Penaeus setiferus

experimental se analizaron un minimo de 5 a 8 organismos y de 8 a 16 exuvias de las
recolectadas en el transcurso de los experimentos. Tanto los organismos como las exuvias, se
lavaron con agua destilada y se secaron hasta peso constante (PS, g). LLa concentracién de los
metales en las muestras (ug g' PS) se determiné mediante espectrofotometria de absorcién
atémica y de acuerdo al procedimiento propuesto por Goldberg et al. (1983) modificado por
Paéz-Osuna et al/. (1988). Los analisis se efectuaron en el Laboratorio de Analisis Quimico, del
Centro de Ecologia de la UNAM.

E. Anilisis Estadistico

Los resultados de la mortalidad obtenidos en las pruebas de toxicidad, se analizaron de acuerdo
al procedimiento propuesto por la EPA (Environmental Protection Agency; U.S. EPA, 1989).
La determinacién de la concentracion letal media (CL50 - 48, 72 y 96 h) de cada metal y de las
unidades de toxicidad (UT) de las mezclas de los metales a dos razones de toxicidad (RT) en
las cuales se obtuvo el 50% de mortalidad (UT50 - 48, 72 y 96 h), se estimaron por el modelo
log - probit mediante el Programa de Computo DORES (Ramirez, 1989).

Para el analisis de los resultados obtenidos tanto de los pesos de los organismos utilizados en
las pruebas agudas y cronicas como de las respuestas evaluadas en los experimentos cronicos,
se empled el Diagrama de Cajas en Paralelo del Analisis Exploratorio de Datos (Tukey, 1977).
Para cada grupo de datos se obtuvieron los elementos de dichas cajas; el intervalo de confianza
(IC) de la mediana (M) se calculé de la siguiente formula, donde n es el nimero de datos y AH
es la amplitud de la caja:

IC=M = 1.58 (AH /vm)

Para establecer en cada una de las respuestas evaluadas las diferencias significativas entre los
grupos analizados, se compararon los intervalos de confianza de las medianas (o = 0.05); tales

diferencias se corroboraron empleando las pruebas no paramétricas de Kruskall-Wallis y
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Newman-Keuls (Zar, 1984). En dicho anilisis se empleé el programa de cémputo

STATGRAPHICS (Stat. Graph. Syst. V-2.1; 1985-1986).




> Resultados

RESULTADOS

A. Morfometria

Los juveniles de P. setiferus de 1.61 a 7.70 g de peso humedo, se recolectaron en la zona sur
de la Laguna de Términos (Fig. 1) a una profundidad promedio de 1.9 m; la salinidad,
temperatura, oxigeno disuelto y pH del agua del medio fluctuaron durante las capturas de 7 a
14 %o, de 23 a 25 °C, de 7.4 a 8.5 mg O-/L yelpH de 7.8 a 8.6.

La caracterizacion de la poblacion de los camarones empleados en este estudio se efectué a
partir de una submuestra de 37 organismos. El peso hiimedo (PH, g) y el peso seco (PS, g) de
los especimenes fueron 3.33 + 0.43 gy 0.89 = 0.16 g, respectivamente; la longitud total (LT),
patréon (LP), del caparazon (LC1 y LC2) fueron de 8.57 +£ 0.31, 5.84 £ 0.2, 3.11 0.1y 1.69 %=
0.05 cm, respectivamente. Los diversos parametros medidos en los juveniles de P. setiferus, se

relacionaron de la siguiente manera:

LP = 1.27+0.53 LT ; R*> =0.88
LC1= 0.59 +0.29 LT ; R* =0.91
LC2=-0.07 + 0.58 LC1 ; R? = 0.95
LT = 6.28+0.66 PH ; R? = 0.87
PS =-0.02 +0.27 PH ; R® =0.97

Todos los modelos fueron significativos (P < 0.01). El contenido relativo de agua calculado

para los especimenes fue de 74.04 = 0.12 %.

La proporcion de sexos de los camarones fue de 49-51% hembras-machos. En el presente
trabajo no se efectud distincion de sexos dado que en estudios previos se ha determinado que
en juveniles de camarones pencidos, las respuestas fisiologicas que despliegan, son

independientes del sexo (P < 0.05; Sanchez, 1979).
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B. Determinacién del Punto Isosmético

Durante el periodo de mantenimiento de los camarones a las diferentes salinidades por 72 h, la
sobrevivencia fue del 100%. El peso humedo de los organismos varidé de 4.10 £ 0.26 a 5.65 %=

065 g y el peso seco de 0.98 + 0.07 a 1.37 + 0.33 g; estas diferencias no fueron

significativas (P > 0.05).

L os valores de la presion osmética de la hemolinfa (Hm, mOsm) de los organismos expuestos a
las diferentes salinidades se sefialan en la Tabla 4; asimismo, se incluyen los valores de la
presién osmotica del medio externo y de soluciones de cloruro de sodio, de concentraciones
similares a cada salinidad experimental. Las relaciones entre la presion osmética de la hemolinfa
(Hm, mOsm) y la concentraciéon del medio extermo, expresada tanto en salinidad (S, %o)

como en g NaCL/L, se establecieron mediante las regresiones lineales:

PO, mOsm = 11.51+ 28.49 %o S; R*>= 1.0
PO, mOsm = 6.48 + 32.44 g/L. NaCl; R? = 0.99

En ambos casos, los modelos fueron significativos (P < 0.01).

La presion osmética del medio interno de los camarones no se modificé significativamente al
variar la salinidad del medio (P < 0.05), lo cual pone en evidencia el comportamiento
osmorregulador de la especie en el intervalo de las salinidades evaluadas (Tabla 4; Fig. 4). En el
medin diluido ( 5 y 10 %0) los organismos presentaron una hemolinfa hiperosmética con
respecto al medio, ¢ hiposmodtica en salinidades mas elevadas de 15, 20 y 25 %o. El punto
isosmético (PI) se calculé graficamente en 310 mOsm (Fig. 4) y utilizando los modelos

mencionados, fue posible expresar el valor del PI como 10.5 %o 0 como 9.4 g NaCL/L.
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Tabla 4 . Presién osmoética de la hemolinfa (Hm, mOsm) de los juveniles de P.

setiferus expuestos a diferentes salinidades (medio extemno;

ME; %o) y de

concentraciones conocidas de NaCl (g/L). Valores medianos e intervalo de confianza
de la mediana (a0 = 0.05). n = nimero de muestras analizadas.

) n Hm n ME NaCl n NaCl
%o mOsm mOsm g/L mOsm
5 6 410+40"* 7 163+ 7°* 5 10 168 £6°*
10 10 303 x57° 7 287 + 11° 10 12 327x9°
15 8 359x41" 5 432+ 6 ° 15 12 488+ 10°
20 6 398+ 104 ° 5 574 + 16 ¢ 20 11 670 =17 ¢
25 10 395+18° 6 724 = 19 °© 25 11 792 £ 15 °

Letras diferentes en sentido vertical denotan diferencias significativas (P < 0.05).

Salinidad, Yo
=X £

20 215
22 v
e
7
[-==] 4 ‘/.
[ v
P
8 -
“Cop- v
o 7
K= q PI
g i
2
e ey
8X0
Meao externo, mOsm

-Fig. 4. Relacion entre la concentraciéon osmética de la hemolinfa (MmOsm) de los

juvepjles de P. setiferus y el medio externo (mOsm; %o). Cada punto representa la
mediana de la presién osmotica de 6-10 camarones. El valor del punto isosmdtico
(PI) es de 310 mOsm.
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C. Pruebas de Toxicidad Aguda:; CL50-96 h

El peso humedo de los juveniles de P. setiferus utilizados en las pruebas de toxicidad aguda del
cadmio, del zinc y de las mezclas de los metales, varié de 3.31 = 0.74 a 4.69 = 0.58 g y el peso
seco de 0.64 + 0.17 a 0.98 = 0.10 g; estas variaciones no fueron significativas (P > 0.05).

En la determinacion de la concentraciéon letal media de cada metal (CL50-96 h, mg/L) y de la
unidad de toxicidad (UT) de las mezclas de cadmio y zinc a dos razones de toxicidad (RT)
donde se produjo la muerte del 502 de los especimenes (UTs50-96h), se utilizé el modelo log-
probit (Ramirez, 1989). En todos los casos, el modelo fue significativo (P < 0.05) y explicé
entre el 78 y 98% de la variabilidad observada en la mortalidad de los camarones; la bondad de
ajuste de los modelos se establecié mediante el analisis de X* y no se detectaron diferencias
significativas entre los valores esperados y observados de la mortalidad (P > 0.05). Los datos
obtenidos y utilizados para generar en cada caso el modelo se presentan en el Anexo la-1d, en
el cual se observa que la mortalidad aumenta a medida que se incrementan tanto el tiempo de

exposicién como la concentracién de los contaminantes, aislados o en mezclas.

La concentracion letal media (CL50-96 h) obtenida para el cadmio (0.99 =+ 0.20 mg/L) y para
el zinc (43.87 + 21.36 mg/L) indicd que la toxicidad del cadmio fue 44 veces mayor que el zinc
(Tabla 5a). La CL50 de cada metal disminuyé a medida que el tiempo de exposicion se
incrementé de 48 a 96 h, si bien en cada caso estas diferencias no fueron significativas

(P > 0.05).

Al exponer los camarones a las mezclas de los metales, el cadmio fue 40 veces mas téxico que
el zinc en la mezcla cuya UTS50-96 h fue 0.31 y los metales se encontraron en una RT 1:1
(Tabla 5b); en cambio, al aumentar la razén de toxicidad a 2.3:1, la toxicidad del cadmio se
redujo a la mitad. Cabe destacar que la UT50-96 h en dicha situacion, descendié en un 10%.
I.os resultados obtenidos indican que los metales en mezclas, incrementaron considerablemente

su toxicidad al compararlos con su efecto individual. Si bien la exposicién de 96 h al zinc fue
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Tabla Sa. Valores de la concentraciéon letal media (CL50; X = ES) de cadmio y de
zinc (mg/L) para P. setiferus en diferentes lapsos de exposicion (h).

Tiempo, h a8 T2 96
Cd, mg/L 1.35+ 0.21 0.99+ 0.20 0.99 3= 0.24
Zn, mg/L 78.86 £ 35.77 51.64 = 17.94 43.87 = 21.36

Tabla 5b. Valores de las unidades de toxicidad (UT50; X = ES) de las mezclas de
cadmio y zinc (mg/L) en dos razones de toxicidad (RT) que produjeron el 50% de
mortalidad en P. setiferus, en diferentes periodos de exposicion (h).

Tiempo, h RT uUT Cd*", mg/L Zu*', mg/L
1:1 0.78 = 0.34 0.39 % 0.17 16.15 = 7.04

48 2.3:1 0.55 = 0.14 0.39 £ 0.10 8.25 = 2.10

1:1 0.40 = 0,07 0.20 + 0.04 8.28 = 2.07

72 2.3:1 0.34 = 0.05 0.24 = 0.04 5.10 & 0.75

1:1 0.31=0.04 0.16 = 0.02 6.42 + 0.83

26 2.3:1 0.28 = 0.03 0.20 = 0.02 4.20 = 0.45
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relativamente toxica, en presencia de niveles tan bajos como 0.16 (RT 1:1) y 0.20 mg/L de
cadmio (RT 2.3:1), su toxicidad se incrementd entre 7 y 10 veces. A su vez, el efecto téxico del
cadmio aumentd de 4 a 6 veces a medida que se elevé la RT del metal en la mezcla. Es posible

afirmar que al elevarse la RT s6lo en un 10%, la toxicidad del zinc se elevé en un 35% en tanto

que el cadmio se incrementé en un 20%.

El efecto toxico de los metales en mezclas fue mayor a medida que el tiempo de exposiciéon se
incrementd de 48 a 96 h, aunque se observaron diferencias relacionadas con la razén de
toxicidad (Tabla 5Sb). En la RT 1:1, la UT50 se redujo 60% (P < 0.05) al aumentar el periodo

de exposicion de 48 a 96 h, mientras que en la RT 2.3:1, la UT50 disminuyé (P < 0.05) entre 48
y 72 h (38%) como entre 48 y 96 h (49%).

Cabe sefialar que las concentraciones del cadmio y zinc en las mezclas en las cuales se obtuvo el
50% de mortalidad de los especimenes (UT50-96h), fueron menores que la CL20-96h obtenida
en las pruebas de toxicidad de cada metal (Tabla 5a y 5b). Los resultados obtenidos demuestran
la complejidad del efecto téxico de la interaccion de los metales, donde obviamente se presento
un fenémeno de sinergismo, lo cual también fue evidente a las 48 y 72 h de exposicion a los

contaminantes. Asimismo, la toxicidad de los metales dependié de la razén de los tOxicos en
las mezclas.

D. Pruebas de Toxicidad Crénica

1. Mortalidad

En los experimentos cronicos, la evaluacion de l1a mortalidad resultante de la exposicién a los
metales pesados, se dificulté por el hecho que al mudar los organismos fueron presa de sus
congéneres. En la Tabla 6 se presentan los valores del porcentaje de mortalidad total, la

asociada al proceso de muda y la atribuida a la accién toxica de los metales pesados.
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Tabla 6. Mortalidad (%26) de los juveniles de P. setiferus expuestos por 21 dias al
cadmio (mg/L) y al zinc (mg/L) y por 15 dias a la mezcla de los metales en diferentes
unidades de toxicidad (UT) correspondientes a dos razones de toxicidad (RT). La
concentracién de los metales (mg/L) en estas mezclas, se muestran en paréntesis.
Mortalidad total (MT), por muda (Mm) y por efecto del metal (Mmet). Se incluye la
mortalidad observada (M) por la exposicion aguda (96 h) a los metales

Condicién MT, %% Mm, % Mmet, %% M(96h),%%
Testigo 25.5 17.5 8.2 0.0
Cadmio, 0.05 30.0 15.0 15.0 1.0
0.14 55.5 45.0 10.5 5.0
Zinc, o.16 35.0 20.0 15.0 0.5
0.26 20.0 5.0 15.0 1.0
RT 1:1 (Cd ; Zn)
UT 0.025 (0.012; 0.548) 30.0 15.0 15.0 0.30
0.04 (0.020 ; 0.877) 35.0 17.5 17.5 1.0
RT 2.3:1 (Cd . Zn)
UT 0.02 (0.014: 0.263) 37.5 10.0 27.5 0.30
0.035 (0.031.0.597) 45.0 20.0 25.0 1.0
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En el grupo testigo, se observé una mortalidad del 25.5% de la cual el 17.5% se asocié al
proceso de muda; si bien el 8% restante se atribuy6 a otras causas no determinadas, este valor
es menor al 10% sefialado por US EPA (1989) como la mAxima mortalidad aceptable en

experimentos de toxicidad para el grupo control.

En todas las condiciones experimentales, el aumento en el tiempo de exposicién a los metales
de cuatro dias (96 h) a 21 dias incrementé la mortalidad de los camarones. Asi, es posible
observar que en la menor concentraciéon de 0.05 mg/L, el cadmio provocoé un aumento en la
mortalidad de 15 veces con respecto al valor esperado del 1%, al extenderse el tiempo de
exposicion de 4 a 21 dias. Al incrementarse la concentracién de cadmio a 0.14 mg/L., donde 1a
mortalidad esperada a los cuatro dias de exposicion fue del 5%, la observada fue de 10.5% con
un incremento del doble; sin embargo, la mortalidad asociada al efecto téxico del cadmio fue
30% menor que en la concentracion mas baja. Esto se atribuye mas que al efecto del metal, a

un error en la estimacion de la mortalidad provocada por la muda (Tabla 6).

El efecto a largo plazo del zinc fue notorio. Tanto en 0.16 como en 0.26 mg/L, la mortalidad
fue 30 y 15 veces mayor, respectivamente, al aumentar el tiempo de exposiciéon de 4 a 21 dias
(Tabla 6). Aunque en la exposicidon crénica al zinc la mortalidad por efecto del metal fue del 15
% tanto en bajas como en altas concentraciones, la disminucién en la mortalidad asociada a la
muda en 0.26 mg/L fue evidente, Lo antericr se atribuye a la reduccion en la movilidad de los
camarones en esta concentracion, lo que probablemente protegié a los camarones del

canibalismo durante el periodo de muda.

Por otra parte, es posible observar que las concentraciones de 0.05 mg/L de cadmio y de 0.26
mg/L de zinc, en las que se obtuvo una mortalidad esperada del 1% en los experimentos
agudos, al incrementarse el tiempo de exposicion a 21 dias el aumento en la mortalidad fue
similar (15 veces mayor) por ambos metales. Los resultados demuestran que en exposiciones

individuales, el cadmio es mucho mas téxico para los juveniles de P. setiferus que el zinc, ya
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que la misma mortalidad (15 %) se observé en concentraciones 52 % mayores de zinc que de

cadmio (0.05 mg Cd/L y 0.26 mg Zn/L).

En los camarones expuestos a la mezcla de los metales en RT 1:1, la mortalidad fue 50y 17.5
veces mayor con respecto a la esperada (0.3 y 1%) al aumentar el periodo de exposicion de 4 a
15 dias. Sin embargo, la mortalidad observada fue similar a la de los camarones expuestos de
manera aislada a cada metal. El efecto de la interaccion de los metales sobre la mortalidad de
los especimenes fue notorio al aumentar la RT de los metales en la mezcla a 2.3:1. Al
extenderse el tiempo de exposiciéh de 4 a 15 ziias, la mortalidad en los camarones expuestos a
0.02 y 0.035 UT fue 92 y 25 veces mayor; en los experimentos agudos en dichas UT la
mortalidad esperada fue de 0.1 y 1 %, respectivamente, similar a la de los grupos expuestos en
RT 1:1 de los metales (Tabla 6). Estos resultados reflejan la interaccién sinergistica del cadmio

y del zinc en mezclas; de igual manera, resaltan la complejidad de tal interaccion.

En la mezcla de los metales en una RT de 1:1, atn en la mayor UT de 0.04 donde Ia
concentracion de zinc fue 3.4 veces mayor a la que aisladamente produjo el 15% de mortalidad
(0.26 mg/L), en presencia de 0.020 mg Cd/L. la mortalidad fue similar, de 17.5 2. Sin embargo,
al aumentar Ia RT de la mezcla a 2.3: 1, el cadmio potenci6 la toxicidad del zinc. Lo anterior fue
evidente en 0.02 UT, donde la concentracién de zinc fue similar a la que aisladamente produjo
un 15 % de mortalidad (0.26 mg/L), pero en presencia de 0.014 mg Cd/L, la mortalidad
Por lo tanto, los resultados sugieren que el efecto téxico de la accién

aumento a 27.5 %.
conjunta del cadmio y el zinc esta a su vez relacionado con la razén de los metales en las

mezclas.

2. Balance Hidrosalino

El efecto toéxico de la exposicion crénica al cadmio, al zinc y a sus mezclas en el balance

hidrosalino de los juveniles de P. setiferus, se determiné a través de la evaluacién de la presién
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osmética (mOsm) de la hemolinfa, los niveles de cloruro plasmatico (mM/L), la actividad
enzimitica de las ATPasas en branquia (mMoles Pi h™! mg™ proteina) y el balance hidrico (%,

H20) de los especimenes. Los resultados obtenidos se describen a continuacion.

Presion Osmética

En los juveniles de P. setiferus del grupo testigo mantenidos durante 21 diasa23 = 1°Cyen 11
+ 1 %o S, mantuvieron su hemolinfa isosmética (348 = 41 mOsm) con respecto al medio
externo (348 = 41 mOsm) (Tabla 7; Fig. 5). Asimismo, la presion osmética del medio interno
de los camarones fue similar (P > 0.05) al obtenido previamente en la determinacion del punto
isomotico de los especimenes (310 mOsi) y correspondiente a 10.5 %o de salinidad del medio

externo (Fig. 4).

Al exponer los camarones durante tres semanas al cadmio, la presién osmética del medio
interno de los camarones no fue modificada (P > 0.05) por el metal (Tabla 7; Fig. 5A). Sin
embargo, la exposicién ala mayor concentracion de zinc (0.26 mg/L) redujo en un 32 %

(P < 0.05) 1a osmolaridad de 1a hemolinfa de los organismos (Tabla 7; Fig. 5B).

En los camarones expuestos por dos semanas a las mezclas de los metales en RT de 1:1 y 0.040
UT, la presion osmoética de la hemolinfa aumenté 24 25 (P < 0.05) con respecto al grupo testigo
(Tabla 7; Fig. 5C). Cuando los organismos se expusieron a la mezcla en RT de 2.3:1, €sta
se incrementé (P < 0.05) de manera similar, en un 229 (Tabla 7; Fig. 5D). En cada RT de los
metales en la mezcla no se observaron diferencias significativas (P > 0.05) en la presiéon

osmética de los los grupos expuestos a las diferentes UT.

La disminucién observada en la presién osmdtica por efecto del zinc y el incremento producido
por la interaccion con el cadmio, permite supouer que el efecto téxico del metal difiere cuando

la exposicion es de forma aislada que cuando ocurre en mezclas con el cadmio. Asimismo, cabe
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Tabla 7. Presién osmaética (PO; mOsm) de la hemolinfa de los juveniles de P.
setiferus expuestos durante 21 dias a diferentes concentraciones de cadmio y de zinc
(mg /L) y durante 15 dias a la mezcla de estos en diferentes unidades de toxicidad
(UT) correspondientes a dos razones de toxicidad (RT). Valores medianos e intervalo
de confianza de la mediana (o = 0.05). La concentracidn de los metales (mg/L) en las
mezclas, se encuentran en paréntesis. n = namero de organismos analizados.

Condicion PO, mOsm n
Testigo 348 x= 41° 11
Cadmio, 0.05 377 %= 72" 10
0.14 336 + 60* 9
Zinc, 0.16 324 = 12" 5
0.26 235+ 13" 6
RT 1:1 ( Cd; Zn)
UT 0.025 (0.012 ; 0.548) 443 = 46°° 6
0.040 (0.020 ; 0.877) 455390 ® 6
RT 2.3:1 (Cd . Zn )
UT 0.020 (0.014 : 0.263) 463 * 81°° 6
0.035 (0.031 ; 0.597) 446 + 25° 8

Letras diferentes en cada condicién experimental denotan diferencias significativas respecto al grupo

testigo (P < 0.05).
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Fig. 5. Diagrama de cajas en paralelo de la presion osmética de la hemolinfa de los
juveniles de P. setiferus (PO; mOsm), expuestos durante 21 dias a diferentes
concentraciones (mg/L) de cadmio (A) y de zinc (B) y durante 15 dias a diferentes
unidades de toxicidad (UT) de 1a mezcla de los metales en dos razones de toxicidad
(RT) 1:1 (C) y 2.3:1(D). Letras diferentes denotan diferencias significativas
(P < 0.05). Se incluye la presion osmatica del medio externo (me) de los
organismos correspondiente a 11 %o S.
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recordar que en los organismnos del grupo testigo la presion osmética del medio interno
corresponde al punto isosmoético de los camarones. Por lo tanto, los resultados obtenidos
sugieren que tanto en las mayores concentraciones de zinc (0.26 mg/L) como en las mayores
UT de ambas RT de las mezclas de los metales, se encuentran alterados los mecanismos

responsables de la regulacion del medio interno de los camarones.

Cloruro Plasmi:tico

Las concentraciones de cloruro plasmatico (inM/L) en los juveniles de P. setiferus de los
diferentes grupos experimentales se seiialan en la Tabla 8: se incluye ademas, la concentracion
de cloruro del medio externo de los organismos. Asi, es posible observar que en los
especimenes del grupo testigo aclimatados durante 21 dias a 23 = I°C y 11 £ 1%o S, los niveles
de cloruro en la hemolinfa fueron 28% mayores que la del medio. Cabe sefialar que en los
organismos eurihalinos como los camarones penecidos, el cloruro plasmatico es usualmente
hiperiénico con respecto al medio externo aun en condiciones de isosmoticidad de la hemolinfa
(Venkataramiah, 1974; Pequeux, 1995). Este comportamiento se observd en la mayoria de los
grupos experimentales, siendo un 40% mas elevadas que el medio en los camarones expuestos
tanto a 0.05 como a 0.14 mg Cd/L y 20 a 23% en los expuestos a las mezclas en 0.04 UT en
RT 1:'1 yen 0.02 UT en RT 2.3:1. En cambio, en los camarones expuestos a 0.26 mg Zn/L y a
las mezclas en 0.025 UT en RT 1:1, el cloruro de la hemolinfa disminuyé en un 33 y
24% (P < 0.05), respectivamente. El nivel de cloruro plasmaitico permaneci6é similar al del
medio externo (P > 0.05) en la menor concentracion de zinc (0.16 mg/L.) y en la mayor UT

(0.035) de los metales en la mezcla en RT 2.3:1.

Con respecto al grupo control, en los camarones expuestos por 21 dias al cadmio, el metal no
modific6 las concentraciones del cloruro plasmatico (Tabla 8; Fig. 6A). Sin embargo, la
exposicion crénica al zinc, redujo las concentraciones del cloruro en la hemolinfa de los

camarones a medida que se incrementé la concentracidon del metal en el medio (Tabla 8; Fig.

a2



Resultados

Tabla 8. Concentracion de cloruro (imMmoles/L) en la hemolinfa de juveniles de P.
setiferus expuestos durante 21 dias a diferentes concentraciones de cadmio y de zinc
(mg/L) vy durante 15 dias a la mezcla de los metales en diferentes unidades de
toxicidad (UT) correspondientes a dos razones de toxicidad (RT). Valores medianos
e intervalo de confianza de la mediana (¢ = 0.05). La concentracién de los metales
(mg/L) en las mezclas, se encuentran en paréntesis. n

analizadas. m.e.= medio extermo.

numero de muestras

Condicién Cr, mMoles/L. n

Testigo 228.02 + 16.72° 14
Cadmio, 0.05 27097+ 17.3 * 7
0.14 270.97 + 45.59° 5
Zinc, 0.16 170.97 + 6.84" 5
0.26 109.68 + 36.04*" 8

RT 1:1 ( Cd;, Zn)
UT 0.025 (0.012 ; 0.548) 124.24 + 25.69" 5
0.040 (0.020 ; 0.877) 210.77 = 18.16* 14

RT 2.3:1 (Cd ; Zn)
UT 0.020 (0.014 ; 0.263) 203.85 11.17* 8
0.035 (0.031 ; 0.597) 161.11 + 23.44° 12
163.10+= 10.0 * 10

Medio externo (11%e S)

Letras diferentes en cada condicion experimental denotan diferencias significativas respecto al grupo

testigo (P < 0.05).
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Fig. 6. Diagrama de cajas en paralelo de la concentraciéon de cloruro en la hemolinfa
de los juveniles de P. setiferus (mMoles/L), expuestos durante 21 dias a diferentes
concentraciones (mg/L) de cadmio (A) y de zinc (B) y durante 15 dias a diferentes
unidades de toxicidad (UT) de la mezcla de los metales en dos razones de toxicidad
(RT) 1:1 (C) y 2.3:1(D). Letras diferentes denotan diferencias significativas
(P < 0.05). Se incluye la concentracion de cloruro-del medio externo (me) de los
organismos correspondiente a 11 %o S.
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6B); en 0.16 mg/L de zinc se observé una reducciéon (P > 0.05) del 25% y al incrementarse a
0.26 mg/L, la disminucion (P < 0.05) fue del 52% con respecto a los niveles de cloruro

plasmatico del grupo testigo.

La exposicion de los especimenes por 15 dias a la mezcla de los metales a una RT de 1:1 y
0.025 UT redujo 46% (P < 0.05) la concentraciéon del cloruro plasmatico con respecto al
grupo testigo (Tabla 8; Fig. 6C). Al exponer los camarones a una RT mayor, de 2.3:1, en 0.035
UT se observo una disminucion (P < 0.05) del 29% en los niveles del cloruro de la hemolinfa

de los camarones (Tabla 8; Fig. 6D).

Los resultados obtenidos sugieren que los mecanismos de accion toxica del cadmio y del zinc
en el balance hidrosalino de los camarones difieren cuando la exposicion al metal es aislada que

cuando ocurren en mezclas,

ATPasas branquiales

En los juveniles de P. setiferus del grupo control, la actividad enzimatica de la Na"-K" ATPasa
branquial fue elevada lo cual sugiere que ain en condiciones de isosmoticidad la enzima

participa activamente en el transporte de los iones Na* y K* (Tabla 9).

La exposicion de los camarones por 21 dias al cadmio y al zinc, no modificé significativamente
(P > 0.05) la actividad enzimitica de la ATPasa total, la Na'™-K" ATPasa y la Mg ATPasa
(uMoles Pih™! mg™! proteina) de la branquia de los juveniles de P. setiferus (Tabla 9; Figs.7A y
B). Al comparar el porcentaje de actividad enzimidtica de la Na™-K*™ ATPasa y de la Mg ATPasa
en relacion a la actividad enzimaitica total de la ATPasa branquial, resaltan ciertas tendencias.
En todos los grupos experimentales, fue posible observar que 1a actividad de la Na*-K" ATPasa
contribuyé en mayor proporcion a la actividad de la ATPasa total en branquia que la Mg

ATPasa. En los camarones del grupo testigo, la actividad de la Na™-K" ATPasa y de la Mg
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Tabla 9. Actividad de ATPasa total, Na'-K" ATPasa y Mg ATPasa (uMoles Pi h’!
mg™! proteina) de la branquia de juveniles de 2. setiferus expuestos durante 21 dias a
diferentes concentraciones de cadmio y de zinc (mg/L) y durante 15 dias a la mezcla
de los metales en diferentes unidades de toxicidad (UT) correspondientes a dos
razones de toxicidad (RT). Valores medianos e intervalo de confianza de la mediana
(ce = 0.05). La concentracion de los metales (mg/L) en las mezclas, se encuentran
en paréntesis. n = numero de muestras analizadas.

ATPasa Total Na'-K* ATPasa Mg ATPasa

Condiciéon n
Testigo 6 12.72 = 1.68° 10.36 +: 0.81° 2.52 + 0.87°
cd*, 0.05 3 13.21 == 1.24* 10.99 % 0.54 2.48 + 0.81°
0.14 7 11.68 +4.08" 9.16 + 3.79" 2.52+0.28"
Zn?**, 0.16 7 12.34 = 1.40" 11.35+1.17° 1.55 + 0.99°
0.26 2 12.65 = 1.51° 10.38 + 1.04" 2.27 4+ 0.27°

RT 1:1 ( Cd; Zn)
UT 0.025 (0.012:0.548) 5 13.30 + 2.24* 9.33 + 1.67° 4.35:+1.12°
0.040 (0.020: 0.877) 6 13.30 =+ 0.84" 9.24 * 0.96" 3.77 + 0.35"%

RT 2.3:1 (Cd . Zn )
UT 0.020 (0.014; 0.263) 6 13.42 + 1.01* 11.51 =+ 3.83* 1.25 + 0.86"
6 10.96 + 1.74" 7.47 = 1.84"° 3.50 = 0.29"

0.035 (0.031 ; 0.597)

Letras diferentes en cada condicién experimental denotan diferencias significativas respecto al grupo

testigo (P < 0.05).
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ATPasa correspondieron al 81 y al 20 9% de la actividad total de la ATPasa. Este

comportamiento se mantuvo en los camarones expuestos a las diferentes concentraciones de
cadmio y de zinc, en los cuales la Na*'-K" ATPasa contribuyé con el 78 al 92 % y la Mg
ATPasa con el 13 al 22 9% a la actividad total de la ATPasa branquial.

En los organismos expuestos a la mezcla de los metales en ambas RT (1:1 y 2.3:1), las
ATPasas totales no tueron diferentes de las del grupo testigo (I* > 0.05) en las diferentes UT.
Sin embargo, se observaron diferencias significativas (P < 0.05) en la actividad de la Na*-K"
ATPasa la cual fue inhibida por la mezcla de los inetales en tanto la actividad de 1a Mg ATPasa
se incrementé (P < 0.05) (Tabla 9; Figs. 8A y B). De tal manera, 1a contribucion de la Na”™-K”*
ATPasa a la actividad cnzimaitica total disminuyd hasta un  68-70 %, mientras que la de Mg
ATPasa aumentd hasta un 32-30 %6. La excepcidén a este comporiamiento se observo en los
camarones expuestos a 0.020 UT en una RT de 2.3:1, donde si bien la actividad de las enzimas
fue similar al grupo testigo(P > 0.05), la participacion de la Mg ATPasa en la actividad
enzimatica total disminuyd en un 9 %6 (Tabla 9; Fig. 8B).

Por lo tanto, los resultados obtenidos indican una activa participacion de la enzimas en el
mantenimiento del balance hidrosalino de los camarones, ¢l cual es alterado por la accion
conjunta de los metales. De tal manera, el incremento de la presién osmética de los organismos
expuestos a las mezclas de cadmio y zinc puede ser consecuencia del deterioro de la actividad

enzimaitica de la Na'-K” ATPasa con el consecuente desbalance iénico y osmético.

Contenido Corporal de Agua

El contenido corporal de agua se calculd a partir de la diferencia del peso humedo (PH, g) y ¢l
peso seco esperado (PS, g) de los camarones, obtenido de la regresion lineal PS = a + bPH + e.

Los parimetros y estimadores de estas regresiones lineales en los diferentes grupos
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Tabla 10. Pesos himedo (PH, g), seco (PS, g) y contenido relativo de agua (120, %)
de los juveniles de P. setiferus expuestos por 21 dias al cadmio y al zinc (mg/L) y por
15 dias a la mezcla de los metales en diferentes unidades de toxicidad (UT)
correspondientes a dos razones de toxicidad (RT). Valores medianos ¢ intervalo de
confianza de la mediana (o = 0.05). n = niimero de organismos.

Condicién uT n PH, g PS,g H20,%

Testigo 29 4.16 = 0.49* 0.87 + 0.09*° 79.04 + 0.72"

Cadmio, 0.05 22 3.50 £ 0.50° 0.80:x 0.20* 77.37 0.36"
0.14 13 3.89+0.74* 0.92=0.14* 77.01 % 0.25"

Zinc, 0.16 23 2,96+ 0.64* 0.63:x0.16" 78.22 =% 0.63"
0.26 16 3.29+ 0.38° 0.74+0.09* 77.91=0.64°

RT 1:1 ( Cd; Zn)

UT 0.025 (0.012; 0.548) 14 3.58 £ 0.67* 0.84+0.15" 76.48 + 0.26"

0.040 (0.020; 0.877) 16 3.43 £ 0.62" 0.79+0.17* 77.65=0.13%

RT 2.3:1 (Cd ; Zn )

UT 0.020 (0.014 ; 0.263) 19 4.33+0.78* 1.05:0.21° 77.43 £0.27°

0.035 (0.031 ; 0.597) 24 3.24%0.16* 0.76 +0.16* 77.88==0.15%

Letras diferentes en cada condicion experimental denotan diferencias significativas respecto al grupo

testigo (P < 0.05).
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Fig. 9. Diagrama de cajas en paralelo del contenido relativo de agua de los juveniles
de P. setiferus (H:0, %), expuestos durante 21 dias a diferentes concentraciones
(mg/L) de cadmio (A) y de zinc (B) y durante 15 dias a diferentes unidades de
toxicidad (UT) de la mezcla de los metales en dos razones de toxicidad (RT) 1:1 C
y 2.3:1 (D). Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05).
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experimentales se incluyen en el Anexo 2; en todos los casos, los modelos fueron significativos

(P < 0.01).

Cabe seiialar que tanto el peso hamedo (PH, g) como ¢l peso seco (PS, g) de los organismos
de todas las condiciones experimentales, fueron similares (P > 0.05; Tabla 10). En contraste, el
contenido corporal de agua (%26) fue modificado por ¢l cadmio asi como por las mezclas de los
metales (P < 0.05); no obstante, el zine no lo altero (P > 0.05) (Tabla 10:; Figs. 9A y B). En los
camarones expuestos al cadmio. la cantidad relativa de agua disminuyd a medida que se
increment6 la concentracion del metal en el medio a 0.05 y 0.14 mg/L., con reducciones del 2 y

3% (P < 0.05) respectivamente con respecto al grupo testigo (Tabla 10; Fig. 9A).

De manera similar, en los camarones expuestos a la mezcla de los metales en una RT de 1:1, se
observé una reduccion del 3% (P<0.05) en el contenido relativo de agua de los ejemplares
expuestos a la UT menor (Tabla 10; Fig. 9C). Al exponer los organismos a una RT de 2.3:1, se
observaron reducciones (P < 0.05) del 2 y 1% en el contenido relativo de agua de los

camarones expuestos a 0.02 y 0.035 UT en relacion al grupo control, exento de contaminantes

(Tablal0; Fig. 9D).

Los resultados obtenidos permiten inferir que el cadmio y las mezclas de los metales que lo
contenian tanto en bajas como en altas concentraciones, afectd la permeabilidad de las
membranas de los organismos, produciendo una pequeiia (1-3 %) pero significativa

deshidratacion.

3. Balance Energético

Para medir el efecto de la exposicion cronica a los metales y a sus mezclas, se determiné la
energia potencial de crecimiento o campo de crecimiento de los especimenes expuestos por 21

dias al cadmio y al zinc y por 15 dias a las mezclas en dos razones de toxicidad. Con este objeto
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se midieron las diferentes tasas fisiolégicas (cal ! g' PS) y se integraron en la ecuacién del
balance energético mencionada. Los resultados obtenidos de las respuestas fisiologicas

evaluadas en los juveniles de P. setiferus, se describen a continuacion.

Ingestiéon (I)

L.a exposicion cronica al cadmio, provocdéd una disminucidon del 192 (P < 0.05) en la tasa de
ingestion (mg d' g' PS) de los camarones expuestos a la menor concentraciéon del metal
(0.05 mg/L) con respecto al grupo testigo. En los grupos expuestos al zinc, la tasa de ingestion
no fue modificada por el metal (Tabla 11; Figs. 10A y B). En cambio, la exposiciéon a las
mezclas de cadmio y zinc disminuyé la tasa de ingestion de los camarones (P < 0.05) en un 12
% en la mezcla de los metales en RT de 1:1 y UT de 0.025 y en un 19 % en aquella con RT de
2.3:1 y UT mayor. Si bien en los demas grupos experimentales se observd una disminucién

similar en la tasa de ingestion, ésta no fue significativa (P > 0.05) (Tabla 11; Figs. 10C y D).

Tasa de Asimilacién (A) y Eficiencia de Asimilacién (1)

En los camarones expuestos al cadmio, la asimilacion del alimento disminuydé (P < 0.05)
entre 22 y 23 % con respecto al grupo testigo; sin embargo, el metal no modificé (P > 0.05) 1a
eficiencia de asimilacion (Tabla 11; Fig. 11A). En los camarones expuestos al zinc, no se
obervaron cambios en dichas tasas (Tabla 11; Fig. 11B). Sin embargo, en los organismos
expuestos a la mezcla de los metales con diferentes RT (1:1 y 2.3:1), tanto la tasa de
asimilacion del alimento ingerido como la eficiencia con que éste fue asimilado disminuyeron
significativamente (P < 0.05) (Tabla 11; Figs. 11C y D). Asi, con respecto al testigo, en los
grupos expuestos a 0.025 y 0.040 UT a una RT 1:1, la asimilacion fue 14 y 18 % menor, en
tanto que la eficiencia de asimilacion disminuydé 2 y 3%. En los camarones expuestos a 0.020 y

0.035 UT a una RT 2.3:1, la asimilacion del alimento disminuyé en un 23 y 22%
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Tabla 11. Tasa de Ingestion (I; mg da?! g PS), eficiencia de asimilacién corregida
(U’; %) y tasa de asimilacién (A; mg d”' g' PS) de los juveniles de P. setiferus
expuestos por 21 dias a diferentes concentraciones de cadmio y de zinc (mg/1) y por
15 dias a la mezcla de los metales en diferentes unidades de toxicidad
correspondientes a dos razones de toxicidad (RT). Valores medianos e intervalo de

confianza de la mediana (a = 0.05).

Condicién urT I u’ A
mgd* g'PS % mgd!g!' PS
Testigo 81.74 = 5.34* 80.32 + 0.09* 65.49 = 4.29"
Cadmio, 0.05 66.16 = 8.32" 80.97 + 0.84" 5494+ 6.74"°
0.14 64.93 + 14.27°°  80.50 + 0.42° 52.57 = 11.55"
Zine, 0.16 83.66 = 7.26 80.75 + 0.33° 67.55 = 5.86°
0.26 88.50 =+ 15.49° 80.49 + 0.73* 62.10 = 7.38"
RT 1:1 0.025 71.79+ 3.40° 78.66 + 0.54% 56.47 = 2.68"
0.040 71.48% 9.71% 77.64 £ 0.16" 53.45 + 10.05*
j RT 2.3:1 0.020 65.93+ 8.67°" 76.77 £+ 0.30° 50.61 * 6.65"
. 0.035 65.88+ 3.80° 77.95 + 0.36" 51.35 + 2.96"

Letras diferentes en cada condicid

testigo (P < 0.05).

experir 1 denotan diferencias significativas respecto al grupo
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Fig. 10. Diagrama de cajas en paralelo de la tasa de ingestién. de los juveniles de P.

setiferies (L

mg PS d' g' PS), expuestos durante 21 dias a diferentes

concentraciones (mg/L) de cadmio (A) y de zinc (B) y durante 15 dias a diferentes
unidades de toxicidad (UT) de la mezcla de los metales en dos razones de toxicidad
RT) 1:1 (C) y 23:1(D). Letras diferentes denotan diferencias significativas
(P < 0.05).
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expuestos durante 21 dias a diferentes concentraciones (mg/L) de cadmio (A) y de
zinc (B) y durante 15 dias a diferentes unidades de toxicidad (UT) de la mezcla de
los metales en dos razones de toxicidad (RT) 1:1 (C) y 2.3:1(D). Letras diferentes

denotan diferencias significativas (P < 0.05).
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respectivamente, en comparacion con el grupo testigo en tanto que la la eficiencia de

asimilacién fue 4 y 3 2% menor que éste.

Los resultados obtenidos de la tasa de asimilacion del alimento (mg PS d' g’ PS) de los
diferentes grupos experimentales se expresaron en cal d' g' PS utilizando el factor de

conversion de 5448.1 = 274.3 cal g' PS (Anexo 3).

Respiraciéon (R)

El consumo de oxigeno (mg h™! g™ PS) de los juveniles de P. setiferus expuestos al cadmio y al
zinc durante 21 dias y a la mezcla de los metales durante 15 dias, se sefiala en la Tabla 12. En
todos los casos, la exposicion cronica a los contaminantes incrementé significativamente

(P < 0.05) la tasa metabdlica de los organismos.

El efecto a largo plazo del cadmio provoco un incremento en la tasa respiratoria del 20 % con
respecto al grupo testigo (P < 0.05) cuando la concentracion del metal en el medio se elevé a
0.14 mg/L (Tabla 12; Fig. 12A). Asimismo, la exposicion cronica a la menor concentracién de
zinc produjo un aumento significativo (P < 0.05) en el consumo de oxigeno de los camarones,
aunque mayor que el cadmio (Tabla 12; Fig. 12B); el incremento observado fue del 80 % con
respecto al grupo testigo. En los camarones expuestos a la mayor concentracion de zinc (0.26
mg/L) el incremento en la tasa respiratoria fue del 60 %, aunque dicho incremento no fue

significativo (P > 0.05).

Al exponer los organismos a la mezcla de los metales a una RT de 1:1, la tasa respiratoria en
los grupos expuestos a 0.025 y 0.040 UT se incrementé (P < 0.05) 24 y 26 % con respecto al
grupo testigo (Tabla 12; Fig. 12C). Al elevar la RT a 2.3:1, el aumento en la tasa respiratoria

fite mayor que el observado en la RT anterior. La exposicion a 0.020 y 0.035 UT provocd un
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Tabla

12. Consumo de oxigeno (VO:; mg h' g' PS), excreciéon nitrogenada (N-

NH,"; mg h™' g7' PS) de los juveniles de P. setiferus expuestos por 21 dias al cadmio y
al zinc (mg/L) y por 15 dias a la mezcla de los metales en diferentes unidades de
toxicidad (UT) correspondientes a dos razones de toxicidad (RT). Valores medianos
e intervalo de confianza de la mediana(a = 0.05). La concentracion de los metales
(mg/L) en las mezclas, se muestran en paréntesis.

Condicién VO, N-NH*"
mg h? g' PS mg h' g' PS
Testigo 1.32 % 0.10" 0.27 + 0.08"
Cadmio, 0.05 1.51 +0.03*" 0.20 + 0.05*
0.14 1.58 + 0.34" 0.17 +0.06*
Zine, 0.16 2.37 £ 0.35" 0.21 = 0.05"
0.26 2.11 + 0.42% 0.13 = 0.04"
RT 1:1 (Cd ;: Zn)
UT 0.025 (0.012; 0.548) 1.63 = 0.23" 0.11 = 0.03%
0.040 (0.020: 0.877) 1.67 & 0.19" 0.10 + 0.02°
RT 2.3:1 ( Cd; Zn)
UT 0.020 (0.014 : 0.263) 2.21+0.41" 0.26 = 0.09*"
0.035 (0.031 ; 0.597) 2.00 £ 0.53" 0.16 + 0.02°

Letras diferentes en cada condicion experimental denotan diferencias significativas respecto al grupo
testigo (P < 0.05).
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Fig. 12. Diagrama de cajas en paralelo del consumo de oxigeno (mg O: h™' g' PS)
de los juveniles de P. setiferus expuestos durante 21 dias a diferentes
concentraciones (mg/L) de cadmio (A) y de zinc (B) y durante 15 dias a diferentes
unidades de toxicidad (UT) de la mezcla de los metales en dos razones de toxicidad
(RT) 1:1 (C) y 2.3:1(D). Letras diferentes denotan diferencias significativas (P <

0.05).
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incremento significativo (P < 0.05) en el consumo de oxigeno del 67 y 52 % en relacién al

grupo testigo (Tabla 12; Fig. 12D).

Es evidente que el zinc modifica en mayor grado la tasa respiratoria de los camarones que el
cadmio. Sin embargo, al ocurrir en mezclas con el cadmio, resalta la complejidad de esta
interaccion sobre la tasa respiratoria de los camarones. En los organismos expuestos a la
mezcla de los metales a 0.025 UT en una RT 1:1, al aumentar la RT a 2.3:1 en 0.035 UT aan
en concentraciones similares de zinc en la mezcla, el incremento del 58 % de los niveles de
cadmio provocéd un aumento (P << 0.05) del 23 %% en la tasa respiratoria; asimismo, al exponer a
los camarones a 0.020 UT en una RT 2.3:1, independientemente de la disminuciéon del 52% de
los niveles de zinc en la mezcla, aumentos del 17 % en la concentracion de cadmio
incrementaron en un 36% (P < 0.05) el oxigeno consumido por los organismos. El aumento
observado en la tasa respiratoria en esta ultima condicién con respecto al grupo testigo, fue
similar al observado en la exposicién a 0.26 mg/L. Los resultados obtenidos demuestran la
complejidad de la accién conjunta del cadmio y zinc sobre el consumo de oxigeno de los

organismos, lo cual dificulta la interpretacion del efecto toxico de las mezclas.

Excrecién Nitrogenada (N)

La excrecién de nitrégeno amoniacal (mg N-NH," h™! g PS) de los juveniles de P. setiferus,
expuestos por 21 dias al cadmio y al zinc, mostré una clara tendencia a disminuir a medida que
se incrementaron las concentraciones de los metales en el medio, aunque las diferencias con el

grupo testigo no fueron significativas (P > 0.05) (Tabla 12; Figs. 13A y B).

Sin embargo la exposiciéon crénica (15 dias) a la mezcla de los metales en una RT de 1:1,
redujo significativamente la cantidad de amonio excretado entre 59 y 64 % (P < 0.05) con
respecto al grupo testigo, en los camarones expuestos a ambas UT (Tabla 12; Fig. 13C). Al

elevar la RT de la mezcla de los metales a 2.3:1, la disminucién en la tasa de excrecién
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Fig. 13. Diagrama de cajas en paralelo de la excrecion nitrogenada (mg N-NH," h’*
g PS) de los juveniles de P. setiferus expuestos durante 21 dias a diferentes
concentraciones (mg/L) de cadmio (A) y de zinc (B) y durante 15 dias a diferentes
unidades de toxicidad (UT) de la mezcla de los metales en dos razones de toxicidad
(RT) 1:1 C y 2.3:1 (D). Letras diferentes denotan diferencias significativas

(P < 0.05).
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nitrogenada de los ejemplares fue menor que en la.mezcla anterior (Tai;la 12; Fig. 13D); con

respecto al grupo control, se observé un decremento (‘le1’41%'(P < 0.05) en los organismos
expuestos a 0.035 UT.

Exuvia (E)

La tasa de muda (e d™") de los camarones expuestos a las diferentes concentraciones de cadmio,
de zinc y de sus mezclas, fueron similares (P > 0.05) al grupo testigo (Tabla 13); la tasa de

muda oscilé de 0.07 a 0.10 ¢ d"' relacionada con periodos de intermuda de 10 a 14 dias.

La relacion del peso seco de la exuvia y ¢l peso seco de los juveniles de P. setiferus (g

PSe g' PS) no fue modificada por la presencia de los metales (P > 0.05). Este mismo

comportamiento se observo en c¢l contenido calorico de las exuvias de los camarones

(cal g PSe) de los diferentes grupos experimentales y cuyos valores se incluyen en la Tabla 13.

El contenido caldrico de las exuvias se utilizé para expresar los resultados en cal d™! g' PS.
b <1

Campo de Crecimiento (P)

El campo de crecimiento (P) se calculd de la diferencia entre la energia contenida en el alimento

asimilado (A) y 1a energia utilizada en el metabolismo acrobio (R), la excrecidon de compuestos
nitrogenados (N) y la exuvia (E):

P=A-(R+N+E)

La exposicion de los juveniles de /. seriferus al cadmio y al zinc, asi como a la mezcla de estos,

redujo el campo de crecimiento de los organismos (Tabla 14). En los camarones expuestos

durante 21 dias al cadinio, la disminucién en el campo de crecimiento fue mayor a medida que
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Tabla

13. Tasa de muda (TM; e d'), relacién del peso seco de la exuvia y el peso

seco de los organismos (g PSe g’ PS) y contenido calérico de las exuvias (cal g™’
PSe) de los juveniles de P. setiferus expuestos al cadmio y al zinc (mg/l) y a la
mezcla de los metales en diferentes unidades de toxicidad (UT) correspondientes a
dos razones de toxicidad (RT). Valores medianos e intervalo de confianza de la

mediana (a = 0.05).

Condicién uT TM,ed’ g PSeg”’ PS cal g PSe
Testigo 0.09 0.111 =+ 0.02 2 765 + 408
Cadmio, 0.05 0.07 0.109+ 0.01 3 440 + 205
0.14 0.10 0.088 + 0.01 3 160 = 189

Zinc, 0.16 0.08 0.103 + 0.02 3320410
0.26 0.08 0.109 + 0.01 3 320 = 382

RT 1:1 0.020 0.08 0.097 + 0.03 3030=+215
0.035 0.08 0.109 + 0.02 3220+ 186

RT 2.3:1 0.025 0.07 0.093 + 0.03 3250316
0.040 0.07 0.103 % 0.02 3 250 + 284
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se incrementd la concentracion del metal en el medio, de 35 y 42 % con respecto al grupo
testigo en los ejemplares expuestos a 0.05 y 0.14 mg/L. respectivamente. En relacién al
zinc, la exposiciéon crémnica al metal produjo una disminucién en el campo de crecimiento
de 35S % tanto en 0.16 como en 0.26 mg/L.

En los camarones expuestos durante 15 dias a la mezcla de los metales a una RT de 1:1, la
disminucién en ¢l campo de crecimiento con respecto al grupo testigo fue mayor al aumentar la
UT de la mezﬁla, del 21 % en 0.025 UT al 38 % en 0.040 UT (Tabla 14). La reduccién
observada en los organismos expuestos a 0.025 UT fue menor que la producida de manera
aislada por el cadmio y el zinc. Al aumentar la RT a 2.3:1, la reduccion en el campo de
crecimiento con respecto al grupo testigo en los ejemplares expuestos a 0.020 y 0.035 UT fue
del 78 y 62 % respectivamente (Tabla 14).

Asi, es evidente el efecto de la interaccion de los metales cadinio y zinc sobre el campo de
crecimiento de los camarones. En concentraciones similares de zinc (RT 1:1, UT 0.025 - RT
2.3:1, UT 0.035), el incremento del cadmio de 0.012 a 0.031 mg/L redujo el campo de
crecimiento en un 51 %; es importante notar que independientemente de la reduccién del 52 %
en las concentraciones de zinc (RT 1:1, UT 0.025 - RT 2.3:1; UT 0.020), un pequeiio
incremento en los niveles de cadmio (14%) produjo una disminucion del 72 % en el crecimiento
potencial de los especimenes. En esta ultima condicion (RT 2.3:1; UT 0.020) fue notoria la
interaccion del cadmiocon el zinc (0.014 mg Cd/L; 0.263 mg Zn/L) reflejada en una reduccién
del 62 % del campo de crecimiento con respecto al grupo testigo. Dicha reduccién fue mayor

que la producida (35 %) por concentraciones similares del metal (0.26 mg/L) en forma aislada.

La disminucién del campo de crecimiento de los camarones expuestos a cada metal y a sus
mezclas se atribuyeron a las modificaciones tanto en la energia contenida en el alimento
ingerido (I) como en la distribucion de la energia asimilada (A) a los diversos procesos

fisiolégicos de los organismos (Tabla 14).




Tabla 14. Balance de energia (cal d* g’ PS) de los juveniles de P. setiferus
expuestos durante 21 dias al cadmio y al zinc (mg/L) y durante 15 dias a la mezcla de
los metales en diferentes unidades de toxicidad (UT) correspondientes a dos razones

de toxicidad (RT). Valores medianos e intervalo de confianza de la mediana (o =
0.05).

Condicién ) ¢ A R N E ) o
‘Testigo 445.3+29.1 356.8+£23.4 105.2+8.0 38.5%11.5 25.0+2.8 188.1
(80.1)* (29.5) (10.8) 7.0) (52.7)
Cd, 0.05 360.4+45.3 299.3+36.7 123.5%29.5 28.5x7.1 25.6+2.2 121.7
(83.0)* (41.3) (9.5) (8.6) (40.6)
0.14 353.7%77.7 286.4+63.0 125.9427.1 24.2+8.6 27.7+0.7 108.7
(81.0)* (43.9) (8.5) ©.7D (37.9)
Zn, 0.16 455.8+£39.6 368.0+31.9 188.8+£27.9 29.9+7.1 26.6x3.2 122.7
(80.8)* (51.3) (8.1) 7.2) (33.3)
0.26 482.2+84.4 334.8+55.0 168.1+£33.5 18.5+5.7 24.1+4.6 124.2
(69.4)* (50.2) (5.5) .2 37.1)
RT 1:2 (cCd; zZn)
UT 0.025 (0.012; 0.548) 391.1x18.5 316.9+23.4 129.9+18.3 15.7+4.3 23.6+7.5 147.8
(81.0)* (41.0) 4.9) (7.4) (46.7)
UT 0.040 (0.020; 0.877) 389.4+52.9 291.2+54.8 133.1x15.1 13.5%£29 24.8+8.7 116.8
(74.7)* «5.7) “«.7) (9.5) 40.1)
RT 2.3:1 (Cd ; Zn)
UT 0.020 (0.014; 0.263) 359.2+47.2 275.7+36.2 176.1£36.7 37.1+12.8 21.33:7.2 41.3
76.7)* (63.9) 3.4 «a.7) (14.9)
0.035 (0.031: 0.597) 358.9+£20.7 277.8x16.7 159.4+x42.2 22.8+2.9 23.3x7.4 72.3
(77.4)* (57.4) (8.2) (8.4) (26.0)

I = tasa de ingestiéon; P = A - (R + N + M); P = campo de crecimiento; R = respiraciéon, N =
excrecidén nitrogenada, M = muda. En { )* se seiiala el porcentaje de 1a energia ingerida que fue
asimilada; en ( ) se incluye el porcentaje de 1a energia invertida en cada proceso fisiologico.
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En los camarones del grupo testigo, de la energia contenida en el alimento ingerido (1) los
organismos asimilaron (A) ¢l 80 % y de esta fracciéon, la mayor parte se canalizé al campo de
crecimiento (P; 52.7 %6), seguido de la respiraciéon (R; 29.5 %), la excrecidén nitrogenada (N;
10.8 26) y 1a exuvia (E; 7 %) (Tabla 14; Fig. 14). En los grupos expuestos al cadmio, al zinc, y
a las mezclas los camarones asimilaron entre el 69 y 83 %6 del contenido energético del alimento
ingerido; las mayores proporciones de la energia contenida en el alimento asimilado, se
relacionaron con la respiracion (R; 41-57.4%5) y en menor grado con la excrecién amoniacal (N;

4.7-9.5%) y la exuvia (E; 7.2-9.7%).

En los grupos expuestos al cadmio, y a las mezclas de los metales en RT 1:1, la reduccion en la
energia potencial de crecimiento se relaciond por una parte con la disminucién tanto en la
energia contenida en el alimento ingerido como en el asimilado y con el incremento de la
energia utilizada en la respiracion, por la otra. Estas alteraciones fueron mayores al aumentar la
RT de los metales a 2.3:1, ocasionado la mayor reduccion en el campo de crecimiento de los
especimenes. En contraste, la reduccién en el campo de crecimiento de los camarones

expuestos al zinc fue producto unicamente del incremento en la energia empleada en el

metabolismo aerobio.

Eficiencias de Crecimiento

Una vez conocido el valor de la energia potencial de crecimiento de los juveniles de P. setiferus
organismos (P), en la diferentes condiciones experimentales, se calcularon las eficiencias de
crecimiento bruta y neta (K1 y K2). La eficiencia de crecimiento bruta es la razdn entre P y el
contenido caldrico del alimento ingerido (1I; K, = P/I); la eficiencia de crecimiento neta indica la

razén entre P y el valor caldrico de la fracciéon asimilada de la energia contenida en el

alimento ingerido (A:; K: = P/A). Tales razones reflejan la capacidad del organismos de

convertir el alimento incorporado en tejido somatico (Klekovsky y Duncan, 1975).
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Tanto el cadmio como el zinc redujeron las eficiencias de crecimiento de los camarones. La
magnitud del efecto del cadmio sobre K1 y K2 fue similar tanto en concentraciones bajas como
altas, con disminucion del 22.5 y 28 % respecto al grupo testigo. El zinc provocé una
disminucion (30 y 37 26) ligeramente superior (Tabla 15).

Al exponer los egjemplares durante 15 dias a la mezcla de los metales en RT de 1:1 y 0.025 UT,
se observé una ligera (11 ¥ 12 %) reducciéon en Ki y K2 con respecto al grupo testigo, pero al
aumentar la UT de la mezcla, la disminucion de 24 y 27 %, respectivamente, similar a la
provocada por el cadmio de manera aislada. Al incrementarse la RT de los metales a 2.3:1, el
efecto en las eficiencias de crecimiento de los especimenes fue dristico. En estas condiciones se
observ6é la mayor reducciéon en las Ki y K2 con respecto al grupo testigo. Las mayores
reducciones en la K1 y K2, del 73 9%, se observaron en los organismos expuestos a 0.020 UT

mientras que en 0.035 UT, las K1 y K2 disminuyeron 49 y 51 % respectivamente.

En concentraciones similares de zinc en las mezclas (RT 1:1, 0.025 UT - RT 2.3:1, 0.035 UT),
el incremento de las concentraciones de cadmio en la mezcla redujolas K1 y K2 en 43 y 44 %,
respectivamente. Asi mismo, el incremento del 14% en la concentracion de cadmio en la
mezcla (RT 1:1, 0.020 UT - RT 2.3:1, 0.020 UT), redujo las K1 y K2 en 70 y 68 %, aun
cuando la concentracién de zinc disminuyo en un 52 %. La accién conjunto del cadmio con el
zinc, fue evidente ademais en los organismos expuestos a 0.025 UT en una RT 1:1, donde aiin
en bajas concentraciones de cadmio en la mezcla (0.014 mg/L) la disminucion de las K1 y K2 de
los camarones fue mucho mayor que la observada en la exposicién aislada al zinc, ain en
concentraciones similares del metal (0.26 mg/L). Por lo tanto, la disminuciéon en las eficiencias

de crecimiento de los camarones son causadas por la interaccion sinergistica de los metales.




Tabla 15. Eficiencias de crecimiento bruta (K, = P/I) y neta (Kz2 = P/A) de los
Jjuveniles de P. setiferus expuestos por 21 dias al cadmio y al zinc (mg/L) y por 15
dias a 1a mezcla de los metales en diferentes unidades de toxicidad correspondientes a
dos razones de toxicidad (RT). La concentracién de los metales (mg/L) en Ias

mezclas, se muestran en paréntesis.

Condicion K, K-

Testigo 42.36 52.73
Cadmio, 0.05 32.92 40.65
0.14 30.72 37.93
Zinc, 0.16 26.92 33.33
0.26 29.52 37.05

RT 1:1 (Cd; Zn)
UT 0.025 (0.012; 0.548) 37.79 46.63
0.040 (0.020:0.877) 31.14 40.10

RT 23:1 (Cd ; Zn )
UT 0.020 (0.014 ; 0.263) 11.50 14.98
21.42 26.03

0.035 (0.031 ; 0.597)
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4. Relacién Atémica O/N

Los valores obtenidos del consumo de oxigeno y de la excrecioén nitrogenada de los juveniles
de P. setiferus de las diferentes condiciones experimentales, se integraron en la razén atémica
O/N, 1a cual es un indicador del sustrato energético utilizado por los organismos. En los
camarones expuestos al cadmio, al zinc y a sus mezclas, se observo un incremento significativo
en los valores de la razén (P < 0.05). Con respecto al grupo testigo, los incrementos variaron
entre el 41 % en los organismos expuestos a 0.14 mg Cd/L hasta 64 % en los mantenidos en la
mayor concentracion de zinc (Tabla 16; Figs. 15A y B).

De manera similar, la exposicidon a la mezcla de los metales a una RT 1:1 incremento
significativamente (P<0.05) la razoén O/N de los camarones en un 60 y 65 % respecto al grupo
testigo en los grupos expuestos a 0.025 y 0.040 UT (Tabla 16; Fig. 15C). Al aumentar la RT de
1a mezcla a 2.3:1, el incremento (P<0.05) en los valores de la raz6n O/N fue del 48 y 54 % en
los organismos expuestos a 0.020 y 0.035 UT, respectivamente (Tabla 16; Fig.15D).

5. Bioacumulacién

La acumulacién (ng g PS; X = ES) de los metales en los juveniles de P. setiferus expuestos al
cadmio, al zinc y a la mezcla de los metales se seiiala en la Tabla 17. En los organismos
provenientes del medio natural, las concentraciones de cadmio y zinc fueron de 0.84 + 0.10 y
74.21 £ 11.08 ug g' PS, respectivamente; los niveles de los metales en las muestras de agua de
Ia zona de captura fueron de 0.022 * 0.02 mg/L de cadmio y 0. 282 % 0.006 mg/L. de zinc. En
los ejemplares del grupo testigo, mantenidos en condiciones experimentales de 11 £ 1 %oy 24
1°C, el contenido de los metales disminuyé a 0.58 £ 0.08 pg Cd g’ PS y 56.71 + 1.31 ug Zn
g! PS, lo cual se podria atribuir a procesos de desintoxicacién en los camarones durante el
periodo de mantenimiento en ausencia de los contaminantes. En estas condiciones, el 48 %6 del

Cd y el 10 % del Zn corporal del grupo testigo fue eliminado por la exuvia durante el proceso
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Tabla 16. Razdén atémica O/N de los juveniles de P. setiferus expuestos por 21 dias
al cadmio y al zinc (mg/L) y por 15 dias a la mezcla de los metales en diferentes
unidades de toxicidad (UT) correspondientes a dos razones de toxicidad (RT).
‘Valores medianos e intervalo de confianza de la mediana (o = 0.05).

Condicién O/N

Testigo 6.81 = 1.91*

Cadmio, 0.05 11.18 = 4.48*®
0.14 11.46 = 2.57°

Zinc, 0.16
0.26

RT 1:1 ( Cd; Zn)
UT 0.025 (0.012 ; 0.548)
0.040 (0.020; 0.877)

RT 2.3:1 (Cd ; Zn)
UT 0.020 (0.014 ; 0.263)
0.035 (0.031 ; 0.597)

14.24 =+ 2.44°
19.12 =+ 5.35°

17.08 + 2.68"
19.62 + 2.83%

13.07 = 2.42°
14.68 £ 2.21"

POy

it
difer

Letras diferentes en cada
testigo (P < 0.05).

experi

significativas respecto al grupo
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Penaeus setiferus

de muda (Figs. 16 A y B). Cabe seiialar que las concentraciones de los metales en el medio
externo de este grupo fueron de 0.025 +0.001 mg Cd/L y de 0.0315 + 0.001 mg Zu/L,

respectivamente, considerados como los niveles control o basales.

Al exponer los camarones al cadmio, la acumulacion del metal tanto en los organismos como en
la exuvia se incrementé drasticamente al aumentar la concentracion del cadmio en el medio
(Tabla 17; Fig. 16A). En los ejemplares expuestos a 0.05 y 0.14 mg Cd/L, el contenido
corporal del metal fue 38 y 58 veces mayor que ¢l del grupo testigo (P < 0.05); a su vez, la
concentraciéon del metal en la exuvia se incrementoé 12 y 17 veces respectivamente (P < 0.05).
La proporcion del cadmio corporal que es eliminado por la exuvia es similar (entre 11 y 15%)
independientemente del incremento en las concentraciones externas del metal. Estos resultados
sugieren que la eliminacién del cadmio por la exuvia ticne una capacidad limitada y por lo tanto
no es un mecanismo eficiente de desintoxicacion del metal. Cabe seiialar que en los camarones,
la concentracion del zinc tanto en el tejido corporal como en la exuvia se mantuvo similar a los

del grupo testigo (P > 0.05).

En los ejemplares expuestos al zinc la concentracion del metal en los organismos fue similar a
1a del grupo testigo (P > 0.05) independientemente del incremento de los niveles del metal en el
medio, de 0.16 y 0.26 mg/L (Tabla 17; Fig. 16B). Estos resultados permiten afirmar que los
juveniles de P. seriferus regulan los niveles interno de zinc en concentraciones externas hasta de
0.26 mg/L.. La acumulacion del zinc en la exuvia de los camarones expuestos a 0.16 y 0.26
mg/L se incrementé 2 y 4 veces con respecto al grupo testigo, lo cual cual implica que del 20
al 44 % del metal corporal se climind por la exuvia. Los resultados sugieren que la muda
constituye un mecanismo importante y eficiente de desintoxicacion del zinc. Cabe mencionar
que en los especimenes, las concentraciones de cadmio tanto en los organismos como en la

exuvia fueron similares a los del grupo testigo (P > 0.05).

La exposicion crénica de los camarones a las mezclas de cadmio y zinc provocé cambios en los

patrones de acumulacion de los metales, mencionados previamente. Al exponer los camarones a
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Tabla 17. Bicacumulacién del cadmio y zinc (ug g™’ PS) en la exuvia y en los juveniles

" de P. setiferus expuestos por 21 dias al cadmio y al zinc (mg/L) y por 15 dias a la
mezcla de los metales en diferentes unidades de toxicidad (UT) correspondientes a
dos razones de toxicidad (RT). Valores de X = ES. La concentracién de los metales
(mg/L) en las mezclas, se muestran en paréntesis.

Condicién Exuvia, ug g~ PS Organismo, ug g* PS
Cd Zn Cd Zn
Testigo 0.28 = 0.00° 5.94 + 0.02° 0.58 +=0.08" 56.71 + 1.31"
Cadmio, 0.05 3.27+0.01" 6.02 + 0.03* 22.11 + 1.20" 51.58:+ 0.68"
0.14 3.63 £ 0.04°> 5.01 +0.02° 33.67 +0.68° 5229+ 1.10°
Zinc, 0.16 0.29 = 0.01° 11.76 = 0.03® 0.50 == 0.00* 58.21 =+ 1.97°
0.26 0.31 % 0.02° 25.37 = 0.06° 0.58+0.08" 57.88:+ 1.53"
RT 1:1 ( Cd; Zn)
UT 0.025 (0.012 ; 0.548) 0.24 = 0.00* 6.93 =+ 0.03" 0.93 = 0.09° 79.92+ 8.44°
0.040 (0.020;0.877) 0.28 % 0.00" 7.85 = 0.03" 0.73 = 0.06* 103.43 = 35.79°
RT2.3:1 (Cd ; Zn)
UT 0.020 (0.014 ; 0.263) 0.31 %+ 0.03° 4.86=+0.01" 1.37=+0.12° 177.66+ 29.40°
0.035 (0.031 ; 0.597) 0.31=+0.00° 5.830.01° 1.06=*0.22° 233,33+ 7.97°

Letras diferentes en cada condicién experimental denotan diferencias significativas respecto al grupo

testigo (P < 0.05).
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una RT de 1:1, la presencia en la mezcla de niveles tan bajos de cadmio como 0.012 y 0.020
mg/L. correspondientes a 0.025 y 0.040 UT incrementaron al doble la bioacumulacién del metal
con respecto al grupo testigo (P < 0.05) (Tabla 17; Fig. 16C); sin embargo, en ambas UT la
concentracién de cadmio en la exuvia de los ejemplares fite similar al grupo testigo (P > 0.05)

lo cual sugiere que en mezclas, las concentraciones tan bajas del metal no activaron la

eliminacién del metal por la exuvia.

Con respecto al zinc, se observéd que al elevarse las concentraciones del metal en las mezclas,
en 0.548 y 0.877 mg/L correspondientes a 0.025 y 0.040 U'T, la bioacumulacion del metal fue
grupo testigo (I> < 0.05). Es evidente que en estas

1.4 y 1.8 veces mayor que el
El

concentraciones los camarones pierden la capacidad de regulacion corporal del metal.
contenido del zinc en las exuvias de los camarones expuestos en las mezclas en RT de 1:1,
permanecié constante indepeundientemente del incremento en las UT; asimismo, el porcentaje
del zinc corporal eliminado por la muda fue similar ( 8 4 9 26) al del grupo testigo (P < 0.05).
Estos resultados demuestran que en mezclas de los metales en RT de [: 1, la desintoxicacion del

zinc a través de la exuvia es inhibida lo que explicaria el aumento de los niveles corporales del

metal.

Al elevar la RT de los metales en la mezcla a 2.3:1, la interaccion de los metales modifico
drasticamente el patron de acumulacion del cadmio y fundamentalmente del zinc en los
Jjuveniles de P. setiferus (‘Tabla 17; Fig. 16D). Con respecto al cadmio, el incremento de 0.014
y 0.031 mg/L correspondientes a 0.020 y 0.035 UT aumenté la acumulacién del metal en los
organismos 1.6 y 0.8 veces respecto al grupo testigo; este incremento fiile menor que el
observado en la RT anterior aiin cuando las concentraciones de cadmio en la mezcla a una RT
de 2.3:1 fueron mayores. Asimismo. se observo un incremento en la acumulacion del metal en
las exuvias, de 1.3 y 1.2 veces en los grupos expuestos a 0.020 y 0.035 UT. Los resultados

sugieren que en una RT de 2.3:1 este mecanismo de desintoxicacion opera desde una

concentracion de cadmio de 0.014 mg/L en la mezcla.
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En referencia al zinc, se observo que al incrementarse la concentracion del metal en las mezclas
a 0.263 y 0.598 mg/L. correspondientes a 0.020 y 0.035 UT, la acumulaciéon del metal en los
organismos fue 3 y 4 veces mayor (P < 0.05) en relacién al grupo control. Estos resultados
hacen evidente el efecto de la interaccion de las mezclas de los metales en la pérdida de los
mecanismos de regulacion corporal del zinc. Aunado a lo anterior, se observo que las
concentraciones de zinc en la exuvia fueron similares al grupo testigo (P > 0.05), lo cual se
relaciona con el deterioro de este mecanismo de desintoxicacién. Asimismo, al igual que en la

mezcla anterior, la acumulacion del metal en los organismos fue mayor que en la exuvia de los
camarones.




Discusién

DISCUSION

En los juveniles de Penaeus setiferus, la evaluacién del efecto téxico del cadmio, del zinc y de
las mezclas de los metales, se efectué en la salinidad coirespondiente al punto isosmético de la
especie. Diversos autores seiialan que el punto isosmético corresponde a la salinidad 6ptima
para el desarrollo de los pencidos estuarinos, dado que al reducirse la energia involucrada en
los procesos de osmorregulacion, ésta puede destinarse al crecimiento (Venkataramiah er al.,
1974; Bishop er al., 1980; Castille y Lawrence, 1981). El punto isosmético determinado para
los juveniles de P. setiferus fue de 10.5 = 1%o S (310 mOsm) en 23 % 1°C. Este valor difiere al
determinado para la misma especie por otros autores (McFarland er a/., 1963; Espina er al.,

1976). Las diferencias probablemente se deban a las variaciones intrapoblaciones como lo

seiialan Espina et al. (1976).

Las especies estuarinas como los camarones peneidos, son particularmente sensibles al efecto
toxico de los metales pesados en salinidades menores a la dptima para los organismos. Asi, en
diversos crustiaceos estuarinos se ha sefialado el efecto téxico sinergistico del cadmio y del zinc
en salinidades menores al punto isosmético de las especies (Thurberg er al,, 1973; Frank y
Robertson, 1979; Nugegoda y Rainbow, 1989; Johnson y Jones, 1990). Al respecto, Hansen ef
al. (1992) seilalan que el incremento de la toxicidad de los metales pesados en bajas salinidades,
se debe al incremento en la biodisponibilidad e incorporacién debido a cambios en la
especiacion del metal; a Ia disminucién en las interacciones competitivas de los iones metalicos
con el magnesio y el calcio por los sitios de transporte idnico y al efecto del metal en los
mecanismos responsables del mantenimiento de las concentraciones idénicas y osméticas del
organismo. Por lo tanto, la evaluacion de la toxicidad del cadmio y del zinc en los juveniles de
P. setiferus en la salinidad considerada como O6ptima, permitié evitar interferencias de. la

salinidad con la toxicidad de los metales.

En los crustiaceos decapodos, la mayor toxicidad del cadmio y del zinc se asocia con su
incorporacion en forma idnica a través de las superficies corporales (Giesy er al., 1980). Dado
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que en los juveniles de P. setiferus todos los experimentos de toxicidad se efectuaron en una
salinidad de 11 %o es posible suponer que una alta proporciéon de las concentracidnes totales de
cadmio (Whitfield er al., 1981; Gardiner, 1974) y de zinc (USPA, 1980; Nugegoda y Rainbow,
1989; Rainbow ef al., 1993), se encontraban biodisponibles.

Mortalidad

En los organismos acuaticos, la sensibilidad a los metales pesados estd relacionada con la
actividad biologica del metal. El =zinc es un eclemento esencial que es regulado
homeostaticamente no asi el cadmio que es un metal sin funcidn biolégica conocida y de mayor
toxicidad (Rainbow y White 1989; Rainbow e a/., 1993). En este contexto y conforme a lo
esperado, los valores de la concentracion letal media (CL50-96 h) del cadmio (0.99 mg/L) y del
zinc (43.87 mg/L) en los juveniles de P. setiferus, demuestran que la toxicidad del cadmio fue
mayor que la del zinc (44 veces). Este comportamiento también ha sido sefialado en algunos

crusticeos estuarinos y marinos (Tabla 17).

La sensibilidad al cadmio de P. seriferus fue mayor que en los juveniles de la misma especie de
la Laguna de Tamiahua, Ver. (Espina y Vanegas, 1996), lo cual puede ser debido al incremento
de la toxicidad del metal en bajas salinidades en los organismos utilizados en el presente estudio
(Hansen et al., 1992). Asimismo, los camarones fueron mais sensibles al efecto téxico del metal
que otras especies de crusticeos decapodos estuarinos y marinos. En cambio P. serziferus fue
mas tolerante que los camarones estuarinos C. Septemspinosa, P. vulgaris y P. longicarpus

(Tabla 17).

Por otra parte, la toxicidad del zinc en P. setiferus fue notoriamente menor que la obtenida
algunas especies marinas de crustaceos decidpodos (Tabla 17). La mayor tolerancia de los
camarones al zinc, puede atribuirse a un mayor requerimiento biolégico del metal o bien ser

reflejo de su historia previa, toda vez que en los sistemas lagunares-estuarinos las
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concentraciones ambientales de zinc al igual que otros metales esenciales, son regularmente

mas elevadas que en los ambientes marinos (Patin, 1982).

‘Tabla 17. Concentracién letal media (CL50-96 h) del cadmio y del zinc (mg/L) para algunos
crusticeos marinos y estuarinos.

M™etal 2 C S,% CLs0-96 h Autor

Cd

Penacus setiferus 24 20 0.99 Este estudio

Penaeus setiferus 25 25 3.0% Espina y Vanegas, 1996
Penaeus aztecus 25 25 1.32 Espina y Vanegas, 1996
Penaeus duorarum 25 20 4.60 Bahner y Nimmo, 1975
Penaeus merguiensis 20 20 1.85 Denton y Burdon-Jones, 1982
Penacus japonicus 25 38 5.5 Bambang ef al.., 1995
Crangnon septemspinosa 20 20 0.30 Eisler, 1971
Palaemonetes vulgaris 2 20 0.40 Eisler, 1971

Pagurus longicarpus 20 20 0.30 Eisler, 1971

Mysidopsis bahia 26.5 20 0.016 Nimmo ef al., 1978
Callinectes sapidus 2 15 4.70 Frank y Robertson, 1979
Callinectes sapidus 21 35 11.60 Frank y Robertson, 1979
Calltanassa australiensis 19 35 6.3 Ahsanullah ef al., 1981a
Allorchestes compresa 20.5 34.5 0.2-0.4 Ahsanuilah, 1976
Palaemon sp. 19.5 35.5 6.6 Ahsanullah, 1976

Zn

Penaeus setiferus 24 20 43.87 Este estudio

Callianassa australiensis 19 35 10.20 Ahsanullah ef al.., 1981a
Allorchestes compresa 20.5 34.5 0.6 Anhsanullah, 1976
Palaemon sp. 19.5 35.5 11.3 Ahsanullah, 1976

En los crustaceos, la informacion relacionada con el efecto téxico letal de los metales pesados
evaluados de manera aislada es numerosa; sin embargo, son escasos los estudios que abordan el
efecto de sus interacciones. En los sistemas acuaticos, los metales pesados al igual que todos
los contaminantes ocurren en mezclas; las concentraciones son regularmente mucho menores

que las evaluadas en este estudio aunque pueden presentarse en episodios agudos de
contaminacién accidental ((McCahon y Pascoe, 1990).
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La evaluacidén del efecto toxico de la exposicion aguda a las mezclas de cadmio y zinc en P.
setiferus, se basé en el concepto de “‘unidad de toxicidad™ (UT) el cual permitié¢ determinar el
tipo de interaccion ejercido por la mezcla de los metales. En este sentido, se ha establecido que
al evaluar la accién conjunta de contaminantes en una cierta razén de toxicidad (RT), los
valores de UT50 mayores que la unidad reflejan el efecto antagonico de los toxicos en las
mezclas; cuando la UTS0 es igual a la unidad el efecto es aditivo y cuando es menor que ésta, es
sinergistico (Lloyd, 1961; Spraguc y Ramsay, 1965).

Acorde a lo anterior, en los juveniles de P. seriferus el efecto toxico de la mezcla de cadmio y
zinc fue sinergistico, ya que en todos los tiempos de exposicion (48, 72 y 96 h) la UTs0 fue
mayor que la unidad en ambas razones de toxicidad (RT) de la mezcla (1:1 y 2.3:1). La accién
sinergistica del cadmio y del zinc en los camarones, fue notoria al observar el incremento
considerable de la toxicidad de las mezclas en relacién con los valores obtenidos de la CL50 de
cada metal. Cabe seilalar que las concentraciones de cadmio y zinc, en las mezclas en las cuales
se obtuvo el 50 % de mortalidad (UTS0-96 h), fueron menores que las CL20-96 h obtenidas en
las pruebas de toxicidad de cada metal. Es evidente que en mezclas, el cadmio potencia la
toxicidad del zinc, la cual aumenta al elevarse la RT de la mezcla de 1:1 a 2.3:1. Estos
resultados reflejan la complejidad de la interaccion de los metales cuya accion téxica, en los
juveniles de P. sefiferus, se relaciona con la proporcion de los metales ¢n las mezclas. Es
posible suponer que el aumento de la toxicidad de las mezclas sea debido a que cada uno
incrementa la acumuiacién del otro, como ha sido seiialado en varios crusticeos decapodos
(Ahsanullah er al., 1981a; Negilski ez a/., 1981). La interaccion sinergistica del cadmio y el zinc
también ha sido observada en el camardn marino Callianassa australiensis (Negilski et al.,
1981). En cambio, en el camaroén de agua dulce Paratya tasmaniensis, la accién conjunta de los

metales es estrictamente aditiva (Thorp y Lake, 1974).

La mortalidad observada por la exposicion cronica de los juveniles de P. sefiferus al cadmio y
al zinc, demuestran claramente el incremento en su toxicidad al aumentar el periodo de

exposicion. Las concentraciones empleadas fueron equivalentes a las que produjeron menos del
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5 % de mortalidad en las pruebas de toxicidad aguda y sin embargo provocaron hasta un 15%
de mortalidad al etenderse el tiempo de exposicion. De igual manera, el efecto sinergistico de la
mezcla de los metales en la exposicion cronica fue mucho mayor que en exposiciones agudas.
Asi, no es posible extrapolar los resultados de pruebas de toxicidad aguda para estimar la
toxicidad a largo plazo de estos contaminantes, como ha sido mencionado por Kraak ez al.
(1994).

Cabe destacar que la mortalidad observada en los camarones durante la exposicion cronica al
zinc fue similar a la registrada por efecto del cadmio, en concentraciones que produjeron el 1%
de la muerte de los especimenes en las exposiciones agudas (0.05 mg Cd/L. y 0.26 mg Zn/L).
Los resultados contrastan con lo seifialado por Kraak er al/. (1994) quienes mencionan que
durante la exposicion cronica, los efectos de los metales no esenciales se incrementan mas que
los de los esenciales, 1o cual comprueban en el bivalvo Dreissena polymorpha por la exposicion
individual al plomo y al zinc. Por lo tanto, a partir de los resultados obtenidos en los
camarones, es posible afirmar que este comportamiento no puede ser generalizado ya que la
toxicidad del metal esencial aparentemente es especie-especifica y depende en gran medida del

efecto tOxico particular del metal esencial en cuestién.

Bioacumulacion

La toxicidad de los metales pesados en los organismos acuaticos esta relacionada con los
mecanismos de incorporacion y de excrecion, los cuales determinan la bioacumulacién de los
toxicos; por lo tanto, las alteraciones biolégicas (a nivel bioquimico, celular o fisiolégico) y en
altima instancia la muerte de los individuos es el resultado directo de la acumulacién de los
metales debido al deterioro en los procesos de desintoxicaciéon y excreciéon (Giesy ef al., 1980;
Ahsanullah y Williams, 1991; Rainbow ef a/., 1993).

a2



Penaeus setiferus

En los juveniles de P. setiferus expuestos durante 21 dias al cadmio y al zinc, 1a mortalidad no
esta relacionada directamente con la bicacumulacién de los metales. Lo anterior es evidente al
considerar que las mortalidades registradas por la exposiciéon aislada a cada metal fueron
similares (11-15 %), independientemente del aumento en la concentracién externa de cada

metal y de la magnitud de la acumulacion corporal del cadmio y del zinc.

La bioacumulacion del cadmio en los camarones, se relacioné con las concentraciones externas;
el mayor contenido del metal (33.7 ug g' PS) se registré en los organismos expuestos a 0.14
mg/L. Sin embargo, dicha acumulacién no fue lineal y aparentemente tendié a la saturacién a
medida que se incrementaron los niveles de cadmio en el medio. Este comportamiento también
ha sido sefialado en Procambarus acutus acutus (Giesy er al., 1980) y en la tilapia
Oreochiromis mossambicus (Pelgrom et al., 1994), expuestos a concentraciones subletales del
metal. El incremento en la acumulacién corporal del cadmio a medida que aumenta su
concentracion en el medio, ha sido ampliamente documentada en los crustaceos deciapodos

(Vemberg et al., 1974; Giesy et al., 1980; Rainbow y White, 1989 y Rosas et al., 1989).

Por otra parte, es posible afirmar que los juveniles de P.setiferus, regulan las concentraciones
corporales de zinc entre 52 y 57 ug g™' PS al ser expuestos a niveles ambientales hasta de 0.26
mg/L. Al respecto, Rainbow y White (1989) seiialan que la capacidad de regulacién corporal del
Zn y del Cu, es exclusivo de los crustaceos decapodos; cl intervalo de concentraciones
ambientales en las cuales se mantiene dicha regulacién, es especie-especifica. En este sentido, el
mantenimiento de los niveles corporales de zinc entre 0.70 y 0.90 pug g' PH ha sido reportado
en Procambarus acutus acutus expuesto durante 24 dias en 0.05 y 0.10 mg/L del metal (Giesy
et al., 1980); asimismo, Palaemon elegans regula los niveles corporales en 80 a 90 pug g" PS al
ser expuesto durante 21 dias en 0.1 mg/L de zinc; en concentraciones mayores a 0.20 mg/L, se¢
alteran los mecanismos de regulacién y se inicia la acumulacién neta (White y Rainbow, 1982).
Los juveniles de P. setiferus regulan la concentracion corporal del zinc en concentraciones

ambientales mayores a las seifialadas en otros crustiaceos, lo cual podria definirla como una

especie relativamente tolerante a la exposicién cronica al metal.
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White y Rainbow (1984 a y b) demostraron que la regulaciéon corporal de zinc en Palaemon
elegans, se debe principalmente al incremento de la tasa de excrecion del metal al aumentar su
incorporacién, lo cual permite mantener coustantes los niveles corporales del metal Los
mecanismos asociados con la desintoxicacion del metal incluyen la producciéon metabolica de
granulos inertes de fosfato de zinc y su eliminacién por heces y orina (White y Rainbow 1984 a
y b), el enlace del i6n metilico a metalotioneinas (Khan ez a/., 1989; Viarengo y Canesi, 1991;
Jonnalagada y Prasada, 1993) y la eliminacién del metal por la exuvia (Renfro er a/., 1975). En
P. setiferus, los resultados indican que la muda constituye un mecanismo eficaz de

desintoxicacion del zinc lo cual explicaria la regulacion corporal del metal.

En los camarones expuestos al cadmio también se observé eliminacion por la exuvia, si bien el
patrén difiere al seiialado para el zinc; los resultados sugieren que esta via no constituye un
mecanismo eficicnte de desintoxicacion dada la bioacumulacion corporal en los camarones.

Dicho mecanismo, sin embargo, permitiria reducir las concentraciones internas del metal lo cual

disminuiria su efecto toxico.

Las vias de eliminacién del Cd y Zn en otros crustaceos, difieren al observado efi P. setiferus.
En Palaemonetes pugio, el cadmio se elimina a través de la muda mientras que el Zn se une a
las metalotioneinas de las células de los tejidos corporales (Khan er al., 1989). En contraste, en
Elasmopus rapax (Zanders y Rojas, 1991) y en Procambarus acutus acutus (Giesy et al.,

1980) el cadmio no es eliminado mediante ¢l exoesqueleto.

En los juveniles de P. setiferus fue notorio el efecto de la interaccién del cadmio y zinc sobre la
bioacumulacion de los metales y su eliminacion a través de la exuvia, procesos que presentaron
diferentes patrones dependiendo de la RT de los metales en las mezclas. En los camarones
expuestos en una RT 1:1, los niveles corporales de cadmio no se modificaron significativamente
al aumentar las concentraciones del metal en el medio. Una probable explicacién es que las
concentraciones de zinc en las mezclas (0.548 y 0.877 mg/L) inhibieron la acumulacién del

cadmio o bien que, a los niveles de cadmio presentes en las mezclas (0.012 y 0.020 mg/L) otros
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mecanismos de excrecion, permitieron mantener bajas las concentraciones corporales del metal.
Cabe recordar que no se registré la eliminaciéon del cadmio a través de la muda.
Aparentenmente en P. setiferus la induccién de la eliminacion del cadmio ocurre so6lo hasta que
se alcanzan concentraciones mayores que las umbrales (Cearly y Coleman, 1974). En contraste,
la bioacumulacion del zinc fue mayor al aumentar las concentraciones de los metales en el
medio, aunque no fue posible establecer si la presencia del cadmio promovio la acumulacion de

éste.

El efecto sinergistico de los metales fue notorio al exponer los camarones en mezclas en RT
2.3:1, donde la bioacumulacion del Cd y Zn se relaciond con la pérdida de los mecanismos de
desintoxicacion a través de la exuvia. En este sentido, el cadmio potencio la incorporacion del
zinc y a su vez el zinc promovié, en menor medida, la acumulacién del cadmio. Asi, en
presencia de niveles bajos de cadmio (0.014 mg/L) la acumulacion corporal del zinc se
incrementé drasticamente aun en concentraciones de 0.263 mg Zn/L en la mezcla, similares a
las que en la exposicion aislada al metal (0.26 mg Zn/L) los camarones mantuvieron la
regulaciéon corporal del zinc. De tal manera, la pérdida de la regulacion del zinc en los juveniles
de P. setiferus por la exposicion a la mezcla de los metales tanto en RT 1:1 como en 2.3:1,
podria atribuirse al incremento en la tasa de incorporaciéon por una parte y a la alteracién en la
tasa de excrecion del metal por otra; lo anterior ha sido seifialado en otros decapodos por White

y Rainbow (1982) y Johnson (1988), entre otros.

Cabe seiialar que 12 mortalidad de los camarones por la exposicidon crénica a los metales en
mezclas con RT de 1:1, se debié fundamentalmente al efecto téxico del zinc incorporado. En
contraste, el notorio incremento en la mortalidad de los organismos al aumentar la RT de las
mezclas en 2.3:1, obedecio al efecto sinergistico del Cd y Zn acumulado en los tejidos. Por lo
tanto, los resultados reflejan nuevamente la complejidad del efecto toxico en los juveniles de P.
setiferus por la interaccién de los metales, el cual depende de lIa RT de los metales en la mezcla.
Al respecto, Pelgrom ez al/. (1994) obtienen resultados similares en Oreochromis mossambicus

en los que la acumulacion y la toxicidad de la accion conjunta de concentraciones subletales de
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Cd y Cu esta relacionada con la razén de los metales en las mezclas. La interaccion sinergistica
del cadmio y del zinc en la bioacumulacién y la toxicidad de los metales, también ha sido

mencionada en el camaréon marino Callianassa australiensis (Ahsanullah et al., 1981b);

Balance Hidrosalino

el efecto toéxico de los metales pesados esta relacionado

En los crusticeos acuaticos,
las cuales

fundamentalmente con el deterioro estructural y funcional de las branquias,
desempeiian un papel fundamental en el intercambio gaseoso, el intercambio ionico, el balance
acido-base, la excrecidon nitrogenada y la rcgulacién corporal de agua. La pérdida de la
integridad fisiologica de los organismos por efecto de los toxicos, esta relacionada por una
parte con la alteracién en los procesos respiratorios como la vetilacion y la perfusion, el
intercambio respiratorio, el transporte de oxigeno y la respiracion celular (Spicer y Weber,

1991) asi como por las alteraciones en los mecanismos de osmorregulacion (Pequeux, 1995).

En el presente estudio, la presion osmoética de la hemolinfa, la actividad de la Na’-K" ATPasa,
los niveles de cloruro plasmatico y el contenido corporal de agua se utilizaron comeo
indicadores del balance hidrosalino de los camarones. Cabe recordar que los juveniles de P.
setiferus se mantuvieron en la salinidad (11 =% 1 %o0) correspondiente a su punto isosmotico. Por
Io tanto, en los camarones del grupo testigo, los valores de las respuestas evaluadas dan cuenta

del balance hidrosalino normal de los especimenes en condiciones de isosmoticidad.

Frecuentemente se menciona en la literatura que el cadmio altera la actividad de las Na*-K"

ATPasas branquiales, deteriorando la osmorregulaciéon en los crusticeos acuaticos. Por

gjemplo, en Scylla serrata, concentraciones subletales del metal inhiben drasticamente la
actividad de las ATPasas en branquia, causando incrementos en los electrolitos plasmaticos,
Na*, K" y CI' en la hemolinfa (Dhavale er a/., 1988). La elevaciéon en la presién osmética y

iénica por efecto del cadmio, también ha sido seinalado en Carcinus maenas (Thurberg et al.,
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1974) y en Cancer magister y Hemigrapsus nudus (Caldwell, 1974). En cambio, el metal
disminuyé la presion osmédtica en el isopodo Jdorea neglecta (Jones, 1975) y en los juveniles de

Penaeus japonicus (Bambang er al., 1995) alterando la osmorregulacion de los especimenes.

Al término del periodo de exposicion créonica al cadmio en los juveniles de P. seriferus, la
presién osmética, la actividad de la Na'-K" ATPasa branquial y los niveles de cloruro
plasmitico, no fueron modificados por el metal. Asi, contrario a lo esperado, concentraciones
de 0.05 y 0.16 mg Cd/L. no alteran de manera evidente el comportamiento osmético de los

camarones. Estos resultados permiten suponer que en la salinidad correspondiente al punto

los camarones no fue evidente o bien fue

isosmético, la accién toxica del cadmio en

enmascarada.

A diferencia del cadmio, la exposicidén crénica al zinc produjo una disminucién significativa de
la presion osmética, la cual puede ser explicada por la evidente reducciéon del cloruro
plasmaitico. Cabe sefialar que la actividad de In Na’-K* ATPasa branquial, responsable del
transporte activo del Na* y el K™ no fue modificada por el metal;, por lo tanto, es posible

suponer el mantenimiento de las concentraciones internas de estos iones.

En general, en los crustaceos acuiticos la captaciéon del CT” en las branquias posteriores se lleva
a cabo fundamentalmente por el intercambio iénico CIVHCOs5'. El bicarbonato es producto de la
reaccién reversible CO; + H20 E‘:HzCO; == HCOj3 + H", catalizada por la anhidrasa carbénica.
Esta enzima desempeiia por lo tanto un papel crucial en el intercambio idnico; de hecho, se ha
observado una fuerte correlacion entre Ia actividad de la anhidrasa carbénica y el transporte del
CI' en las branquias de crusticeos (Pequeux, 1995). Asi, en los juveniles de P. setiferus es

posible suponer que el zinc inhibe la actividad de la anhidrasa carbénica de la cual es

componente integral y por lo tanto altera el intercambio CI/HCO; provocando una

disminucion del ién en hemolinfa, como ha sido sugerido en Eriocheir sinensis intoxicado con

mercurio (Pequeux, 1995).
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La accion toxica del zinc en la regulaciéon ioénica y osmotica ha sido documentada en algunos
crusticeos. En Cragnon cragnon y en C. maenas, 10s niveles de Na* y CI” no son afectados por
concentraciones subletales de zinc y de cobre (Johnson, 1988). En Gammarus duebeni, en
salinidades cercanas al punto isosmético, concentraciones de 0.005 a 0.2 mg Zn/L no alteran la
presion osmoética de la hemolinfa de los camarones; sin embargo en concentraciones mayores
(0.5 mg/L) es evidente la alteracion en la capacidad osmorreguladora observiandose una
disminucion tanto en la presion osmética de la hemolinfa como en la concentracion interma de
sodio (Johnson y Jones, 1990). Asimimo, en los isopodos marinos fdotea baltica e 1. neglecta,
la exposicion durante 120 h a 10 mg Zn/L no modifica la presion osmética de los organismos;
en cambio en 20 mg Zn/L ésta disminuye significativamente (Jones, 1975). El deterioro en el
comportamiento osmotico, se ha relacionado con la alteracion de la estructura branquial de los

especimenes.

Los resultados del presente trabajo sugicren que en los juveniles de P. setiferus, la mezcla de
los metales en RT de 1:1 y 2.3:1, provocan severas alteraciones en los mecanismos que regulan
la concentracion de los electrolitos del medio interno de los camarones. Asi, la actividad de la
Na"-K" ATPasa branquisal fue inhibida significativamente por la accién conjunta del cadmio y el
zinc. La mayor reduccion se observo en la mezcla con RT 2.3:1 y en la mayor UT, de 0.025.
En tal condiciéon, el cadmio aun en bajas concentraciones alterd drasticamente la funcién
enzimatica, lo cual puede ser debido a que el metal en la mezcla estimula el efecto toxico del

zinc.

La inhibicién de la actividad enzimatica de 1a Na'-K” ATPasa branquial y el evidente incremento
en la presion osmotica del medio interno por efecto de la interaccion de los metales, sugiere el
deterioro de la regulacion idnica y el incremento en los electrolitos en la hemolinfa de los
camarones, como ha sido seiialado por Dhavale er al. (1988). Sin embargo, este incremento no
esta asociado con los niveles de CI' ya que es evidente Ia reduccién del cloruro plasmatico. Por
lo tanto, el aumento de la presion osmotica podria ser debido al incremento en la hemolinfa de

otros electrolitos osmoefectores (K*, Mg®", Ca®', NH,", aminoacidos libres). La participacién
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de estos electrolitos ha sido documentada en los camarones peneidos al ser mantenidos en

salinidades menores al punto isosmoético, en las cuales presentan un comportamiento

hiperregulador (Regnault, 1987). Asimismo, la alteracién en los iones plasmaticos también se

puede asociar con la alteracion en la estructura branquial de los camarones (Bubel, 1976;

Spicer y Weber, 1991; Pequeux, 1995).

En referencia al balance hidrico de los juveniles de P. setiferus, ¢l cadmio produjo una pequeiia
pero significativa deshidrataciéon la cual no puede ser explicada, dado que la presion osmética
no fue modificada por el metal. La discrepancia de estos resultados también ha sido mencionada
en Oreochramis mossambicus expuesta a concentraciones subletales de Cd y Cu (Pelgrom et
al.,, 1974). En los camarones, el zinc no modificé el contenido corporal de agua. Asi, es posible
suponer en /. setiferus el zinc no altera la permeabilidad corporal de los juveniles de P.
setiferus como ha sido mencionado en Ganunarus dueberni expuesto a concentraciones
subletales del metal (Johnson y Jones, 1990). Sin embargo, en los camarones expuestos a Ia
mezcla de los metales en las diferentes RT ocurre deshidratacidon, Io cual sugiere el efecto
sinergistico del cadmio con el zinc; en estas condiciones, la relaciéon entre el deterioro de la
permeabilidad corporal y la alteracion de la regulacion i6nica y osmdética, depende de la RT del
metal en la mezcla. Al respecto, Pelgrom er al. (1994) mencionan resultados similares en O.

mossambicus por la interaccion de concentraciones subletales de Cd y Cu en diferentes razones

de toxicidad.

Cabe seiialar que en los camarones expuestos de manera aislada al zinc, la alteraciéon en el

balance hidrosalino se observd en concentraciones en las cuales se mantiene la regulacion

corporal del metal. Los resultados difieren a los obtenidos en Palaemon elegans (White y

Rainbow, 1982), Crangon crangon y Carcinus maenas (Johnson, 1988) expuestos a

concentraciones subletales de Cu y de Zn en los cuales la osmorregulacion fue alterada sélo en
concentraciones mayores a las umbrales, en las cuales los niveles corporales de cada metal ya
no estin regulados; los efectos téxicos detectados se atribuyeron a la bioacumulacion de los

metales. Por lo tanto, es posible suponer que en los juveniles de P. setiferus la accion téxica del
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zinc sobre el balance hidrico opera de manera independiente a los mecanismos involucrados en
la regulacién de los niveles corporales del metal. En cambio en los camarones expuestos a las

mezclas de cadmio y de zinc fue evidente el deterioro de la regulacion corporal del zinc; asi, la

alteracién en la regulaciéon idnica e hidrica de los especimenes puede atribuirse a Ia

bioacumulacién de los metales.

Balance energético

En los juveniles de P. seriferus, el camio, el zinc, de manera aislada o en mezclas, alteraron en
diversa magnitud las respuestas fisiologicas que conforman el balance energético de los
camarones. La alteracion mas evidente se relacioné con la disminucion significativa en la tasa
de ingestién por efecto del cadmio y de las mezclas de los metales. En contraste, el zinc no

modificd dicha tasa. La inhibicién en la ingestion de alimento por efecto de concentraciones

subletales de cadmio y zinc, también ha sido documentada en otros crusticeos (Reeve et al.,

1977; Maltby y Nylor, 1990; Gaudy ez a/., 1991; Wong, 1992).

Frecuentemente, la disminucioén en la incorporacioén del alimento se atribuye a la reduccion de la
actividad relacionada con la adquisicion del alimento. Sin embargo, aunque en P. sefiferus no
fue posible cuantificar la actividad locomotora, fue evidente el incremento en la actividad de los
organismos expuestos al cadmio y a sus mezclas, no asi por efecto del zinc, condicién en la
cual la reduccion notoria en la actividad locomotora no influyé la tasa de ingestion. Por lo
tanto, el efecto de la accion toxica del cadmio, aislado y en mezclas, se puede atribuir a la
inhibicion de los quimioreceptores involucrados en la deteccion e incorporacion del alimento,
debido a un efecto narcético, como ha sido seilalado en el pez Coho salmon por el efecto del
Hg, Cu (Rehnberg y Schreck, 1986). En bivalvos, la disminucion en la tasa de ingestion del
alimento también ha sido atribuida al efecto narcé}ico del Cd, Cu y Zn (Smith, 1985; Lin et¢ a/.

1992).

S0



Penaeus setiferus

Es importante destacar que la reduccion observada en la tasa de ingestion de los juveniles de P.
setiferus, fue independiente del incremento de los metales en el medio y de su acumulaciéon
corporal. Este comportamiento también ha sido sefialado en el bivalvo Dreissena polymorpha
en los que si bien la disminucién en la tasa de filtracion por la exposicion cronica a la accién
conjunta del Pb y el Zn esta determinada por la concentracion de cada metal en la mezcla, no se
relaciona con el incremento de los niveles corporales de los metales (Kraak er al., 1994).
Estos resultados contrastan con los obtenidos en algunos crustaceos y bivalvos por el efecto de
metales pesados, en los que la disminucion en el alimento ingerido se asocia con el incremento
en la incorporacion de los toxicos (Moore ez a/., 1984; Maltby y Nylor, 1990; Widdows ef al.,
1990; Wong, 1992).

En los organismos acuaticos, la asimilacién del alimento ingerido se relaciona de manera directa
con la eficiencia con la cual se absorben los componentes dietéticos (Condrey er al., 1972). En
crustiaceos, la eficiencia de asimilacion (U”) esta mas relacionada con la composicién quimica
del alimento que con la cantidad ingerida (I); asimismo, dietas con un bajo contenido de cenizas
son asimilados mis eficientemente que aquellas con un contenido elevado. Dicha eficiencia,
también se relaciona con la actividad y la concentracion de las enzimas digestivas (Conover,
1966; Condrey ef al., 1972; Rosas, 1989). En el presente estudio, a los juveniles de P. setiferus
se les suministré alimento balanceado con un contenido de 37 % de proteina y con fracciones
de materia organica y cenizas de 92 y 8 % (Anexo 3). Por lo tanto, la elevada eficiencia de
asimilacion (80 al 81 %) se puede atribuir a la composicién quimica y a la baja proporcion de
cenizas en el alimento. Esta eficiencia es comparable al seiialado para juveniles de P. azrecus y
de P. setiferus (Condrey er al., 1972; Vanegas, 1992) en ambientes controlados no
contaminados, aunque menores que el seilalado para juveniles de P. setiferus del medio natural

(Foreman, 1983).

En P. setiferus, el cadmio produjo una disminucién en la energia asimilada similar a la

observada en Ia energia ingerida (I). Lo anterior se atribuye a que el metal no modificé la
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eficiencia con la cual el alimento ingerido fue asimilado. En los organismos expuestos al zinc, la
eficiencia de asimilacidon y en consecuencia la asimilaciéon del alimento ingerido no fueron
alterados. A diferencia de otros crustiaceos (Gaudy ef al., 1991; Torreblanca er al/., 1991), los
resultados obtenidos en /2. seriferus también sugieren que el cadmio y el zinc no modifican de

manera evidente la capacidad y la eficiencia del aparato enzimatico involucrado en Ia

asimilacién de los componentes dictéticos. Sin embargo, es probable que en los camarones
expuestos a la interaccion de los metales, ¢l deterioro de estos mecanismos sean responsables
de la reduccién observada en la eficiencia de absorcion del alimento y en consecuencia de la
asimilacién del alimento ingerido. La disminucion en las tasas de ingestion y asimilacion en 2.
setiferus expuestos al cadmio y a las mezclas de los metales, contribuyen a limitar el suministro
de energia al organismo. En consecuencia. estas alteraciones nutricionales reducen la energia

disponible para sus funciones metabolicas y en altima instancia disminuyen la capacidad de

crecimiento de los camarones.

El consumo de oxigeno es una medida indirecta del metabolismo aerobio y refleja las
reacciones que producen energia para cubrir las funciones globales del organismo; de tal
manera, se considera una medida de integraciéon sencilla que da cuenta de la condicion
fisiolégica de los especimenes (Fry, 1971). El cadmio, el zinc y sus mezclas produjeron un
incremento significativo en la tasa respiratoria de los camarones. Este incremento puede tener
severas consecuencias ya que decrece el campo metabdlico limitando el desempeiio fisiolégico

de los camarones ¥y reduciendo la energia ttil para crecimiento somatico.

Los efectos del cadmio en la tasa metabdlica de los crustiaceos son contradictorios. Asi,
concentraciones subletales del metal pueden inhibir el metabolismo (Thurberg er al., 1973;
Vemberg er al., 1974; Depledge, 1984; Gaudy ez al., 1991), no modificarlo (Spicer and Weber,
1991) o incrementarlo (Espina y Vanegas, 1995). Tales discrepancias pueden estar relacionadas
con las diferentes etapas de accion toxica de los metales pesados la respuesta fisiolégica del

organismo como lo seilala Gaudy er a/. (1991). En la primera etapa la intoxicacién por cadmio
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incrementa la demanda de ATP y por ende la fosforilacién oxidativa; este incremento se
considera una respuesta adaptativa relacionada con mecanismos compensatorios a la
intoxicacién por el metal. En la segunda etapa de intoxicaciéon severa, disminuye la tasa
respiratoria debido a la incapacidad del organismo de responder a las demandas del incremento

de ATP que en ialtima instancia lo conduce a la muerte.

Se ha sugerido que la diminucién en la tasa respiratoria por efecto de los metales pesados se
debe al deterioro estructural de la superficie funcional de la branquia y por ende a la alteraciéon
en la captacidn, transferencia y transporte de oxigeno a los tejidos, asi como a la inhibicién de
las enzimas involucradas en la respiracion celular (Spicer y Weber, 1991). Por otra parte, el
incremento en el metabolismo respiratorio frecuentemente se ha relacionado con una mayor
demanda energética debido a alteraciones en el equilibrio iénico y osmético de los organismos

por estresores ambientales, incluidos los metales pesados (Pequeux, 1995).

En los juveniles de P. setiferus expuestos al cadmio, al zinc y a la mezcla de los metales, el
incremento en la tasa metabdlica sugiere la participacion de mecanismos de compensacién en
los procesos respiratorios que demandan gasto energético. Al respecto, el aumento en la
ventilacion branquial y en la frecuencia cardiaca ha sido seiialado en C. maenas expuesto al Cu
y Hg (Depledge, 1984); en Callinectes similis €l cadmio también aumenta la tasa de extraccion
de oxigeno (Ramirez ef al., 1989). El incremento en la tasa metabdlica de P. setiferus por
efecto del cadmio, puede reflejar ademas la participacion de mecanismos de desintoxicacion
como el aumento en la sintesis de metalotioneinas, que contribuye a disminuir la accién téxica

del metal (Viarengo y Nott, 1993).

Las alteraciones en la tasa respiratoria provocadas por concentraciones subletales de los
metales pesados, dependen en gran medida de la naturaleza y de la eficiencia de los mecanismos
de regulacion y desintoxicacion (Johnson, 1988). En este sentido, el aumento en el metabolismo
respiratorio de los camarones expuestos al zinc, también se puede relacionar con el costo

energético de la regulacion interna del metal y con la energia invertida en la eliminacion del
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zinc a través de la exuvia. Asimismo, puede ser consecuencia de una mayor demanda
energética por la alteraciéon en el balance hidrosalino de los camarones. Este comportamiento
ha sido seiialado en Crarngon crangon y Carcirnus maernas por niveles subletales de Cu y Zn
(Johnson, 1987) en los que, a diferencia de lo ocurrido en P. sefiferus, la alteracion en la tasa
metabdlica y en el balance hidrosalino se relaciona con el deterioro en la regulaciéon corporal de

los metales.

El incremento en la respuesta respiratoria por la accion conjunta del cadmio y del zinc también
se puede atribuir, al deterioro en el balance hidrosalino producido por los metales
bioacumulados y al gasto energético del incremento en la sintesis de metalotioneinas, como fue
sefialado previamente. Sin embargo, es importante destacar el aumento notorio en la mortalidad
de los camarones expuestos en RT 2.3:1 de las mezclas. En esta condicion es posible suponer
que los organismos se encuentran en el limite de la compensacién fisioléogica donde su
sobrevivencia depende del tiempo de exposicion a los toxicos, como ha sido sefialado por

Espina y Vanegas (1996).

En los camarones peneidos el principal producto de excrecion es el amonio el cual representa
del SO al 90 % del nitréogeno derivado del catabolismo de las proteinas incorporadas en el
alimento (Regnault, 1987). La tasa de produccién amoniacal se ha relacionado frecuentemente
con la disponibilidad del alimento en funcién tanto a la cantidad del alimento ingerido como a la
composicion quimica de la dieta suministrada. En este sentido, la relacion directa entre la
cantidad del alimento ingerido y la tasa de excrecion nitrogenada ha sido documentada en
diversas especies (Nelson er al., 1977; Nelson er al., 1979; Ziiiiga et al., 1984; Cockcroft y
McLachlan, 1987; Regnault, 1987).

En los juveniles de P. setiferus, el cadmio no modificé la produccién amoniacal aunque la tasa
de ingestién del alimento disminuyé al incrementarse el metal en el medio. El zinc, no alteré
ninguna de las tasas. Sin embargo, la accion conjunta de los metales inhibié significativamente

la excrecién nitrogenada la cual se puede atribuir, por una parte, a la reduccion en la
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incorporacion del alimento suministrado a los camarones. El efecto de los metales pesados en la
excrecion nitrogenada de los crusticeos es contradictoria. En el anfipodo Leprormysis lingvura
expuesto al cadmio, la inhibicion en la tasa de excrecion se relaciona con la reduccién en el
alimento ingerido (Gaudy et al., 1991); en Carcinus maenas, el metal incrementa dicha tasa
aunque la incorporacion del alimento permanece constante o disminuye (Amiard ef a/., 1982).
En contraste, en los copépodos Pseudocalanus sp. y Calanus sp. el Cu no la modifica si bien la
tasa de ingestion del alimento es deprimida (Reeve er a/., 1977). Tales discrepancias se pueden
atribuir al efecto de los metales pesados sobre la actividad enzimatica involucrada tanto en la
degradacion proteica como en el proceso de deaminacion y transaminacion y en consecuencia

en la formacion de amonio.

La degradacidn proteica en los crusticeos tiene lugar en ¢l hepatopancreas, principal sitio de
formacion del amonio (Al-Mohanna y Nott, 1986; 1987). En este 6rgano se registra la mayor
bioacumulacion en los crustaceos expuestos a los metales pesados, incluidos el cadmio y el zinc
(Bjerregard, 1990; Weeks y Rainbow, 1992). En los juveniles de P. setiferus expuestos a la
accion conjunta del cadmio y del zinc, es evidente el incremento en la acumulacion corporal, es
particular de zinc. Por lo tanto es posible inferir el efecto téxico de los metales en la alteracion
del catabolismo proteico asi como en la inhibicion de los sistemas enzimaiticos involucrados en
la formacién de amonio, como ha sido seiialado por Gaudy er al. (1991). Asimismo, al
considerar la accidn toxica de los metales en el balance hidrosalino de los camarones, ¢s posible
suponer que la disminucién en la excrecion nitrogenada también sea reflejo de la participacidn

del amonio (NH,") como electrolito osmoefector (Pequeaux, 1995).

Abora bien, en los camarones peneidos al igual que en todos los artréopodos, la formacion del
exoesqueleto es una parte integral del crecimiento. Sin embargo, se considera una pérdida
energética ya que es eliminada cuando ocurre la muda. De manera obvia, el crecimiento se
asocia con la pérdida y renovaciéon periddica del exoesqueleto (Bliss, 1977; Horst y Freeman,
1993). En P. setiferus, 1a energia perdida a través de la exuvia no fue modificada por el cadmio,

el zinc o sus mezclas. Lo anterior se atribuye por una parte, a que el contenido energético de la
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exuvia no fue modificada independientemente de su contenido metalico, lo cual sugiere que los
metales no modifican su composicién organica. Cabe recordar que en los camarones la muda
constituye una ruta importante de eliminacién de los metales, en particular del zinc. Por otra
parte, la frecuencia de muda de los especimenes no fue modificada por los metales. La muda en
crustaceos, es un proceso complejo regulado hormonalmente via el sistema glandula sinusal-
o6rgano Y y cuya coordinacion determina la frecuencia de muda. Sin embargo, a partir de los

resultados obtenidos no es posible establecer si el cadinio y el zinc ejercen accién toéxica en

este proceso.

Ahora bien, en los organismos amoniotélicos, la integracion de la tasa respiratoria y la
excrecion nitrogenada en la razon atomica O/N es una medida de integracién simple, empleada
para describir la naturaleza del sustrato metabolizado como fuente energética (Clifford y Brick,
1983; Dall y Smith, 1986; Mayzaud y Conover, 1988). Valores tedricos minimos entre 3 y 16
se asocian con el catabolismo estricto de proteinas; valores entre 50 y 60 reflejan igual
oxidacion de proteinas y lipidos mientras, valores mayores reflejan el catabolismo de lipidos y
carbohidratos (Mayzaud y Conover, 1988). La razén O/N puede relacionarse tanto con los
requerimientos energéticos como con los efectos de las variables ambientales, incluidos los
contaminantes, que modifican los procesos fisioldgicos integrados en la razén motivo por el

cual ha sido considerado un indicador general de estrés. (Bayne er a/., 1973; Widdows, 1978).

En los juveniles de P. setiferus, los valores de la razon O/N (7) reflejaron el empleo exclusivo
de proteinas como sustrato energético. Estos resultados coinciden con los estudios sobre las
estimaciones de los requerimientos dietéticos de proteina efectuados en camarones peneidos,
donde se sugiere que la mayoria de las especies utilizan los aminoacidos como el principal
sustrato metabolizado con fines energéticos (Gaxiola, 1994; Chen y Nan, 1993; Rosas er al.,
1995). Aunque en los juveniles de . setiferus la exposicion al Cd, al Zn y a la mezcla de los
metales incremento significativamente la razén O/N, los valores obtenidos (11 a 20) reflejan la
utilizacion de las proteinas como principal fuente de energia metabdlica. Por lo tanto,

independientemente de las alteraciones causadas por los metales pesados en la tasa respiratoria
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vy en la excrecion nitrogenada los valores dela razén O/N sugieren que las proteinas de la dieta
sustentan los requerimientos energéticos de los camarones aiun en condiciones de severo estrés
fisiolégico como en los organismos expuestos a las mezclas de los metales en RT 2.3:1. De tal
manera, los resultados sugieren que en los juveniles de 2. setiferus la razon atémica O/N no es
un indice adecuado que refleje la magnitud del efecto toxico de la exposicion crénica al cadmio,
al zinc y a sus mezclas. Resultados similares son reportados en 7Thais lima, donde la exposicion
crénica a hidrocarburos no modifican la razén atémica O/N independientemente de las

alteraciones fisiologicas observadas (Stickle er a/., 1984).

En los juveniles de P. seriferus. los efectos toxicos ocasionados por los metales en las
diferentes respuestas fisiologicas evaluadas se reflejan en dltima instancia en dos aspectos
fundamentales: la sobrevivencia y el crecimiento. De tal manera, los modelos bioenergéticos
que resumen la energia disponible para el crecimiento son pdecuados para evaluar el deterioro
ocasionado en la integridad fisiologica de los organismos, por los contaminantes (Rice, 1990).
En este sentido, el campo de crecimiento refleja el efecto global de la exposicion a los toxicos
ambientales, incluidos los metales pesados. Por esta razon, la energia potencial de crecimiento

se considera una integraciéon compleja que es util como indicador general de estrés (Widdows

et al., 1990; Viarengo y Canesi, 1991).

La evaluacion del campo de crecimiento de los juveniles de P. setiferus expuestos al cadmio, al
zinc y a sus mezclas, y su relacion con la acumulaciéon corporal de los metales en funcion de las
concentraciones externas, permitio establecer la relacion causa-efecto de la accion toxica de
cada metal y de sus interacciones. La reduccion en la energia potencial de crecimiento de los
camarones por efecto del cadmio y del zinc se relacion6 con el aumento de las concentraciones
de los metales en el medio y en el caso del cadmio, también con ¢l incremento en la
bioacumulacion del metal. En cambio, en los camarones expuestos al zinc, la disminucion en la
EPC no se asocioé con la incorporacion del metal ya que éste fue regulado internamente. En los
camarones expuestos a la accién conjunta del cadmio y del zinc, el efecto adverso se reflejo en

la disminuciéon del campo de crecimiento, pero en esta condicién, asociada con Ia
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biocacumulacion de ambos metales. Cabe recordar que el cadmio, aiin en bajas concentraciones
impulsa la bioacumulacién de zinc. La relaciéon inversa entre el crecimiento y la acumulacion
corporal de los metales, también ha sido mencionada en Garnmarus pulex por efecto del Zn

(Maltby y Nylor, 1990) y en Uca pugilator expuesto al Hg (Vemberg e al., 1977).

La reduccion en el campo de crecimicnto de los camarones (P) por la accion toxica de los
metales es consecuencia tanto de las alteraciones en la energia contenida en el alimento ingerido
(1) como en la distribucion de la energia asimilada (A) a los diversos procesos fisiolégicos de

los organismos. Tales alteraciones se visualizan de manera esquematica en 1a Figura 17.

Fig. 17. Representacion esquemnatica de Ia distribucion de la energia ingerida (I) y asimilada (A) en
los principales componentes del balance energético de los juveniles de . setiferus del grupo testigo
(A), expuestos al cadmio (B) y a las mezclas de cadmio y zinc en RT 2.3:1 (C): energia perdida a
través de las heces (H. calculado de I-A), la excrecidén nitrogenada (N) y la exuvia (E); energia
invertida en la respiracion (R) y disponible para el crecimiento (P). El tamaiio de las flechas reflejan la
proporcion de la energia ingerida destinada a cada proceso. En paréntesis se incluye la proporcion de
1a energia asimilada involucrada en cada proceso.
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En los camarones expuestos al zinc, la disminucion en la EPC es consecuencia

fundamentalmente, del incremento en la energia invertida en la respuesta respiratoria (R) dado
que tanto la energia incorporada en el alimento (I) como la que fue asimilada (A) no fue
modificada por el metal. Sin embargo, en los camarones expuestos al cadmio de manera aislada
(Fig. 17 B) y en interaccion con el zinc (Fig. 17 C) la disminucién en la energia potencial de
crecimiento se atribuye a la disminucion significativa de la energia incorporada en el alimento
(I) y al incremento en la fraccion de la energia asimilada empleada en la respiracion (R); tales
alteraciones fueron mas drasticas al aumentar la razén de toxicidad de los metales en las
mezclas. Asi, en los camarones expuestos en RT 2.3:1, la notoria reduccion en el campo de
crecimiento se atribuye al deterioro global de su integridad fisiolégica, lo cual se tradujo en una
mayor mortalidad. Cabe seiialar que las pérdidas energéticas asociadas con la excrecion

amoniacal y la exuvia (E), no modificaron sustancialmente la energia canalizada al campo de

crecimiento.

De manera general, 1a reduccion en el campo de crecimiento de los juveniles de P. seriferus
obedece al efecto toxico del cadmio y del zinc sobre dos aspectos fundamentales: la limitacién
nutricional relacionada tanto con la disminucién en la incorporacion y asimilacion del alimento
ingerido y el incremento en el metabolismo energético. Estos resultados contrastan con lo
obtenido en Gammarus pulex expuesto al zinc donde la reduccion en el campo de crecimiento
e¢s consecuencia, exclusivamente, de la inhibicién en la tasa de ingestion del alimento (Maltby y
Nylor, 1990). La relacién directa entre la inhibicién en la incorporacion del alimento y la
reduccion en el campo de crecimiento, también ha sido documentada en otros invertebrados

marinos por efecto de hidrocarburos y de metales pesados (Stickle ef a/., 1989; Moore ef al.,

1984; Widdows ez a/., 1990).

Abhora bien, la distribuciéon tanto de la energia contenida en el alimento ingerido (I) como de la
fraccién asimilada de éste (A) hacia cada uno de los procesos fisiolégicos proporciona una

mayor informacion sobre la eficiencia de utilizacion de esta energia, maxime cuando se refiere a
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las eficiencias de crecimiento bruta (K,) y neta (K.). La eficiencia de crecimiento se refiere a la
capacidad del organismo de transformar el alimento ingerido y utilizarlo como fuente de
materiales y energia en la sintesis de tejido somatico, en condiciones determinadas (Klekovsky
y Duncan, 1975). Asi, la eficiencia sera alta si con un minimo de la energia contenida en el

alimento ingerido o asimilado, el crecimiento del organismo es optimo.

En los juveniles de . sesiferus mantenidos a la temperatura del medio y en condiciones de
isosmoticidad, las eficiencias de crecimiento bruta (42 2%) v neta (53 %) fueron mayores que las

obtenidas en juveniles de 2. azrecus en condiciones controladas, Optimas, (33 y 40%

respectivamente) (Vanegas, 1992) pero menores que las de 2. seriferus de ambientes naturales
(61 % y 86 %) (Foreman, 1983). Tanto el cadmio como el zine redujeron las eficiencias de
crecimiento (K, y Kz) de los camarones expuestos por 21 dias a concentraciones subletales de
los metales. El zinc provocé una disminucion ligeramente mayor que el cadmio. Sin embargo, la
magnitud del cfecto de cada metal fue similar tanto en altas como en bajas concentraciones. En
los camarones, la exposicion de 15 dias a la mezcla de los metales en RT 1:1 ocasiond una
ligera reduccion tanto en Kl como en K2, Al aumentar la RT en 2.3:1, la disminucion en las
eficiencias de crecimiento fue drastica. reflejo de la interaccion sinergistica de los metales. En
esta condicion, es notorio el deterioro en la capacidad de P. setiferus de convertir el alimento
ingerido y asimilado en tejido corporal.

Cabe sefialar que en todas las condiciones experimentales, el cadimio el zinc y sus mezclas
incrementaron significativamente la encrgia invetida en la respiraciéon, disminuyendo por lo
tanto la energia potencial de crecimiento de los juveniles de P seriferus y reduciendo en
consecuencia las eficiencias de crecimiento (K; y K:). Widdows er al/. (1990) mencionan

resultados similares en A)ytilus edulis por efecto de hidrocarburos y metales pesados.




Penaeus setiferus

En los estudios ecotoxicologicos, el objetivo fundamental es evaluar y predecir los efectos
causados por las substancias quimicas y otros estresores aiwnbientales en el ecosistema,
considerando que los efectos acumulados a nivel organismo tienen proyeccion a nivel de
poblaciones, comunidades y ecosistemas. Asi una condicion en la cual los organismos
sobreviven pero se reduce la efectividad de sus funciones. repercute en la dinamica de
organizacion biologica inmediata, esto es a nivel de poblaciones (Moriarty, 1988). Por lo tanto,
la alteracion en el equilibrio encrgético de los organismos puede tener efecto a largo plazo en la
estabilidad de las poblaciones al modificarse el potencial de la especie en términos de

crecimiento y de reproduccion (Widdows e7 a/., 1990; Calow, 1990; Gaudy ¢r al., 1991).

Los resultados obtenidos en este estudio no permiten efectuar una extrapolacion directa a las
poblaciones naturales de . setiferts, debido al comtrol de las variables experimentales en
contraste con la interaccion compleja y dinamica de éstas en el medio. En cambio, es posible
afirmar que la presencia de metales pesados como el cadmio y el zinc en el medio altera el

equilibrio energético de los camarones lo cual comprometeria la estabilidad de las poblaciones.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en las exposiciones agudas a los metales es evidente que
los juveniles de P. setiferus son mucho mas sensibles al cadmio que al zinc, lo cual se relaciona
con la actividad biologica de los metales; el zinc, es un metal esencial regulado internamente
por los organismos, no asi el cadmio que es un metal sin funciéon biolégica conocida y de mayor

toxicidad. En mezclas, la accion conjunta de los mmetales es sinergistica y ¢l efecto depende de

la razén de roxicidad en la que se encuentran .

En concentraciones subletales, la toxicidad de cada metal depende no sélo del tiempo de
exposicion sino de la accidn toxica particular de cada uno. Lo anterior es evidente ya que los
camarones rcgulan los niveles corporales de zinc hasta concentraciones de 0.26 mg/lL., en Ia
cual 1a mortalidad es similar a la observada por la exposicion al cadimio. En los juveniles de P.
setiferus, la accion téxica del cadmio se incrementa en las mezclas con el zinc. Asi, las

alteraciones biologicas observadas se deben a la interaccion compleja de ambos metales.

En P. setiferus, la bioacumulacién del cadmio se relaciona con las concentraciones externas. En
contraste, en los camarones expuestos al zinc se observa la regulacion interna del metal la cual
se puede atribuir en parnte, a la eliminacion por la exuvia; la muda es counsiderada una via
eficiente de desintoxicacion del metal. En los camarones expuestos a la accién conjunta del
cadmio y del zinc, la bioacumulacién de ambos se relaciono con la RT de los metales en la

mezcla y con el deterioro del proceso de desintoxicacion.

Los resultados obtenidos en relacion al balance hidrosalino de los camarones por efecto del
cadmio, del zinc y de sus mezclas sugieren una modificacion importante en los mecanismos de
intercambio idnico y en consecuencia en la regulacion idénica y osmética, asi como en la
permeabilidad corporal de los especimenes. El deterioro observado difiere cuando los metales

se encuentran aislados o en mezclas.
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Las alteraciones observadas en los procesos de ingestidén, asimilacidn, respiracion, excrecion y
exuvia, permiten afirmar que ¢l cadmio, el zinc y sus mezclas ejercen su accidn tdxica a
diferentes niveles y modifican en diversa magnitud las respuestas fisiolégicas. Tales alteraciones
no necesariamente se relacionan con las concentraciones de los metales en el medio ni con la
acumulaciéon corporal. La evaluacion del campo de crecimiento a través del balance energético
proporciond una medida integradora del deterioro funcional d¢ los camarones, producido por la

accién individual de cada metal y por su accidon conjunta.

En este sentido, la disminuciéon de la energia potencial de crecimiento de los camarones
expuestos al cadmio fue producto de la reduccion en la encrgia incorporada por el alimento y el
incremento en la energia invertida en la respiracion, independientemente del aumento en la
bicacumulaciéon del metal. En contraste, el zinc no alterd la energia incorporada por el alimento
por lo que la reduccion en el campo de crecimiento se atribuye al incremento en las demandas
energéticas, asociadas con la regulacion corporal del metal. La reduccion provocada por las
mezclas de los metales, fue consecuencia de la disminucion en las tasas de ingestién y de
asimilacion del alimento, asi como al aumento del consumo de oxigeno. La reduccién mas
evidente en la cnergia potencial de crecimiento se observd en los camarones expuestos a la
mezcla de los metales en RT mayor (2.3:1); esto es consccuencia del incremento en la
acumulacion corporal de los metales, lo cual se tradujo en una mayor mortalidad. Asi, las
respuestas que reflejan la condicion global de los organismos como el campo de crecimiento,
son indices de estrés mmuy importantes y de gran sensibilidad para evaluar el efecto de los

metales pesados, en concentraciones subletales.

Debido al efecto toxico del cadmio, del zinc y de sus mezclas, también las eficiencias de
crecimiento bruta y neta (K, y Kz) de los camarones disminuyeron, lo cual es reflejo de la
reduccion de la capacidad de los organismos de transformar la energia incorporada en el

alimento incorporado en tejido somatico.
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Los resultados obtenidos permiten profundizar y ampliar el conocimiento del efecto téoxico del
cadmio, del zinc y de sus interacciones en los juveniles de P. seriferus. Se destaca la necesidad
de evaluar el efecto de los contaminantes mediante la utilizacion de indices de estrés que
permitan la integracion del deterioro funcional del organismo. De igual manera se subraya la
importancia de combinar el anilisis de los tdxicos en los tejidos y la evaluacién de las
alteraciones biologicas producidas en el marco de la energética fisiologica, con el fin de

establecer la relacidn causa-efecto de los contaminantes.
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Anexos

ANEXOS

Tabla Ala. Mortalidad acumulada (%) de los juveniles de P. setiferus expuestos

durante 96 h a diferentes concentraciones de cadmio (mg/L). n = nimero de
organismos; s = ntiimero de sobrevivientes.

Tiempo Cd , mg/L .
] V] 0.43 0.76 2.58 4.46 4.80 5.80
4 o o 0 o ] (o] o
8 o o o 6 6 o 5
16 o o 6 22 17 22 30
24 o 6 11 44 56 72 95
36 o 6 17 61 83 83 95
48 o 11 28 67 94 94 100
60 o 28 39 72 94 94 100
72 o 28 39 72 94 o4 100
84 o 28 39 72 94 100 100
26 o 28 39 72 94 100 100
n 16 18 18 18 18 18 20
s 16 13 b4 5 1 (1] (1]

Tabla Alb. Mortalidad acumulada (%6) de los juveniles de P. setiferus expuestos

durante 96 h a diferentes concentraciones de zinc (mg /L). n = niamero de
organismos; s = niimero de sobrevivientes.
Tiempo Zn , mg/L
h 1] 1.40 8.50 11.60 28.40 62.50 105.1
4 o o o [+] o 13 o
8 (o] o (o] 1] o 13 o
16 o o o 6 7 13 13
24 [¢] o 19 13 7 13 38
36 (o] (4] 19 13 7 33 63
48 o o 19 13 13 33 75
60 [} 0 19 13 27 53 75
72 o 0 19 19 27 53 75
84 [¢] 7 19 19 27 53 100
96 (¢} 7 19 31 47 53 100
n 16 is 16 16 15 15 16
s 16 14 13 11 8 7 0
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Tabla Alc. Mortalidad acumulada (%) de los juveniles de P. setiferus expuestos
durante 96 h a diferentes unidades de toxicidad (UT) de la mezcla de cadmio y zinc,
correspondientes a una razén de toxicidad (RT) 1:1. n = nimero de organismos; s =

namero de sobrevivientes,

Tiempo uTr

h (1] 0.10 0.15 0.28 0.38 0.585
4 o o o] [o] o o
8 (Y] o [+] (] (o] o
16 o o o 7 o 6
24 o 5 s 7 38 19
36 o 5 10 27 38 25
48 o 5 10 27 38 31
60 o 5 15 27 44 44
72 o 5 20 33 56 56
84 0 5 25 40 56 63
96 o 5 25 37 56 75
n 16 20 20 15 16 16
16 19 15 8 7 4

Tabla Ald. Mortalidad acumulada (%) de los juveniles de P. setiferus expuestos
durante 96 h a diferentes unidades de toxicidad (UT) de la mezcla de cadmio y zinc,
correspondientes a una razén de toxicidad (RT) 2.3:1. n = nimero de organismos; s =

namero de sobrevivientes.

Tiempo urT
h (1] 0.07 0.20 0.26 0.43 0.59
4 o 0 o o [¢] [¢]
8 o o o 6 19 19
16 o o} (] 19 19 25
24 o o 5 25 25 31
36 (] 5 ) 31 31 44
48 (o] s 10 44 31 56
60 (o] s 15 44 50 63
72 o 10 15 S0 63 69
84 o 10 15 50 69 75
96 ] 10 15 s56 81 81
n 16 20 20 16 16 16
16 18 17 7 3 3

«
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Anexos

Tabla A2a. Parametros y estimadores de las regresiones lineales que relacionan el
peso seco (PS, g) y hamedo (PH, g), de los juveniles de P. setiferus expuestos
durante 21 dias a diferentes concentraciones de cadmio (mmg/L) y zinc (mg/L). PS =
a + b PH; R? = coeficiente de determinacién.

Cd , mg/L a b R? Zn , mg/L a b R?
0 0.161 0.171 0.96 0 0.161 0.171 0.96
0.05 -0.019 0.229 0.95 0.16 0.039 0.219 0.99
0.14 -0.052 0.248 1.00 0.26 -0.025 0.228 1.00

Tabla A2b. Parametros y estimadores de las regresiones lineales que relacionan el
peso seco (PS, g) y humedo (PH, g), de los juveniles de P. setiferus expuestos
durante 15 dias en diferentes unidades de toxicidad (UT) de las mezclas de cadmio y
zinc correspondientes a dos razones de toxicidad (RT): 1:1 y 2.3:1. PS =a + b PH;
R? = coeficiente de determinacién.

RT 1:1 RT 2.3:1
uT a b Rr? {og a b rR*
0 0.161 0.171 0.96 0 0.161 0.171 0.96
0.025 -0.019 0.229 0.95 0.020 0.039 0.219 0.99
0.040 -0.052 0.248 1.00 0.035 -0.025 0.228 1.00
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Tabla A3. Analisis Quimico Proximal del alimento balanceado Camaronina (35%
proteina; Rasltrom Purina Co.) suministrado a los juveniles de P. setiferus.

Composicién Base Hiimeda Base 90 Base Seca
% Mat.seca, % %
Materia seca, %o 90.90 90.00 100.00
Humedad, % 9.10 10.00 0.00
Prot. cruda (N x 6.25), % 37.02 36.66 40.73
Extracto etéreo, % . 10.83 10.72 11.91
Cenizas, % 8.09 8.01 8.89
Fibra cruda, % 3.39 3.36 3.73
Ext. libre de N, %% 31.57 31.26 34.73
Total N digerible, % 79.80 79.01 87.79
Energia digerible, kcal kg™ 3518.42 3 483.71 3 870.79
Energia metabolizable, kcal kg™* 2 884.80 2 856.34 3 173.72.
Energia bruta, kcal kg’ — —— 5 448.08
Anilisis ef do en el Depart de Nutricion Animal y Bioguimica (SARH No.0980693),

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM.
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