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RESUMEN 

En el presente estudio se  determinó, mediante pruebas de toxicidad los efectos agudos (96 

h), subletales (48 h) y subcrónicos (28 días) de amonio, nitritos y nitratos solos y 

combinados en postlarvas (PL20) y juveniles (3.2 g) de Litopenaeus vannamei expuestos a 

salinidades de 1 y 3 g/L; así mismo, se establecieron los niveles de seguridad para el cultivo 

de L. vannamei bajo condiciones de laboratorio. Los valores estimados de la concentración 

letal media (CL50) a 96 h de nitrógeno amoniacal total (NAT), nitrógeno como nitritos (N-

NO2
-) y nitrógeno como nitratos (N-NO3

-) para PL20 a salinidades de 1 y 3 g/L fueron 10.8 

y 16.3, 3.3 y 4.9, y 112.8 y 340.0 mg/L, respectivamente; mientras que las unidades tóxicas 

medias (UT50) a 96 h de las mezclas (1:1:1 y 1:1) de NAT/N-NO2
-/N-NO3

-, NAT/N-NO2
-, 

NAT/N-NO3
- y N-NO2

-/N-NO3
- a la salinidad de 3 g/L fue de 0.68, 1.12, 0.64 y 0.78 UT, 

respectivamente; y para la mezcla de NAT/N-NO2
-/N-NO3

- a 1 g/L de salinidad fue de 0.44 

UT. Las CL50 a las 96 h de NAT, N-NO2
- y N-NO3

- y las UT50 a las 96 h de la mezcla de 

NAT/N-NO2
-/N-NO3

- para juveniles en la salinidad de 3 g/L fue 29.0, 10.6 y 900.1 mg/L, y 

0.99 UT, respectivamente. Los efectos de la interacción de las mezclas (1:1:1 y 1:1) en 

postlarvas fueron en general, antagónico en las primeras 24 h y sinérgico después de las 48 

h; mientras que en la mezcla (1:1:1) de juveniles el efecto fue antagónico en la mayoría de 

los tiempos de exposición. En la prueba subletal de los tres compuestos nitrogenados 

fueron evaluados los niveles de oxihemocianina, glucosa y lactato en juveniles, los cuales 

mostraron alteraciones en sus niveles conforme pasaron los tiempos de exposición y fue 

más evidente cuando fueron expuestos a niveles del 50 % del valor de la CL50 a las 96 h de 

cada tóxico. Las tasas de crecimiento en la prueba subcrónica de juveniles expuestos al 10 

% del valor de la CL50 a las 96 h  de NAT y N-NO2
- a la salinidad de 3 g/L, exhibieron tasas 

más bajas con 0.46±0.21, 0.41±0.09 y 0.36±0.14 g/sem para NAT, N-NO2
- y NAT/N-NO2

-, 

respectivamente. Los niveles de seguridad del NAT, N-NO2
- y N-NO3

- a la salinidad de 1 y 

3 g/L para postlarvas (PL20) fueron 0.54 y 0.82, 0.170 y 0.190, 5.64 y 21.50 mg/L, 

respectivamente; mientras que para los juveniles (3.2 g) a la salinidad de 3 g/L fueron de 

1.45, 0.53 y 45 mg/L, respectivamente. Los niveles de seguridad de amonio, nitritos y 

nitratos para el cultivo de L. vannamei en aguas de baja salinidad (1 y 3 g/L), son menores 

que los establecidos para cultivos en aguas marinas o salobres; además de que la toxicidad 
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de los tres compuestos del nitrógeno es más aguda conforme disminuye la salinidad de 3 a 

1 g/L. Esta investigación generó información sobre la toxicidad individual y en 

combinación de los compuestos nitrogenados para postlarvas y juveniles de L. vannamei en 

ambientes de aguas de baja salinidad. Las resultados obtenidos de las diferentes pruebas de 

toxicidad fueron transcendentales para proponer los niveles de seguridad que serán útiles 

para la camaronicultura desarrollada tierra adentro y para aquellos ecosistemas acuáticos 

con aportes de agua dulce y marina que en diferentes épocas del año su salinidad es < a 3 

g/L y que son vulnerables a recibir descargas con niveles moderados o altos de compuestos 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Valencia-Castañeda, G.  2018
 

xxi 
 

ABSTRACT 

In the present study, acute (96 h), sublethal (48 h) and subchronic (28 days) effects of 

ammonia, nitrite and nitrate individual and combined in postlarvae (PL20) and juveniles 

(3.2 g) of L. vannamei exposed to salinities of 1 and 3 g/L were determined; similarly, 

safety levels for culture of L. vannamei under laboratory conditions were established. The 

estimated values of the mean lethal concentration (LC50) at 96 h of total ammonia nitrogen 

(TAN), nitrogen as nitrite (NO-
2-N) and nitrogen as nitrate (NO-

3-N) for PL20 at salinities 

of 1 and 3 g/L were 10.8 and 16.3, 3.3 and 4.9, and 112.8 and 340.0 mg/L, respectively; 

while the average toxic units (UT50) at 96 h of the mixtures (1:1:1 and 1:1) TAN/NO-
2-

N/NO-
3-N, TAN/NO-

2-N, TAN/NO-
3-N and NO-

2-N/NO-
3-N at the salinity of 3 g/L was 

0.68, 1.12, 0.64 and 0.78 UT, respectively; and for the mixture of TAN/NO-
2/NO-

3-N at 1 

g/L of salinity was 0.44 UT. The LC50 at 96 h of TAN, NO-
2-N and NO-

3-N and the UT50 at 

96 h of the mixture of TAN/NO-
2-N/NO-

3-N for juveniles at salinity of 3 g/L were 29.0, 

10.6 and 900.1 mg/L, and 0.99 UT, respectively. The effects of the interaction of the 

mixtures (1:1:1 and 1:1) on postlarvae were, in general, antagonistic in the first 24 h and 

synergistic after 48 h; while in the mixture (1:1:1) of juveniles the effect was antagonistic 

in most of the exposure times. In the sublethal tests of the three nitrogenous compounds, 

the levels of oxyhemocyanin, glucose and lactate in juveniles hemolymph were evaluated, 

which showed alterations in their levels during the exposure times and it was more evident 

when they were exposed to levels of 50 % of the value of the LC50 at 96 h of each toxic. 

Growth rates in the subchronic test of juveniles exposed to 10 % of the LC50 at 96 h of 

TAN and NO-
2-N at salinity of 3 g/L, showed lower rates with 0.46±0.21, 0.41±0.09 and 

0.36±0.14 g/week for TAN, NO-
2-N and TAN/NO-

2-N, respectively. Safety levels of TAN, 

NO-
2-N and NO-

3-N at salinity of 1 and 3 g/L for postlarvae (PL20) were 0.54 and 0.82, 

0.050 and 0.190, 5.64 and 21.50 mg/L, respectively; while for juveniles (3.2 g) at a salinity 

of 3 g/L were 1.45, 0.53 and 45 mg/L, respectively. The safety levels of ammonia, nitrite 

and nitrate for the culture of L. vannamei in low salinity waters (1 and 3 g/L), are lower 

than those established for culture in marine or brackish waters; in addition, the toxicity of 

the three nitrogen compounds is more acute as the salinity decreases from 3 to 1 g/L. This 

investigation generated information on the individual and combination toxicity of nitrogen 
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compounds for postlarvae and juveniles of L. vannamei in environments of low salinity 

water. The results obtained from the different toxicity tests were transcendental to propose 

the safety levels that will be useful for the shrimp farming developed inland and for those 

aquatic ecosystems with influences of fresh and marine water that at different times of the 

year the salinity can be equal to or < at 3 g/L and that are vulnerable to receive discharges 

moderate to high levels of nitrogen compounds where the L. vannamei may be present due 

to the development of its life cycle 
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1. INTRODUCCIÓN 

La tasa de producción de proteínas de origen animal ha demostrado una tendencia creciente 

y, por lo menos en las dos décadas más recientes, este incremento ha sido en gran parte 

debido al crecimiento de la acuicultura que, no obstante el continuo aumento de la 

población humana, ha permitido mantener estable el consumo individual de proteínas de 

origen animal (Brown, 2009). Los avances recientes en las tecnologías que se aplican en la 

acuicultura han permitido elevar los volúmenes de producción, tanto a través de la 

diversificación de sus actividades, como mediante el diseño de nuevos sistemas de 

producción, además de nuevas especies o de variedades más eficientes para los fines de 

cultivo (Piferrer, 2005). 

1.1. Camaronicultura e impacto de enfermedades     

Un ejemplo de este crecimiento ha sido la camaronicultura, actividad que consiste en 

la cría y engorda de camarones para consumo humano, realizada en ambientes costeros y 

continentales utilizando aguas de tipo salobre, marino e hipersalino (Moss et al., 2001; 

Páez-Osuna, 2001a; 2001b); empleando distintas tecnologías de cultivo: extensivo, semi-

intensivo, intensivo, e hiperintensivo. En los últimos años esta actividad ha alcanzado un 

crecimiento acelerado en las áreas tropicales y subtropicales costeras del mundo; sin 

embargo, ha sido significativamente afectada por el impacto de enfermedades virales como, 

mancha blanca (WSSV), cabeza amarilla (YHV) y virus del síndrome de Taura (TSV); las 

cuales afectan directamente la producción (Moss et al., 2001; Wang, 2003) y siguen siendo 

la fuente más común de importantes pérdidas económicas en muchas granjas de cultivo de 

camarón de diferentes partes del mundo (Israngkura y Sae-Hae, 2002). México no ha 

escapado a ello, y las enfermedades más frecuentes que se presentan son el virus de la 

mancha blanca, vibriosis y enfermedades causadas por parásitos (Páez-Osuna et al., 2003). 

La aparición de un nuevo patógeno bacteriano (Vibrio parahaemolyticus) conocido como 

síndrome de la muerte temprana (EMS por sus siglas en inglés) o AHPDN (Acute 

Hepatopancreatic Necrosis Disease) que ha afectado dramáticamente el cultivo de 

Litopenaeus vannamei en los países del sudeste asiático (Leaño y Mohan, 2012; NACA, 

2012; FAO, 2013; Schryver et al., 2014). El patógeno recientemente ha disminuido el 
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cultivo de L. vannamei en los estados del norte de México, incluido Nayarit, Sinaloa y 

Sonora. Los productores de camarón de esos estados proyectaron un descenso del 65 % de 

camarón en el 2013 en comparación con 2011 debido al patógeno (The Fish Sitio, 2018). 

Cuando se examina a fondo el origen de las enfermedades finalmente se concluye que 

en la mayoría de los casos, estas se presentan debido a que se conjugan generalmente una 

combinación de factores que involucran a la triada hospedero-ambiente-patógeno. La triada 

epidemiológica se refiere al modelo de la causalidad de las enfermedades transmisibles; 

esto es, la enfermedad es el resultado de la interacción entre el agente, el huésped 

susceptible y el ambiente (Lightner y Redman, 1998; Lemonnier et al., 2006). Los agentes 

pueden ser infecciosos o no infecciosos y son necesarios, pero no siempre suficientes, para 

causar la enfermedad; los agentes no infecciosos pueden ser químicos o físicos. En el caso 

del camarón, estos se ven afectados en su sistema inmune por el deterioro de la calidad de 

agua, lo cual coadyuva a las altas mortalidades. El deterioro de la calidad de agua se debe 

principalmente a 3 razones (Porubcan, 1996; Ebeling et al., 2006; Pascual-Jiménez, 2013): 

(i) los niveles de oxígeno; (ii) los cambios bruscos de temperatura o temperaturas 

inadecuadas; y (iii) los niveles tóxicos de los compuestos nitrogenados. 

1.2. Cultivo de camarón en baja salinidad 

Como una medida para contrarrestar el problema de las enfermedades en la 

camaronicultura, surge como una alternativa el cultivo de camarón con agua dulce o de baja 

salinidad o también denominado cultivos tierra adentro. Se cree que el control de las 

enfermedades es más fácil de implementar en aguas interiores que en los ambientes 

costeros (Boyd, 2002). En años recientes se ha desarrollado y experimentado esta actividad 

en diversas regiones de Estados Unidos (McGraw et al., 2002), Ecuador, Tailandia (Roy et 

al., 2007), China (Cheng et al., 2005) y México (Esparza-Leal et al., 2010; Valencia-

Castañeda et al., 2017). De acuerdo a la FAO (2017), en el 2015 la producción por 

camaronicultura a nivel mundial fue de 4 875 793 toneladas, de las cuales el 79 % 

correspondió a producción en agua salobre, 6 % en agua marina y el 15 % en agua dulce. El 

desarrollo del cultivo de camarón bajo estas condiciones ha partido de la suposición de que, 

las áreas están libres de patógenos de camarones, y que en ellas no se presentan las 

enfermedades comúnmente registradas en ambientes costeros (Flaherty y Vandergeest, 
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1998; Flaherty et al., 2000). En México, se implementó el cultivo de camarón tierra adentro 

utilizando agua de baja salinidad en el año de 1997, para 2007 se contaba con cerca de 350 

hectáreas y una producción de 1500 toneladas en el estado de Colima, principal estado en 

México con producción de camarón en baja salinidad (Industria acuícola, 2008), y de 

acuerdo al Comité Estatal de Sanidad Acuícola del estado de Baja California (CESAIBC) 

en este estado se cuentan con 14 granjas acuícolas que hacen un total de 22 hectáreas de 

superficie de cultivo de camarón blanco utilizando agua de dulce o de baja salinidad, donde 

en el 2013 registraron una producción de 354.8 toneladas.  

Lo que ha permitido cultivar camarón marino en agua dulce o de baja salinidad se 

debe a la gran capacidad que tienen los camarones de regular el agua y los solutos 

inorgánicos internos, manteniendo un medio apropiado para las interacciones moleculares 

(Nunes y Velázquez, 2001; Re et al., 2004; Palacios y Racotta, 2007). Independientemente 

del régimen halino en que se desarrolle el cultivo de camarón, el fundamento científico para 

lograr un cultivo exitoso de L. vannamei está en la disponibilidad de agua cuya 

composición iónica sea adecuada en términos no sólo de la salinidad, sino de los niveles de 

concentración individuales y relativos (proporciones) de los iones mayoritarios. Para su 

óptimo desarrollo, el camarón requiere concentraciones y proporciones específicas de los 

principales iones, como el bicarbonato, sulfato, cloruro, calcio, sodio, magnesio y potasio. 

Esto implica que cualquier agua con esta característica puede servir para desarrollar un 

cultivo exitoso, independientemente de si es o no agua de mar; algunas aguas de pozo y 

superficiales (río, lagos, presas) son adecuadas para el cultivo de camarón y otras no (Páez-

Osuna y Valencia-Castañeda, 2013). Sin embargo, la principal característica de las aguas 

dulces o de baja salinidad es que ambas por lo regular carecen de las concentraciones 

adecuadas de ciertos iones entre los que destacan  K+, Na+, Mg++, Ca++  y  Cl- (McGraw y 

Scarpa, 2002; Davis et al., 2004; 2005). En cuanto a la importancia de los iones con 

respecto a la toxicidad de compuestos nitrogenados, se tiene documentado que el ión Cl- y 

Na+ disminuyen la toxicidad de nitritos y amonio, respectivamente, debido a que 

disminuyen la absorción de estos compuestos tóxicos en la hemolinfa (Williams y Eddy, 

1988; Chen y Chen, 1992a; 1992b; Chen y Lee, 1997; Yildiz y Benli, 2004).  
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La variabilidad en el contenido iónico de las aguas subterráneas y las superficiales 

está estrechamente controlada por la naturaleza geológica y geoquímica de los suelos y 

rocas con las que están en contacto, es por ello que no todas estas aguas son aptas para el 

cultivo de camarón (Collins et al., 2005). Por lo general en cultivos de camarón tierra 

adentro, donde las aguas presentan deficiencia de los iones más importantes para la 

supervivencia de los organismos, tradicionalmente se han suplementado sales en el 

alimento o directamente en el agua de cultivo obteniendo resultados satisfactorios en 

crecimiento y supervivencia (Roy et al., 2007; 2009; Saoud et al., 2011; Wudtisin y Boyd, 

2011; Mariscal-Lagarda et al., 2012).  

1.3. Problemática de los compuestos nitrogenados en la camaronicultura 

Existen muchas ventajas de llevar a cabo el cultivo de camarón marino en aguas 

dulce o de baja salinidad (Van Wyk, 1999; Ingram et al., 2000; Fernado y Halwart, 2000; 

McIntosh y Fitzsimmons, 2003; Samocha et al., 2004);  sin embargo, para poder cultivar 

camarones marinos en ambientes de menor salinidad, primero es necesario encontrar una 

especie que pueda mantener un equilibrio isosmótico entre los ambientes internos y 

externos. Un problema al desarrollar el cultivo bajo estas condiciones, es que la capacidad 

de tolerancia al amonio y al nitrito disminuye en los organismos (Sowers et al., 2004; Gross 

et al., 2004; Schuler, 2008); lo cual, representa un gran problema debido a que a medida 

que avanza el periodo de cultivo, también aumentan las concentraciones de estos 

compuestos, los cuales pueden ocasionar bajas tasas en el consumo de alimento y por lo 

tanto una disminución en el crecimiento, y eventualmente mortalidad (Chen et al., 1989). 

Aunado a esto, las aguas de baja salinidad disponibles frecuentemente se caracterizan por 

tener mayores concentraciones de compuestos nitrogenados que las aguas marinas, debido a 

que reciben regularmente efluentes contaminados por actividades antropogénicas o de 

manera natural. 

Después del oxígeno disuelto, el control de amonio y nitritos en la acuicultura es el 

segundo factor más importante que impacta en la supervivencia y crecimiento de los 

organismos cultivados (Ebeling et al., 2006). Con respecto a los nitratos, estos son el 

producto final de la nitrificación aeróbica (Pierce y Weeks, 1993), y son los compuestos 

nitrogenados inorgánicos menos tóxicos, sin embargo, pueden ser un potencial problema 
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cuando sus niveles aumentan y se acumulan. En sistemas cerrados y semi-cerrados, como 

los sistemas de cultivo, los nitratos frecuentemente se hallan presentes en niveles más 

elevados que los encontrados en las aguas costeras naturales.  

1.4. Camarón blanco Litopenaeus vannamei 

Una de las especies más cultivadas en el mundo es el camarón blanco L. vannamei 

(Pérez-Farfante y Kensley, 1997). En la naturaleza, se encuentra en las aguas tropicales del 

Pacífico, desde México hasta Perú. Esta especie se encuentra en aguas con una amplia 

gama de salinidades (de 1 a 40 g/L) debido a sus mecanismos de osmorregulación (Castille 

y Lawrence, 1981). La alta tolerancia de L. vannamei a baja salinidad y posibilidad de 

producir postlarvas durante todo el año, hacen de esta especie una excelente candidata para 

el cultivo tierra adentro. En el 2015, la producción mundial  por camaronicultura de L. 

vannamei fue de 3 879 786 toneladas, de las cuales 739 168 toneladas corresponden a 

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

1.5. Pruebas de toxicidad en organismos acuáticos 

Las pruebas de toxicidad acuática son procedimientos donde la respuesta de los 

organismos es utilizada para detectar o medir el efecto de una o más sustancias. La 

concentración letal media (CL50) y la concentración efectiva media (EC50) son parámetros 

de toxicidad estandarizadas, que permiten conocer las concentraciones de tóxico que 

produce la muerte (CL) o el efecto (CE) en 50% de los organismos en un tiempo 

determinado (APHA-AWWA-WPCF, 1992). Las buenas prácticas de manejo en la 

acuicultura procuraran mantener la concentración de elementos tóxicos por debajo de las 

concentraciones que causan mortalidad o efectos adversos sobre el crecimiento y la 

reproducción de los organismos de cultivo. Esta información se calcula generalmente por 

medio de un parámetro de toxicidad por un periodo de 96 h (Boyd y Tucker, 1998). Los 

valores de la CL50 pueden ser útiles para calcular las concentraciones seguras que permiten 

que los organismos prosperen (Sprague, 1971). Sin embargo, algunos trabajos además de 

conocer los niveles de seguridad a partir de pruebas de toxicidad, analizan factores de estrés 

como son el intercambio de gases, el equilibrio ácido/base, las respuestas inmunológicas, la 
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osmorregulación, y la histopatología, que a menudo revelan alteraciones significativas aún 

a concentraciones relativamente bajas (Dahl et al., 2006). 

Como se mencionó anteriormente, L. vannamei tiene una gran capacidad 

osmorreguladora debido a que una parte de su ciclo de vida se desarrolla en ambientes 

salobres o de baja salinidad; sin embargo, estos ambientes eventualmente reciben descargas 

de tipo industrial, agrícola, doméstico o municipal, que se caracterizan por estar 

enriquecidas con compuestos nitrogenados y ocasionan problemas sobre las poblaciones 

silvestres que se encuentran en dichas aguas receptoras, incluyendo a esta especie, es por 

ello, que tiene una doble importancia establecer con precisión las concentraciones letales 

agudas y subletales de los compuestos nitrogenados para este camarón; por un lado, para 

entender a los posibles efectos en las poblaciones silvestres de esta especie que 

eventualmente se exponen en dichos ambientes, y por el otro, para la acuicultura en aguas 

de baja salinidad resulta fundamental entender la dinámica de los compuestos nitrogenados 

y en especial los efectos letales y subletales que causan éstos en los sistemas de cultivo, que 

se traducen en una baja producción y pérdidas para el sector.  

Como ya se mencionó anteriormente, el cultivo puede fallar por un manejo inadecuado o 

porque no se tienen las condiciones apropiadas para desarrollar dicho cultivo. En este 

último caso, es trascendental la ubicación de las granjas en cuánto al clima, fuente de agua 

y recepción de desechos y aguas contaminadas. En el caso del manejo inadecuado es 

frecuente que el granjero con el afán de tener un mejor cultivo sobre alimente y sobre-

fertilize; o se haga un uso incorrecto de los alimentos y fertilizantes, subutilice el alimento 

natural del estanque, se trate inadecuadamente los estanques entre ciclos de cultivo y lo que 

parece más simple, se exponga el cultivo a temperaturas extremas, por adelantar o retrasar 

la siembra y cosecha, respectivamente (Boyd, 1995). Diversos especialistas han reiterado 

que la calidad del agua es determinante para la supervivencia y crecimiento del camarón, 

debido a que esta afecta la tasa de alimentación, tasa de respiración, tasa de crecimiento y al 

sistema inmune; por ello es importante la implementación de buenas prácticas y medidas de 

bioseguridad en los diferentes sistemas de cultivo.    

Dada la importancia en nuestro país y en el mundo, el cultivo de camarón blanco en 

agua dulce o de baja salinidad y a la escasa información sobre la toxicidad de compuestos 
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nitrogenados, esta investigación tiene como objetivo examinar por separado y en 

combinación, el efecto tóxico de amonio, nitritos y nitratos en postlarvas y juveniles de L. 

vannamei expuestos en aguas de baja salinidad (1 y 3 g/L), para establecer las 

concentraciones letales medias, así como estimar los niveles de seguridad para el cultivo de 

esta especie. Además se plantean conocer algunos efectos subletales y subcrónicos en los 

organismos al exponerse a diferentes concentraciones de estos compuestos en el corto (48 

h) y mediano plazo (28 días), evaluando tasas de crecimiento, supervivencia, así como los 

niveles de oxihemocianina, glucosa y lactato en la hemolinfa como respuesta al estrés por 

la presencia de los tóxicos.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Valencia-Castañeda, G.  2018
 

8 
 

2. ANTECEDENTES 

En 1998, Tailandia inicia el desarrollo de la tecnología de la camaronicultura en agua dulce 

o baja salinidad, produciendo el camarón tigre (Penaeus monodon), esto con el fin de 

contrarrestar las enfermedades virales. Actualmente, es una práctica común no solo en 

Tailandia, sino también en muchos países del mundo entre los que destacan China, 

Vietnam, Ecuador, Brasil, México y Estados Unidos (Roy et al., 2010). Con el desarrollo 

de esta actividad en aguas dulces o de baja salinidad se han venido realizando 

investigaciones desde procesos de aclimatación, osmorregulación, crecimiento, 

supervivencia (McGraw et al., 2002; Balbi et al., 2005; Roy et al., 2007; Valencia-

Castañeda, 2013) hasta estudios sobre la viabilidad de las aguas para desarrollar el cultivo 

de camarón (Saoud et al., 2003; Esparza-Leal et al., 2009; Millán-Almaraz, 2013; 

Valencia-Castañeda et al., 2017). Así también, existen investigaciones sobre la toxicidad de 

los compuestos nitrogenados en camarones peneidos en ambientes de aguas marinas y 

salobres; sin embargo, a pesar de que la toxicidad de estos aumenta conforme disminuye la 

salinidad, se cuenta con poca o nula información en ambientes de aguas dulces y de baja 

salinidad para diferentes especies de camarones peneidos. 

2.1. Estudios sobre toxicidad de amonio 

Chin y Chen (1987) sometieron postlarvas (PL6) de P. monodon, en una salinidad de 

34 g/L, a diferentes concentraciones de amonio; la CL50 a las 96 h fue de 11.51 mg/L NAT 

(nitrógeno amoniacal total) y de 1.04 mg/L de N-NH3 (N-amonio no ionizado). Chen y Kou 

(1991) expusieron a Penaeus japonicus con peso promedio de 13.91±0.65 g en agua de mar 

(36 g/L)  a cuatro diferentes concentraciones de NAT (5, 10, 50 y 100 mg de NAT/L), no 

encontraron ninguna diferencia significativa en la concentraciones de amonio en la 

hemolinfa entre camarones expuestos a los controles y a 5 mg/L durante las primeras 16 h. 

Sin embargo, el amonio en la hemolinfa de los camarones expuesto a 10, 50 y 100 mg/L de 

NAT fue significativamente mayor a los controles después de 2 h de exposición. Alcaraz et 

al. (1999a) estudiaron el efecto de amonio en el consumo de oxígeno en postlarvas del 

camarón Penaeus setiferus sometido a diferentes concentraciones de oxígeno disuelto en 

agua de mar artificial (25 g/L); encontraron que la adición de 0.4 mg/L de N-NH3  tiende a 
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reducir el consumo de oxígeno en los organismos; a una exposición de 0.7 mg/L de N-NH3, 

causó graves efectos sobre la frecuencia respiratoria y fue letal a bajas concentraciones de 

oxígeno disuelto. Barbiere et al. (2010) expusieron a diferentes concentraciones de amonio 

y salinidades de 5, 25 y 35 g/L a juveniles de Litopenaeus schmitti durante 96 h; los valores 

de la CL50 a las 24, 48, 72 y 96 h de NAT fueron 40.72, 32.63, 24.63 y 19.12 mg/L a 5 g/L; 

53.52, 38.60, 27.76 y 25.55 mg/L a 20 g/L; 54.32, 47.87, 41.67 y 38.88 mg/L a 35 g/L de 

salinidad, respectivamente. Los valores de las CL50 a las 24, 48, 72 y 96 h de N-NH3 fueron 

1.46, 1.17, 0.88 y 0.69 mg/L a 5 g/L; 1.80, 1.30, 0.93, 0.86 mg/L a 20 g/L y 1.67, 1.47, 1.28 

y 1.20 mg/L a 35 g/L de salinidad, respectivamente. 

Sobre la toxicidad de amonio en el camarón blanco L. vannamei: Frías-Espericueta et 

al. (2000) expusieron a postlarvas de L. vannamei (PL12) a diferentes concentraciones de 

amonio en una salinidad de 35 g/L; la CL50 a las 24, 48, 72 y 96 h fueron de 17.9, 12.5, 

12.2 y 12.2 mg/L de NAT, respectivamente; con estos valores proponen que el nivel de 

seguridad para el cultivo de las postlarvas de L. vannamei sea de 1.22 mg/L de NAT (0.048 

mg/L de N-NH3). Frías-Espericueta et al. (1999) evaluaron la toxicidad aguda en juveniles 

de L. vannamei de 0.99 y 3.8 g a diferentes concentraciones de NAT y una salinidad de 34 

g/L. Las CL50 a las 24, 48, 72 y 96 h para camarones de 0.99 g fueron de 113.4, 92.5, 71.2 y 

65.2, y 110.6 mg/L de NAT, respectivamente; mientras que las CL50 a las 48, 72 y 96 h para 

camarones de 3.8 g fueron de 110.63, 85.3 y 70.9 mg/L de NAT. Por otro lado, Lin y Chen 

(2001) expusieron a juveniles de L. vannamei a diferentes concentraciones de NAT, usando 

el método estático de renovación a salinidades de 15, 25 y 35 g/L. Las CL50 a las 24, 48, 72 

y 96 h como NAT fueron 59.72, 40.58, 32.15 y 24.39 mg/L para una salinidad de 15 g/L; 

66.38, 48.83, 43.17 y 35.4 mg/L a 25 g/L; 68.75, 53.84, 44.93 y 39.54 mg/L a 35 g/L, 

respectivamente. Concluyeron que a medida que la salinidad disminuye de 35 a 15 g/L, la 

susceptibilidad al NAT aumenta en un 115, 132, 140 y 162 % después de 24, 48, 72 y 96 h 

de exposición, en el orden. Cobo et al. (2014) expusieron durante 24 h a diferentes 

concentraciones de amonio y una salinidad de 34 g/L a zoea, mysis y postlarvas de L. 

vannamei durante 24 h; las CL50 a las 24 h en zoea (1-2,3), mysis (1-2,3) y postlarva (PL1) 

fueron de 4.2, 9.9 y 16.0; 19.0, 17.3 y 17.5; y 13.2 mg/L de NAT, respectivamente. En 
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cuanto a la CL50 de N-NH3 fueron de 0.6, 1.5 y 2.4; 2.8, 2.5 y 2.6; y 1.9 mg/L de N-NH3 

respectivamente. 

2.2. Estudios sobre toxicidad de nitritos  

En cuanto a la toxicidad de nitritos en camarones peneidos: juveniles (1.40±0.05 g) 

de P. monodon fueron expuestos a diferentes concentraciones de nitrógeno como nitritos 

(N-NO2
-) y una salinidad de 25 g/L. Los resultados mostraron diferencias significativas 

después de 80 días de exposición en los pesos promedio de los camarones expuestos a las 

concentraciones de 2, 4, 8 y 20 mg/L de N-NO2
- con respecto al control (0 mg/L de N-NO2

-

), estos mismos resultados fueron observados en la longitud de los camarones (Chen y 

Chen, 1992c). Para postlarvas de P. setiferus, Alcaraz et al. (1999a) en agua de mar (25 

g/L) observaron que la exposición de nitritos disminuyó la frecuencia respiratoria en 

concentraciones altas de oxígeno disuelto, mientras que en organismos expuestos a nitritos 

bajo condiciones de hipoxia mostraron un mayor consumo de oxígeno. Chen y Cheng 

(1995) examinaron las concentraciones de oxihemocianina, proteína y urea en la hemolinfa, 

y la tasa de excreción de NAT de P. japonicus, después de que fueron expuestos 

individualmente a diferentes concentraciones (5.12, 10.46, 20.57 y 58.86 mg/L) de N-NO2
- 

por 24 h a una salinidad de 30 g/L. La acumulación de N-NO2
- y urea en la hemolinfa, y la 

excreción de NAT aumentaron con el incremento de nitritos en el ambiente, además las 

concentraciones de nitritos disminuyeron la oxihemocianina en la hemolinfa. Cheng y Chen 

(1999) estudiaron en P. monodon la afinidad de la hemocianina por el oxígeno y el 

fraccionamiento de la oxihemocianina y deoxihemocianina en la hemolinfa al exponerlos a 

0.001 (control), 0.07, 0.36, 0.72 y 1.44 mmol/L de nitritos de 3 a 48 h en una salinidad de 

30 g/L. Xian et al. (2011) encontraron que cuando P. monodon se expone a diferentes 

concentraciones de N-NO2
- se inducia una sobreproducción de especies reactivas de 

oxígeno, después se daña el ADN y se observa apoptosis (muerte celular programada) de 

las células, y, posteriormente, se presenta una reducción del número total de hemocitos 

(TAC).  

Lin y Chen (2003) expusieron a diferentes concentraciones de N-NO2
- a juveniles de 

L. vannamei de 3.9±1.42 g para determinar la CL50 en salinidades de 15, 25 y 35 g/L, 

encontrando que los valores de CL50 de N-NO2
- a las 24, 48, 72, 96 y 144 h mantuvieron 
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una tendencia a disminuir cuando los camarones eran expuestos a una salinidad menor. 

Wang et al. (2006) evaluaron la CL50 a las 24, 48 y 96 h de nitritos sobre intermediarios 

reactivos del oxígeno en hemocitos (ROIs), superóxido dismutasa (SOD), actividad 

catalítica (CAT), actividad glutatión peroxidasa (GPX), en el músculo y hemocitos de L. 

vannamei en agua de mar a 3 g/L. Los organismos fueron alimentados con una dieta basal y 

una dieta experimental alta en selenio; los resultados mostraron que los camarones que 

fueron alimentados con la dieta alta en selenio, tuvieron una CL50 significativamente menor 

a las 24 h, 48 h y 96 h de nitritos, lo que indica que el selenio aumenta la toxicidad de 

nitritos, asimismo se incrementaron los valores de ROIs en el alimento del camarón a 

medida que se incrementaba la concentración de nitritos en el ambiente. Encontraron 

también un desequilibrio entre fuerzas oxidativas y defensas antioxidantes.  

Gross et al. (2004) estudiaron la toxicidad de nitritos en juveniles de L. vannamei, 

donde los valores de CL50 a las 96 h de nitritos cultivados en agua de baja salinidad 

empleando agua de mar diluida (2 g/L) fue aproximadamente 9 mg/L de N-NO2
-, usando un 

factor de aplicación de 0.5 del valor de la CL50, sugirieren que para la producción de 

camarón en estanques, la concentración debe ser inferior a 0.45 mg/L. Al igual que con el 

amonio, se ha documentado que los nitritos a medida que la salinidad disminuye aumenta la 

toxicidad en L. vannamei (Lin y Chen, 2003). Sowers et al. (2004) en una serie de 

experimentos caracterizaron la captación, depuración y toxicidad de los nitritos en el 

ambiente al exponer a L. vannamei en agua de mar artificial preparada con sales marinas 

artificiales a una salinidad a 2 g/L, demostraron que los nitritos se fueron concentrando en 

la hemolinfa en forma dependiente de la dosis a las cuales fueron expuestos los organismos 

y de manera rápida (en aproximadamente 2 días); sin embargo, al pasar a los organismos 

que fueron expuestos a nitritos a un ambiente libre de nitritos para su depuración, ésta 

ocurrió en un día; en cuanto a la toxicidad de nitrito, ésta fue determinada por medio de la 

CL50 a las 96 h a una salinidad de 2 g/L (8.4 mg/L N-NO2
-). 

2.3. Estudios sobre toxicidad de nitratos 

Respecto a la toxicidad por nitratos, es muy escasa la información que existe.Muir et 

al. (1991) examinaron aparentemente por primera vez, los efectos de los nitratos en 

protozoeas de P. monodon, y encontraron que se presentan mortalidades significativas 
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dentro de las primeras 40 h en concentraciones de nitratos tan bajas como de 1 mg/L de 

nitrógeno como nitratos (N-NO3
-). Los efectos subletales de esta concentración resultaron 

en cambios en las neuropilas gangliónicas y los músculos. En concentraciones más 

elevadas (10-100 mg N-NO3
-/L) fueron adicionalmente afectadas la hipodermis, la glándula 

digestiva y el proventrículo. Arrellano (1993) menciona que para larvicultura y engorda de 

L. vannamei, la concentración de nitratos en el agua no parece ser de gran relevancia, 

mientras que Lee y Wickins (1997) mencionan que en el cultivo de peneidos, una 

concentración entre 100 y 200 mg/L se considera razonable y que no les afecta.  

Tsai y Chen (2002) expusieron juveniles de P. monodon a diferentes concentraciones 

de N-NO3
- (250 a 4500 mg/L) usando el método estático con renovación a diferentes 

niveles de salinidad. Las CL50 a las 48, 72 y 96 h fueron 2876, 1723 y 1449 mg/L de N-

NO3
- en agua de mar de 15 g/L; 3894, 2506 y 1575 mg/L de N-NO3

- en 25 g/L; 4970, 3525 

y 2316 mg/L de N-NO3
- en 35 g/L, respectivamente. El nivel de seguridad estimado para el 

cultivo de juveniles de P. monodon fue de 145, 158 y 232 mg/L de N-NO3
- en 15, 25 y 35 

g/L de salinidades, respectivamente. Cheng et al. (2002) expusieron a P. monodon a 

concentraciones de N-NO3
- en una salinidad de 25 g/L; fue examinada la acumulación de 

nitratos en la hemolinfa, branquias, pedúnculo, corazón, intestino, hepatopáncreas y 

músculo; se encontró que la concentración de nitratos en los tejidos aumentó directamente 

con la concentración de nitratos en el ambiente y el tiempo de exposición, excepto el 

músculo. Después de 24 h de exposición a nitratos, la concentración de nitrato muscular fue 

la más baja (0.202 μmol/g), y la concentración de nitrato intestinal fue la más alta (1.529 

μmol/g) entre los tejidos analizados.   

Para el camarón blanco L. vannamei, Kuhn et al. (2010) llevaron a cabo experimentos 

en sistemas de recirculación para determinar a largo plazo el efecto de nitratos en el 

crecimiento, supervivencia, biomasa y longitud de las antenas, y patología del tejido en los 

organismos. Llevaron a cabo un experimento con duración de seis semanas a 11 g/L de 

salinidad el cual consistió en un control A (35 mg/L de N-NO3
-), tratamiento A1 (220 mg/L 

de N-NO3
-), tratamiento A2 (435 mg/L de N-NO3

-) y tratamiento A3 (910 mg/L de N-NO3). 

No se observaron diferencias entre el control A y el tratamiento A1 en términos de 

supervivencia, crecimiento, biomasa y longitud antenal. El tratamiento A2 no mostró 
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diferencias con el control en cuanto a la supervivencia y el crecimiento, pero si mostró en 

cuanto a biomasa y longitud de las antenas. Por último, el tratamiento A3 presentó un 

impacto negativo significativo en la supervivencia, crecimiento, biomasa y longitud 

antenal. En cuanto a los cambios patológicos, todos los camarones mostraron lesiones en el 

hepatopáncreas. Los túbulos del hepatopáncreas mostraron una variedad de lesiones. 

Algunos túbulos tenían una reducción en el número y tamaño de vacuolas de lípidos 

almacenados, mientras que otros túbulos estaban completamente desprovistos de células 

epiteliales y dilatadas. 

2.4. Estudios sobre toxicidad de mezclas  

Los trabajos sobre la toxicidad de mezclas de compuestos nitrogenados en crustáceos, 

son escasos a pesar de que en los sistemas naturales y de cultivo se presenta la interacción 

de estos; Chen y Chin (1988), expusieron a postlarvas (PL6) de camarón tigre P. monodon 

a una mezcla de amonio y nitritos con una relación de toxicidad de 1:1, encontrando que el 

efecto combinado de amonio y nitritos fue antagónico para las 48 y 72 h de exposición, 

pero sinérgico después de las 96 h. Por su parte, Alcaraz et al. (1999b) expusieron 

postlarvas de P. setiferus a niveles agudos de mezcla de amonio y nitritos, los valores de la 

CL50 a las 24, 48 y 72 h  de NAT fueron 1.49, 1.21 y 1.12 mg/L, respectivamente, y para 

nitritos las CL50 fueron 268.06, 248.84 y 167.33 mg/L de N-NO2
-, encontrando que el 

efecto conjunto de amonio y nitritos en postlarvas fue sinérgico a las 48 h y antagónico a 

las 72 h de exposición.  

Cheng y Chen (2002a) expusieron juveniles de P. monodon (11.47±0.71 g) a diferentes 

concentraciones por separado y en combinación de nitritos y nitratos a una salinidad de 30 

g/L. El nitrito ambiental a una concentración de 0.359 mM causó la reducción de la 

oxihemocianina y la proteína en un 27 y 11 %, respectivamente, mientras que el nitrato 

ambiental (7.458 mM) causó la reducción de la oxihemocianina y la proteína en un 10 y 7 

%. El nitrito ambiental a una concentración de 1.456 mM causó aumentos de P50 (indicando 

una reducción a la afinidad del oxígeno) y pO2 (presión parcial del oxígeno), pero causó la 

reducción en pCO2 (presión parcial del dióxido de carbono), pH, HCO3
- (bicarbonato) y 

TCO2 (total de dióxido de carbono) de la hemolinfa. Tras la exposición a soluciones 

combinadas de nitritos (1.456 mM) y nitratos (7.458 mM) no hubo cambios adicionales en 
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la oxihemocianina, proteína, P50, pO2, pCO2, HCO3
- y TCO2 de la hemolinfa, pero hubo 

una reducción significativa del pH.  

Schuler et al. (2010) estudiaron la toxicidad de amonio y nitritos de manera individual 

y combinada sobre PL25 y PL45 de L. vannamei en agua de baja salinidad (10 g/L) y salobre 

(18 g/L) bajo condiciones de temperatura de 28 °C y pH de 7.8; encontrando que en los 

experimentos realizados con NAT a 18 g/L (sin nitrito), 10 g/L (sin nitrito), y a 10 g/L con 

N-NO2
- la CL50-48 h fue de 42.9, 39.72 y 153.75 mg/L de N-NO2

-, respectivamente. Sin 

embargo, al llevar a cabo los bioensayos combinando, los tóxicos (amonio y nitritos), los 

cuales se realizaron a 10 g/L de salinidad, se observó que al exponer a los organismos a 133 

mg/L de N-NO2
- valor considerado como la concentración más baja a la que se observan 

efectos (LOEC) y concentraciones variantes de NAT (29.1, 36.2, 39.7, 43.6 y 54.2 mg/L de 

NAT) se calculó una CL50-48 h de 28.2 mg/L N-NO2
-, la cual fue 29 % más tóxica con 

respecto a la estimada en el bioensayo con nitritos (sin amonio). Por otro lado cuando se 

realizó el experimento con 30 mg/L de NAT (LOEC) y concentraciones variantes de 

nitritos (128.0, 145.5, 153.7, 162.5 y 184.6 mg/L de N-NO2
-), la CL50-48 h estimada fue 

187 mg/L de NAT, la cual fue 21.4 % menos tóxica que la determinada en el bioensayo con 

amonio (sin nitritos) por lo que se demostró que el efecto combinado de amonio y nitritos 

debe ser considerado cuando se lleva a cabo un cultivo de camarón. 
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3. JUSTIFICACIÓN E IMPORTANCIA 

La actividad de la camaronicultura en los últimos años ha disminuido su tasa de desarrollo 

por el impacto de las enfermedades, principalmente virales, es por ello, que como 

alternativa surge el cultivo de camarón en agua dulce o de baja salinidad; sin embargo, por 

un lado, se tiene que las aguas de baja salinidad y tierra adentro se caracterizan por recibir 

eventualmente grandes aportes de nitrógeno; y por el otro, hay evidencia científica, para un 

amplio intervalo de salinidades, de que los compuestos del nitrógeno se vuelven más 

tóxicos para los organismos en condiciones de baja salinidad, y no existe información al 

respecto en salinidades bajas  (1 y 3 g/L) que son a las que actualmente se cultiva L. 

vannamei tierra adentro en México; además, se tiene conocimiento científico y por parte del 

sector productivo que bajo estas condiciones de salinidad se pueden también presentar 

problemas de enfermedades, debido a un deterioro de la calidad de agua, siendo los nitritos 

los que incrementan considerablemente a partir de las primeras semanas de cultivo y causan 

una mayor toxicidad en este tipo de ambientes (Chen y Chen, 1992c; Tacon et al., 2002).  

Existe información sobre la toxicidad de amonio, nitritos y nitratos en las especies de 

camarón que más se cultivan a nivel mundial (L. vannamei, P. monodon, L. schmitti) en 

aguas marinas, salobres y de menor salinidad (<3 g/L) (e.g. Chen y Lin, 1991; Frías-

Espericueta et al., 2000; Lin y Chen, 2001; Tsai y Chen, 2002; Gross et al., 2004; Romano 

y Zeng, 2009a); sin embargo, a pesar de que está documentado que conforme baja la 

salinidad estos compuestos nitrogenados se vuelven más críticos para los organismos, la 

información en aguas con salinidades <3 g/L es escasa, y se conoce muy poco sobre las 

afectaciones que llegan a presentar los organismos al exponerse a altas o moderadas 

concentraciones de compuestos nitrogenados. Algunos trabajos han demostrado 

modificaciones en la concentración de oxihemocianina en la hemolinfa de algunos 

crustáceos al exponerlos a compuestos nitrogenados, lo que da como resultado 

posiblemente una alteración, que pueden ser moderada o significativa en las 

concentraciones de metabolitos como glucosa, glutamato,  lactato, acilglicerol, colesterol, 

urea y  glucógeno (Chen y Cheng, 1993, 1994; Racotta y Hernández-Herrera, 2000; Liu y 

Chen, 2004; Tseng y Chen, 2004; Hong et al., 2007, 2009).    
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La mayoría de los estudios existentes sobre la toxicidad de compuestos nitrogenados 

en camarones se han realizado por separado, y tanto en sistemas naturales como de cultivo 

los organismos se exponen a mezclas de estos. Los pocos trabajos de mezclas de 

compuestos nitrogenados han observado reacciones sinérgicas y antagónicas en diferentes 

tiempos de exposición y solo se han hecho en combinación de dos compuestos 

nitrogenados (Chen y Chin, 1988b; Alcaraz et al., 1999b; Schuler et al., 2010). Es por ello 

también la gran importancia de realizar pruebas de toxicidad con la mezcla de los tres 

compuestos nitrogenados y conocer si existen reacciones antagónicas y/o sinérgicas bajo 

condiciones de menor salinidad, ya que los estudios existentes, han sido en aguas con 

salinidades mayores a 10 g/L con P. monodon y P. setiferus.  

Por tanto, dada la importancia de la actividad acuícola a nivel mundial y nacional y a 

que son limitados los estudios sobre toxicidad de amonio, nitritos y nitratos en L. vannamei 

en aguas de baja salinidad (<3 g/L), además que esta especie cada vez se cultiva más a 

nivel regional y mundial, y a que no se dispone de información sobre los niveles de 

seguridad para desarrollar esta tecnología; se justifica plenamente el desarrollar estudios en 

este contexto, para contribuir así al mejor conocimiento de esta especie tanto en los 

ecosistemas naturales como en los de cultivo. El estudio de los efectos subletales en L. 

vannamei permitiría avanzar en un mejor entendimiento de los mecanismos de disparo de 

algunas de las enfermedades más frecuentes en esta especie al verse sometidos a estos 

factores estresantes y con ello verse afectado su sistema inmunológico; por tanto identificar 

manifestaciones tempranas es un punto clave para poder implementar medidas de manejo 

oportunas y efectivas. 
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4. PREGUNTAS E HIPÓTESIS 

La presente propuesta se basa en las premisas de una susceptibilidad diferencial de los 

camarones a compuestos nitrogenados respecto a la salinidad y a las mezclas que producen 

un efecto sinérgico, antagónico o aditivo, por lo que se pretende contribuir al conocimiento 

respondiendo la siguiente hipótesis: 

Las concentraciones de amonio, nitritos y nitratos serán más tóxicas en postlarvas que 

en juveniles de L. vannamei; además la toxicidad aguda de estos compuestos resultará ser 

mayor a medida que son expuestos a menores salinidades. Las mezclas de los tres 

compuestos nitrogenados (amonio-nitritos-nitratos)  producirán reacciones antagónicas, 

sinérgicas, aditivas y/o de potenciación en diferentes tiempos de exposición en ambientes 

de salinidades de 1 y 3 g/L. 

Al exponer a L. vannamei a moderadas y altas concentraciones de amonio, nitritos y 

nitratos solos y combinados en salinidades de 1 y 3 g/L, se espera que los efectos subletales 

se manifiesten a través de una reducción en la tasa de consumo de alimento, nado errático 

con movimientos descoordinados y lesiones en órganos y tejidos; las concentraciones de 

oxihemocianina mostrarán una disminución, y los niveles de  glucosa y lactato en la 

hemolinfa de juveniles de L. vannamei como indicadores de estrés, serán modificados por 

los niveles subletales de los tóxicos.  

Los niveles de seguridad para postlarvas y juveniles de L. vannamei en aguas de baja 

salinidad bajo condiciones de laboratorio, serán menores que las concentraciones 

establecidas para cultivos en aguas marinas (33-37 g/L) y salobres (10-33 g/L).  

Por tal motivo, en éste trabajo se plantean las siguientes preguntas de investigación: 

¿Cuál será la diferencia de toxicidad por amonio, nitritos y nitratos solos y combinados en 

postlarvas y juveniles de L. vannamei al exponerlas en de 1 y 3 g/L de salinidad? 

¿Habrá efectos antagónicos, sinérgicos, aditivos y/o potenciación en postlarvas y juveniles 

de L. vannamei cuando se presentan las combinaciones de los tres compuestos nitrogenados 

(amonio-nitritos-nitratos) en ambientes de baja salinidad (1 y 3 g/L)?  

¿Cuáles son los efectos subletales más evidentes y de que magnitud se presentan en 

postlarvas y juveniles de L. vannamei al exponerlos a diferentes concentraciones solas y 

combinadas de amonio, nitritos y nitratos; y cómo influye la toxicidad de los diferentes 
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compuestos nitrogenados en las concentraciones de iones, oxihemocianina, glucosa y 

lactato en la hemolinfa de los juveniles de L. vannamei? 

¿Bajo condiciones de laboratorio, cuáles son los niveles de seguridad de amonio, nitritos y 

nitratos para sistemas de cultivo de postlarvas y juveniles de L. vannamei en salinidades 

menores a 3 g/L? 
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5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo general 

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

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

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

exponerlos a diferentes concentraciones de los compuestos nitrogenados.     

5.2. Objetivos específicos 

 Evaluar la toxicidad aguda de nitritos en postlarvas de L. vannamei mediante la 

comparación de cuatro diferentes tratamientos influenciados por la alimentación y 

renovación de la solución en aguas de baja salinidad (3 g/L). 

 Evaluar la toxicidad aguda de amonio, nitritos y nitratos en postlarvas de L. 

vannamei (PL20) en aguas de baja salinidad (1 y 3 g/L). 

 Evaluar la toxicidad aguda de amonio, nitritos y nitratos en juveniles de L. 

vannamei (3 g) en aguas de baja salinidad (3 g/L). 

 Evaluar la toxicidad aguda de la mezcla amonio-nitritos-nitratos (1:1 y 1:1:1, 

unidades de toxicidad) en postlarvas y juveniles de L. vannamei,  y determinar si 

existe un efecto antagónico, sinérgico, aditivo o potenciación en ambientes de baja 

salinidad (1 y 3 g/L). 

 Evaluar la toxicidad aguda de la mezcla amonio-nitritos, amonio-nitratos y nitritos-

nitratos (1:1, unidades de toxicidad)  en postlarvas de L. vannamei,  y determinar si 

existe un efecto antagónico, sinérgico, aditivo o potenciación en ambientes de baja 

salinidad (3 g/L). 

 Evaluar la toxicidad aguda de la combinación-interacción de los compuestos 

nitrogenados (amonio-nitritos-nitratos) bajo diferentes escenarios de salinidad (1, 3 

y 25 g/L) en postlarvas y juveniles. 

 Determinar y cuantificar el efecto que causan las concentraciones letales y 

subletales de amonio, nitritos y nitratos sobre la tasa de consumo de alimento, 

movilidad y proceso de ecdisis en postlarvas y juveniles de L. vannamei  en 

ambientes de baja salinidad. 



Valencia-Castañeda, G.  2018
 

20 
 

 Determinar la tasa de crecimiento específico en juveniles de L. vannamei al 

exponerlo en el mediano plazo a diferentes concentraciones de amonio y nitritos 

solos y combinados en salinidad de 3 y 25 g/L. 

 Evaluar parámetros bioquímicos de juveniles de L. vannamei expuestos a 

concentraciones subletales de amonio, nitritos y nitratos, a partir de los  niveles de 

lactato, glucosa y oxihemocianina en la hemolinfa en el corto plazo (48 h).   

 Determinar cambios en algunos cationes (Na+, K+, Ca+2 y Mg+2) de la hemolinfa en 

juveniles  de L. vannamei al exponerlos a concentraciones subletales de amonio, 

nitritos y nitratos en el corto plazo (48 h).  

 Mediante los efectos de toxicidad aguda y subletales, proponer los niveles de 

seguridad de amonio, nitritos y nitratos para el cultivo de postlarvas y juveniles de 

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

Se realizaron una serie de pruebas para determinar la toxicidad de amonio, nitritos y 

nitratos en postlarvas y juveniles de L. vannamei (Anexo I), los cuales se llevaron a cabo en 

el módulo experimental Yum Kaax (YK) ubicado a  los 23° 12’ 10.81’’ latitud Norte  y 106° 

25’ 42.23’’ longitud Oeste,  en la Cd. de Mazatlán, Sinaloa. 

6.1. Caracterización química del agua de prueba 

El agua de mar utilizada para las diferentes pruebas fue obtenida de un laboratorio de 

producción comercial de larvas de camarón (Fitmar S.A de C.V.) que se ubica en  las 

playas del Camainero, Municipio de El Rosario, Sinaloa.  Esta agua es la misma que 

utilizan en las pilas, tanto para el llenado inicial como para los recambios que se practican 

durante el proceso de producción, se obtiene de una serie de puntas de pozo que consisten 

en tubos de PVC de 4” de diámetro y 7 m de largo, ranurados en el extremo inferior, 

ubicadas en la playa contigua al laboratorio y se bombea hacia un depósito adyacente al 

área de tratamiento del agua. En esta área, el agua se pasa por filtros rápidos de arena, de 

cartucho (10 y 5 μm) y de carbón activado, se trata con ozono y radiación ultravioleta, antes 

de entrar a las salas donde se realizan los cultivos larvarios, el agua pasa a través de bolsas 

filtrantes que tienen la capacidad de retener partículas de 5 y 1 μm de diámetro, con el fin 

de eliminar las partículas no retenidas en los sistemas de filtros anteriores. El agua dulce 

utilizada para reducir la salinidad, fue filtrada por medio de un sistema de filtro de lecho 

profundo, el cual consiste en capas de grava, zeolita, arena, arcilla y carbón activado, y 

cuenta además con un filtro de cartucho de 10 μm. Tanto al agua de mar como el agua 

dulce que se utilizó para las diferentes pruebas de toxicidad se les realizó una 

caracterización química la cual permitió descartar que la mortalidad de los organismos se 

pudiera deber a las concentraciones de amonio, nitritos y nitratos y no a otras sustancias 

tóxicas presentes en el agua. Cabe mencionar que el agua de mar utilizada para los 

experimentos fue almacenada en tanques de polietileno tipo rotoplas de 450 L, además se 

realizó una caracterización química de ambas aguas (mar y dulce) al inicio y final de las 

pruebas. Para determinar la salinidad se empleó un refractómetro marca ATAGO; para el 

pH y los sólidos disueltos totales (TDS) (a través de la conductividad eléctrica) se empleó 
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un potenciómetro pHTestr 1 y una sonda de conductividad OAKTON TDS5, 

respectivamente, los cuales fueron calibrados antes de cada medición con las soluciones 

correspondientes (buffer de pH de 4 y 7; solución de calibración de conductividad de 1423 

y 12880 µS/cm). 

A continuación se describen el principio de cada uno de los análisis que se realizaron 

a las aguas de prueba: 

6.1.1. Determinación de compuestos nitrogenados  

6.1.1.1. Amonio 

Principio: La determinación de amonio se basa en el método de Solórzano (1969). El 

método consiste en tratar las muestras de agua en un medio alcalino de citrato de 

hipoclorito de sodio y fenol, en presencia de nitroprusiato de sodio como catalizador. Se 

forma el compuesto azul de indofenol formado con el amoniaco y este se mide por su 

absorbancia a 640 nm. La precisión expresada como el coeficiente de variación para esta 

técnica fue de 1.2 %. 

6.1.1.2. Nitritos 

Principio: La determinación de nitritos se basa en el método colorimétrico descrito 

por Strickland y Parsons (1972) y Grasshoff et al. (1990), en el cual el nitrito presente en la 

muestra de agua se hace reaccionar con sulfanilamida en medio ácido, al compuesto que se 

forma se hace reaccionar con N-1-naftiletilendiamina (NED), y éste produce una coloración 

rosa debido al compuesto azo. Una vez producida la coloración se lee la absorbancia de la 

muestra a una longitud de onda de 543 nm. La precisión expresada como el coeficiente de 

variación para esta técnica fue de 0.9 %. 

6.1.1.3. Nitratos 

Principio: El método para la determinación de nitratos se basa en la reducción 

cuantitativa (90 a 95 %) de nitratos a nitritos en una columna de limaduras de cadmio 

cubiertas con cobre coloidal, en presencia de cloruro de amonio el cual produce un efecto 

buffer en la disolución y forma un complejo con el cadmio que ha sido oxidado durante la 

reducción del nitrato (Strickland y Parsons, 1972). La precisión expresada como el 

coeficiente de variación para esta técnica fue de 1.0 %. 
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6.1.2. Determinación de alcalinidad (método volumétrico) 

Principio: Los iones hidroxilo presentes en una muestra como resultado de la 

disociación o hidrólisis de los solutos reaccionan con la adición de un ácido estándar. Por lo 

tanto, la alcalinidad depende del pH usado en el punto final. Para tener la posibilidad de 

distinguir entre los tres tipos de alcalinidad, es decir, la debida a hidróxidos, carbonatos y 

bicarbonatos, se hace distinción entre dos tipos: la alcalinidad a la fenolftaleína y la 

alcalinidad al anaranjado de metilo. Ambas formas se determinan por titulación con un 

ácido mineral fuerte de concentración conocida (HCl 0.01 M) (Clesceri et al., 1989). La 

precisión expresada como el coeficiente de variación para esta técnica fue de 1.5 %. 

6.1.3. Determinación de iones mayoritarios  

6.1.3.1. Cloruros (método argentométrico) 

Principio: En una solución neutra o ligeramente alcalina, el cromato de potasio 

indica el punto final de la titulación de cloruros con nitrato de plata. El cloruro de plata es 

precipitado cuantitativamente antes de que se forme el cromato de plata y se vuelva rojo-

ladrillo (Clesceri et al., 1989). La precisión expresada como el coeficiente de variación para 

esta técnica fue de 0.6 %. 

6.1.3.2. Sulfatos (método turbidimétrico) 

Principio: El ion sulfato (SO4
2-) es precipitado en un medio ácido con cloruro de 

bario (BaCl2), para formar  cristales de sulfato de bario (BaSO4) de tamaño uniforme. La 

absorbancia de la luz de la suspensión de BaSO4 es medida por un fotómetro y la 

concentración de SO4
2- es determinada por la comparación de las lecturas con la curva 

estándar (Armienta et al., 1987). La precisión expresada como el coeficiente de variación 

para esta técnica fue de 2.1 %. 

6.1.3.3. Calcio (emisión de flama) 

Principio: La determinación de calcio se llevó a cabo mediante espectrofotometría de 

absorción atómica (AAS) empleando una flama de óxido nitroso-acetileno. Utilizando 

dicha flama la principal interferencia es causada por la ionización del mismo calcio. Esto es 

solucionando por la adición de uno o más elementos fácilmente ionizables tales como 

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

0.9 %.  

6.1.3.4. Magnesio (emisión de flama) 

Principio: La determinación de magnesio se lleva a cabo mediante 

espectrofotometría de absorción atómica (AAS) empleando una flama de óxido nitroso-

acetileno. Utilizando dicha flama no se presenta interferencia, por lo que no es necesario 

usar un supresor iónico. Se determinó a una longitud de onda de 258.2 nm (Clesceri et al., 

1989). La precisión expresada como el coeficiente de variación para esta técnica fue de 0.8 

%. 

6.1.3.5. Sodio (emisión de flama) 

Principio: Cantidades bajas de sodio pueden ser determinadas por fotometría de 

emisión de flama a una longitud de onda de 589 nm. La muestra es rociada en una flama de 

un gas y la excitación es llevada a cabo bajo condiciones cuidadosamente controladas y 

reproducibles. La intensidad de la luz a 589 nm es aproximadamente proporcional a la 

concentración del elemento (Clesceri et al., 1989). Debido a que el sodio es parcialmente 

ionizado en flama de aire-acetileno, para suprimir la ionización, se añade una solución de 

cloruro de potasio para dar una concentración final de 2000 µg/ml de potasio en todas las 

soluciones, incluyendo el blanco. La precisión expresada como el coeficiente de variación 

para esta técnica fue de 0.8 %. 

6.1.3.6. Potasio (emisión de flama) 

Principio: Cantidades bajas de potasio pueden ser determinadas ya sea por una 

lectura directa o por un tipo patrón estándar de fotometría de flama a una longitud de onda 

de 766.5 nm. Como el potasio es parcialmente ionizado en flama de aire-acetileno, para 

suprimir la ionización se añade nitrato de cesio (CsNO3) para dar una concentración final 

de 1000 µg/ml de cesio en todas las soluciones, incluyendo el blanco. El cesio debe ser 

usado para evitar la contaminación por potasio (Clesceri et al., 1989). La precisión 

expresada como el coeficiente de variación para esta técnica fue de 0.6 %. 
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6.1.4. Determinación de cobre, cadmio, hierro, manganeso, plomo, zinc, mercurio y 

arsénico por espectrofotometría de absorción atómica 

Principio: Este método consiste en la medición de las especies atómicas por su 

absorción a una longitud de onda particular. La especie atómica se logra por atomización de 

la muestra, siendo los distintos procedimientos utilizados para llegar al estado elemental del 

átomo lo que diferencia las técnicas y accesorios utilizados (Clesceri et al., 1989). La 

precisión expresada como el coeficiente de variación para la técnica de Cu, Fe, Mn, Pb, Zn, 

Hg y As fue de 1.2, 0.9, 1.0, 1.1, 0.8, 2.3 y 2.7 %, respectivamente. 

6.2. Transporte y aclimatación 

De acuerdo con APHA-AWWA-WPFC (1992), para garantizar la calidad de los 

métodos de pruebas de toxicidad se deben considerar todos los aspectos que puedan afectar 

la calidad de los datos. Estos incluyen los propios procedimientos de muestreo y la 

manipulación, la fuente y las condiciones de los organismos de prueba, y los 

procedimientos de prueba.  Se obtuvieron postlarvas de L. vannamei en edad de PL15 de un 

laboratorio de producción comercial de la región de reconocida calidad (FITMAR S. A. de 

C. V.), aclimatadas a una salinidad de 5±1 g/L, aproximadamente. Las postlarvas contaron 

con un certificado de salud sanitario que indica que están exentas de los virus IHHNV 

(virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa), TSV, WSSV, IMNV (virus 

mionecrosis infecciosa) y PvNv (Nodavirus), así como de las bacterias HPB y HMS. Para 

el transporte se colocaron en bolsas de plástico a las cuales se les proporcionó oxígeno y 

alimento y se llevaron en una hielera para mantener la temperatura durante el transporte 

(Vanegas et al., 2008). Una vez transportadas al módulo experimental Yum Kaax, se 

colocaron en tanques de 400 L previamente lavados y desinfectados con hipoclorito diluido 

(cloro comercial) que tuvieron agua a la salinidad y temperatura de transporte, donde 

posteriormente se evaluó la supervivencia (<98%). A partir de las 24 h después del 

transporte se inició la aclimatación de las postlarvas a las salinidades de 1 y 3 g/L con agua 

de mar diluida siguiendo los protocolos de Van Wyk et al. (1999). Una vez aclimatados a 

las salinidades deseadas se mantuvieron en periodo de adaptación al medio hasta la edad de 

PL20 (±48 h). Las postlarvas fueron alimentadas diariamente al 10 % de su biomasa total 

con alimento comercial para postlarvas (S-Pak 2/5, INVE Aquaculture, 40 % de proteína, 6 
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% lípidos y 3 % fibra) y se realizaron recambios de agua diarios del 50 % para evitar la 

acumulación de compuestos nitrogenados hasta PL20; para determinar la calidad de las 

postlarvas se realizó una prueba de estrés de salinidad, la cual consistió en someter 200 

organismos a 35 g/L de salinidad durante 30 minutos y después llevarlos a la salinidad a la 

que se encontraban originalmente, se dejaron transcurrir otros 30 minutos para después 

contar las postlarvas vivas y muertas; el % de mortalidad fue menor del 10%, por lo tanto, 

los organismos mostraron una excelente calidad (Rojas et al., 2005).  

Para el caso de los juveniles, estos se obtuvieron de una granja comercial (Nueva 

Generación) de camarón cultivados en baja salinidad y que contaban con organismos de 

aproximadamente 3 g y que su ubicación fue cerca a las instalaciones del YK para reducir 

estrés en los organismos durante su captura y transporte. Los organismos contaron de la 

misma manera que las postlarvas con un certificado de salud libre de los patógenos 

anteriormente mencionados y fueron transportados al módulo experimental en bidones de 

50 L y con saturación de oxígeno. En el módulo experimental, los juveniles se colocaron en 

tanques de 400 L a la salinidad inicial a la que se encontraban. En dichos tanques, los 

organismos se mantuvieron por 5 días, tiempo en que se aclimataron a la salinidad de 1 y 3 

g/L. Durante este tiempo se realizaron recambios de agua diarios del 50 % para evitar 

acumulación de compuestos nitrogenados y se alimentaron 3 veces al día con alimento 

comercial para camarón Provimi de la compañía Animalnutri México S.A. de C. V. (40 % 

de proteína, 5 % grasa, 5 % fibra, 13.5 % cenizas, 12.0 % humedad y 24.5 % E.L.N.). 

Solamente los camarones juveniles en fase de intermuda fueron seleccionados para las 

diferentes pruebas. La etapa de muda fue determinada mediante la observación de los 

urópodos  (Wassenberg y Hill, 1984). 

Durante el proceso de  la aclimatación y pruebas de toxicidad de postlarvas y 

juveniles, se mantuvieron a una temperatura de aproximadamente 28±1 °C con periodos de 

día (luz) - noche (oscuridad) de 12 h (Saoud et al., 2003). Diariamente se monitorearon las 

variables físico-químicas, para medir el oxígeno disuelto y la temperatura se utilizó un 

oxímetro YSI DO 200, mientras que para el pH y los sólidos disueltos totales (TDS) (a 

través de la conductividad eléctrica) se empleó un potenciómetro pHTestr 1 y una sonda de 

conductividad OAKTON TDS5, respectivamente.  
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6.3. Pruebas de toxicidad 

Los experimentos de toxicidad aguda se llevaron a cabo con 8 concentraciones 

diferentes y con un testigo para cada compuesto tóxico (amonio, nitritos y nitratos), y en 

cada una de las salinidades (1 y 3 g/L), tanto en postlarvas y juveniles. Las pruebas con 

cada concentración y su control se realizaron por triplicado en todos los casos (30 

organismos por batería de triplicado). Para que las pruebas puedan considerarse aceptables 

es necesario contar con controles que no contengan el tóxico (0 mg/L) y  que al finalizar las 

pruebas se observen supervivencias superiores al 90 %, de esta manera se determina si la 

muerte de los organismos fue a causa del tóxico o por otro agente (APHA, 1992). Las 

pruebas se llevaron a cabo de acuerdo con el método estático con renovación, en el cual las 

soluciones del tóxico se renuevan diariamente (Buikema et al., 1982). Se tomaron muestras 

de las soluciones antes y después de los recambios para determinar analíticamente la 

concentración del compuesto tóxico de prueba (Vanegas et al., 2008). Todos los recipientes 

utilizados para las pruebas de toxicidad contaron con sistema de aireación constante por 

medio de un soplador durante las 96 h. Cada 24 h se cuantificó la concentración del tóxico 

en el agua contenida en los recipientes por medio del método de colorimetría 

correspondiente (Solórzano, 1969; Strickland y Parsons, 1972; Grasshoff et al., 1990). 

6.3.1.  Prueba para comparar cuatro diferentes métodos para evaluar la toxicidad 

aguda de nitritos en postlarvas L. vannamei 

Esta prueba de toxicidad se realizó por triplicado en recipientes de PET (Tereftalato 

de polietileno) de 1 L previamente lavados y desinfectados (con hipoclorito de sodio) que 

contenían 500 ml de agua de mar diluida a la salinidad de 3 g/L y la concentración 

correspondiente del tóxico, se colocaron en cada recipiente grupos de 10 postlarvas (PL18) 

previamente pesadas en una balanza analítica SHIMADZU TX223L (precisión de 0.1 mg). 

La solución madre de N-NO2
- se preparó disolviendo 12.321 g de NaNO2

- en 1 L de 

agua mili-Q (2500 mg/L de N-NO2
-). Las concentraciones nominales de N-NO2 

seleccionadas fueron 0 (control), 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20, 25 y 35 mg/L, y se alcanzaron 

mediante la adición de volúmenes adecuados de la solución madre a la solución de prueba. 

Las concentraciones de N-NO2
- en las soluciones de prueba se determinaron analíticamente 

cada 24 h usando un método estándar (Strickland y Parsons, 1972; APHA, 1989). La 
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precisión de las medidas expresadas como coeficiente de variación fue inferior al 3.5 %. La 

prueba de toxicidad consistió en cuatro tratamientos experimentales con sus respectivas 

concentraciones, controles y triplicados; los tratamientos T1 y T4 se desarrollaron con el 

método estático, mientras que T2 y T3 incluyeron renovación diaria de la solución (100 %) 

de la solución de nitrito (estática con el método de renovación). Durante el experimento, los 

camarones de los tratamientos T1 y T3 no fueron alimentados, mientras que T4 y T2 fueron 

alimentados.  

Durante las pruebas de aclimatación y toxicidad, los organismos se mantuvieron a 

una temperatura de 26.1±0.2 °C, 6.5±0.3 mg/L de oxígeno disuelto y un pH de 8.2±0.2. La 

supervivencia se verificó cada 24 h durante 96 h. Se asumió la muerte cuando los 

camarones estaban inmóviles y no mostraron respuesta cuando se tocaron con una varilla 

de vidrio. Los camarones muertos fueron retirados diariamente de los contenedores. 

Un problema en el cálculo de la CL50 es identificar la concentración a la cual los 

organismos están expuestos. Esto es debido a que los tóxicos como el nitrógeno en sus 

distintos compuestos pueden ser alterados en sus concentraciones a través del tiempo de 

exposición. La CL50 se calculó utilizando las concentraciones de N-NO2
-
 con tres 

procedimientos: (i) con los medidos en el período inicial (0 h) de exposición al camarón, 

que fue consistentemente similar o igual a la concentración nominal preparada a partir de la 

solución madre; convencionalmente, este procedimiento es usualmente el más usado; (ii) 

con los niveles de N-NO2
- cuantificados después de cada 24 h de exposición (24, 48, 72 y 

96 h); y (iii) con los valores medios entre la CL50 obtenida a partir de la concentración 

inicial (o nominal) de N-NO2
- y la CL50 de los obtenidos a partir de las mediciones cada 24 

h. Se supone que este último procedimiento corresponde más con los niveles de exposición 

reales, o al menos es el más representativo. 

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

postlarvas 

Las pruebas de toxicidad aguda en postlarvas de L. vannamei se llevaron a cabo en 

recipientes de PET de 1 L previamente lavados y desinfectados (con hipoclorito de sodio) 

que contenían 500 ml de agua de mar diluida a las salinidades requeridas (1 y 3 g/L) y la 

concentración correspondiente del tóxico, se colocaron en cada recipiente grupos de 10 
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postlarvas previamente pesadas en una balanza analítica SHIMADZU TX223L (precisión 

de 0.1 mg).  

Las concentraciones de amonio, nitritos y nitratos fueron elegidas a partir de corridas 

preliminares para conocer el intervalo de toxicidad (Vanegas et al., 2008) y los trabajos de 

diferentes autores. Para la prueba de amonio, las concentraciones utilizadas para una 

salinidad de 1 y 3 g/L  fueron  0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 mg de NAT/L, y 0, 10, 20, 

25, 30, 35, 40, 45 y 50  mg de NAT/L, respectivamente (Frías-Espericueta et al., 1999;  Lin 

y Chen, 2001; Schuler et al., 2010); para la preparación de las soluciones se utilizó cloruro 

de amonio (NH4Cl). En el caso de los nitritos, las concentraciones establecidas para la 

salinidad de 1 g/L fueron 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20, 25, y 35 mg N-NO2
-/L, y para la 

salinidad de 3 g/L fueron 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 25, 35 y 45 mg N-NO2
-/L, utilizando el 

reactivo nitrito de sodio (NaNO2) (Gross et al., 2004; Schuler et al,. 2010). Para las pruebas 

de toxicidad de nitratos las concentraciones fueron 0, 50, 100, 200, 400, 500, 600, 700 y 

800 mg de N-NO3
-/L y 0, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400 y 1600  mg de N-NO3

-/L 

para las salinidades de 1 y 3 g/L, respectivamente; la solución utilizada se preparó con 

nitrato de sodio (NaNO3) (Lee y Wickins, 1997; Romano y Zeng, 2009a; Kuhn et al., 

2010).  

 Las pruebas de toxicidad aguda tuvieron una duración de 96 h, durante este tiempo 

se realizaron observaciones cada 12 h, con la ayuda de una vara de vidrio se determinó si 

los organismos estaban vivos o muertos, se efectuaron recambios de agua cada 24 h de 

acuerdo al método estático con renovación para pruebas de toxicidad (Buikema et al., 

1982) y se alimentaron 2 veces al día con alimento comercial para postlarvas (S-Pak 2/5, 

INVE Aquaculture). 

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

juveniles  

Para las pruebas de toxicidad en juveniles se utilizaron recipientes de polietileno de 

20 L previamente lavados y desinfectados con hipoclorito de sodio diluido, los cuales 

contenían 10 L de agua a las salinidades correspondientes (1 y 3 g/L) y la concentración del 

tóxico correspondiente, la cual fue suministrada directamente en el agua, donde se 

colocaron grupos de 10 organismos en cada recipiente (densidad 142.9 organismos/m2). 
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Los grupos de organismos fueron pesados con una balanza analítica SHIMADZU TX223L 

(precisión de 0.1 mg) antes de transferirlos a los recipientes de experimentación. En cuanto 

a las concentraciones de prueba, estas fueron elegidas a partir de pruebas preliminares 

usadas en diferentes estudios con L. vannamei y otras especies de peneidos.  Para la prueba 

de amonio, las concentraciones fueron 0, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120 y 150 mg NAT/L con 

la solución de  cloruro de amonio (NH4Cl) (Chen et al., 1990a, 1990b; Frías- Espericueta et 

al., 1999). Para nitritos las concentraciones fueron 0, 10, 20, 30, 40, 50, 70, 90 y 100 mg N- 

NO2/L con nitrito de sodio (NaNO2) (Chen y Chen, 1992a; 1992b; Lin y Chen, 2003; Gross 

et al., 2004 y Schuler et al., 2010). Para las pruebas de nitratos las concentraciones fueron 

0, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1500 y 1800 mg N-NO3
-/L preparadas con nitrato de 

sodio (NaNO3) (Kuhn et al., 2010; Romano y Zeng, 2009a). De la misma manera que en las 

pruebas de toxicidad con postlarvas se realizaron observaciones cada 12 h utilizando una 

vara de vidrio hasta finalizaron las 96 h de prueba. Cada 24 h se efectuaron recambios 

totales de agua con las concentraciones del tóxico correspondiente (Buikema et al., 1982) y 

los organismos fueron alimentados 2 veces al día con alimento comercial para camarón 

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

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

postlarvas y juveniles 

Después de realizar las pruebas de toxicidad por separado de amonio, nitritos y 

nitratos  tanto en postlarvas y juveniles de L. vannamei, se procedió a realizar pruebas 

combinadas de estos tres compuestos nitrogenados (amonio-nitritos-nitratos) para 

determinar si existe un efecto sinérgico, antagónico, aditivo y/o potencial considerando una 

razón de toxicidad (RT) de 1:1:1 y 1:1, donde las concentraciones de amonio, nitritos y 

nitratos dependieron de la CL50 individual a las 96 h. De acuerdo a la fórmula descrita por 

Lloyd (1961), Chen y Chin (1988b), Vanegas et al. (1997) y Frías-Espericueta (2002) se 

calcularon tanto la razón de toxicidad como las unidades tóxicas, si en un ensayo se observa 

una respuesta mayor que la esperada de los organismos cuando éstos son expuestos a una 

unidad tóxica (UT) menor a 1, el tipo de interacción de los componentes es sinérgico, 

cuando es igual a 1 UT es estrictamente aditiva, y si no se observan respuestas o éstas son 

menores que la esperada cuando la UT es mayor a 1, el efecto es antagónico. Considerando 
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que un efecto aditivo es muy estricto por su valor igual a 1, en este trabajo se consideró 

como efecto aditivo aquel valor de UT50 de un tiempo determinado que fuera igual o 

cercano a 1 en el intervalo de los límites superior e superior. Las pruebas se realizaron con 

postlarvas PL20 a salinidades de 1, y 3 g/L; y en juveniles de 3 g a una salinidad de 3 g/L. 

Al igual que las pruebas anteriores, éstas se llevaron a cabo por el método estático con 

renovación por 96 h. Cada concentración de prueba combinada que se realizó se llevó a 

cabo por triplicado, además se contó con una batería como control que estuvo libre de los 

tóxicos. Tanto las postlarvas y juveniles de L. vannamei que se utilizaron para estas pruebas 

fueron transportadas y aclimatadas de la misma manera que en las pruebas de toxicidad 

letal aguda individuales para después transferir grupos de 10 organismos a cada uno de los 

recipientes que contenían el agua de mar diluida y las concentraciones de los tóxicos. Los 

recipientes contaron con sistema de aireación constante, cada 12 h se realizaron 

observaciones y se alimentó a los organismos 2 veces al día hasta finalizar la prueba (96 h).  

Para poder comparar los efectos de las mezclas de compuestos nitrogenados en aguas 

de baja salinidad con los efectos en ambientes de aguas marinas, se realizó una prueba 

combinada (amonio-nitritos-nitratos) en postlarvas y juveniles en agua de mar diluida (25 

g/L); tanto la razón de toxicidad como las unidades tóxicas fueron calculadas de acuerdo a 

las CL50 individuales de amonio, nitritos y nitratos estimadas en las pruebas individuales 

para postlarvas y juveniles de L. vannamei a una salinidad de 3 g/L. Las pruebas de 

toxicidad aguda de mezclas en agua de mar diluida (25 g/L) con postlarvas y juveniles 

fueron desarrolladas de la misma manera que las desarrolladas en ambientes de baja 

salinidad (1 y 3 g/L).  

6.3.5. Pruebas de toxicidad subletal de amonio, nitritos y nitratos en el corto plazo (48 

horas) en juveniles de L. vannamei  

Para poder identificar los efectos (niveles de lactato, glucosa, oxihemocianina) que 

causan concentraciones subletales de amonio, nitritos y nitratos por separado en los 

organismos, se procedió a realizar pruebas de 48 h. Las concentraciones de exposición de 

cada compuesto nitrogenado se eligieron a partir de los resultados de las pruebas por 

separado de toxicidad letal aguda a 96 h en juveniles, es decir, se utilizó el 0, 10, 25 y 50 % 

del valor de la CL50 de cada tóxico por separado (Sprage, 1971; Frías-Espericueta et al., 
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2008; Mariño-Balsa et al., 2000; Bautista-Covarrubias et al., 2014). Estas pruebas se 

llevaron a cabo con juveniles de L. vannamei (3 g) previamente aclimatados a una salinidad 

de 3 g/L, los cuales se transfirieron en grupos de 20 camarones a acuarios que contenían 80 

L de agua de mar diluida con agua dulce filtrada (densidad 100 organismos/m2), cada uno 

de los recipientes contenían un difusor de aire. Por triplicado se manejaron las 

concentraciones del tóxico (amonio, nitritos y nitratos) y como control se tuvo una batería 

por triplicado que estaba libre del tóxico (0 % del valor de la CL50). Esta prueba se llevó a 

cabo por el método estático sin renovación, 24 h antes de iniciar la prueba y durante el 

desarrollo de la misma, los organismos no se alimentaron (Cheng y Chen, 1998; Lee y 

Chen, 2003; Cheng et al., 2013). Una vez expuestos los organismos a las diferentes 

concentraciones del tóxico, se tomaron 3 organismos de cada réplica a las 6, 12, 24 y 48 h 

para extraer hemolinfa para los análisis correspondientes (oxihemocianina, glucosa, lactato 

e iones). 

6.3.6. Pruebas de toxicidad subcrónica de amonio y nitritos solos y combinados en el 

mediano plazo (28 días) en juveniles de L. vannamei  

Se procedió a realizar pruebas por separado y en combinación de amonio y nitritos en 

el mediano plazo (28 días) con juveniles de L. vannamei. Las concentraciones de 

exposición de casa compuesto nitrogenado se eligieron a partir de los resultados de las 

pruebas por separado de toxicidad letal aguda a 96 h en juveniles, es decir, se utilizaron 3 

diferentes porcentajes (0, 5 y 10%) del valor de la CL50 de cada tóxico por separado 

(Sprage, 1971; Mariño-Balsa et al., 2000; Frías-Espericueta et al., 2008; Bautista-

Covarrubias et al., 2014). Estas pruebas se llevaron a cabo con juveniles de L. vannamei (3 

g aprox.) previamente aclimatados a una salinidad de 3 g/L, los cuales se transfirieron en 

grupos de 20 camarones a acuarios que contenían 80 L de agua de mar diluida con agua 

dulce filtrada (densidad 100 organismos/m2), cada uno de los contenedores contó con un 

filtro mecánico que sirvió para remover materia orgánica mismo que era cambiado cada 5 

días, así también, cada contenedor tenía un difusor de aire. Las diferentes concentraciones 

del tóxico (amonio y nitritos) se manejaron por triplicado y como control se contó con una  

batería por cada prueba a la salinidad de 3 g/L que estuvo libre del tóxico. Para poder 

comparar los efectos a evaluar en camarones expuestos solos y combinados con amonio y 



Valencia-Castañeda, G.  2018
 

33 
 

nitritos en ambientes de baja salinidad con los de aguas marinas, se realizó una pruebas 

bajo las mismas condiciones que en agua de baja salinidad; sin embargo, la salinidad de 

estas prueba fue a 25 g/L y los camarones utilizados fueron obtenidos de una granja 

comercial cultivados a 28 g/L de salinidad. Las pérdidas de agua por evaporación en los 

recipientes durante el desarrollo de las pruebas fueron recuperadas con agua de mar diluida 

a la salinidad correspondiente, la cual contenía la concentración del compuesto nitrogenado 

que se adicionó al inicio de la prueba, así también, se realizaron diariamente recambios de 

agua del 30 % con la concentración del tóxico correspondiente. Se realizó un monitoreo de 

la calidad del agua, la cual incluía: temperatura, oxígeno disuelto, pH, conductividad en el 

agua/salinidad, amonio, nitritos y nitratos.  

Diariamente se revisaron los organismos para anotar señales clínicas que indicaban 

alguna desviación de su estado de salud, tales como cambios de coloración, anorexia, 

letargia, etc. Los camarones fueron alimentados dos veces al día con alimento comercial 

Camaronina de la compañía Purina México S.A. de C. V., y cada semana se realizaron 

biometrías y la ración de alimento se ajustó en consecuencia. Para determinar la tasa de 

crecimiento (GR) se calculó con la fórmula (Araneda et al., 2008): GR= (Wf- Wi) / t;  

dónde: Wf = peso final, Wi = peso inicial; t = tiempo. 

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

hemolinfa  

La medición de indicadores de estrés en la hemolinfa solo se llevó a cabo en las 

pruebas de toxicidad subletal con juveniles, debido a que es factible y más fácil obtener el 

volumen de hemolinfa requerido para dichos análisis. Se obtuvieron aproximadamente 100 

µL de hemolinfa que se extrajeron del seno ventrolateral del abdomen con ayuda de una 

jeringa desechable hipodérmica con aguja ultrafina de 29G x 13 mm previamente 

enjuagada con una solución salina isotónica (Mendoza, 1992). La aguja se insertó 

suavemente a través de la membrana artrodial del quinto pleopodo, para tener acceso al 

seno. Para la determinación de oxihemociana se tomaron 10 µL que fueron diluidos en 990 

µL de agua destilada para hacer la lectura a una longitud de onda de 335 nm. Utilizando el  

coeficiente de extinción EmM de 17.26, se calculó la concentración de oxihemocianina (Hc= 
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(Abs/17.36)*FD; dónde: Hc= concentración de hemocianina; Abs= absorbancia; FD= 

factor de dilución) (Nickerson y Van Holde, 1971; Chen et al., 1994).  

Se utilizaron kits comerciales, para la determinación de la glucosa (glucosa oxidasa–

peroxidasa, Merck), y lactato (lactato oxidasa-peroxidasa, Sigma); del total de hemolinfa 

extraída se tomaron 50 µL que fueron diluidos con 100 µL de solución isotónica (SIC-

EDTA), las muestras se centrifugaron a 800 g por 3 min a 4 °C para después leer a 

diferentes longitudes de onda con los kit comerciales. El método se basa en utilizar un 

reactivo cromógeno que se adiciona al plasma para después medir la absorbancia en un 

equipo de espectrofotometría (lector de microplacas), Multiskan FC, Thermo Fisher 

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

6.5. Medición de iones Na
+
, K

+
, Ca

+
 y Mg

+2
 en la hemolinfa 

En las mismas pruebas subletales con juveniles, fueron extraídos 150 µL de 

hemolinfa con una jeringa desechable hipodérmica con aguja ultrafina de 29G x 13 mm la 

cual fue enjuagada previamente con una solución isotónica. Aproximadamente 100 µL fue 

utilizada para las mediciones de iones (Ca+2, Mg+2, Na+ y K+). Las muestras de hemolinfa 

fueron colocadas en vasos de teflón que contenían 3 mL de ácido nítrico concentrado 

(HNO3) grado trace metals (J.T. Baker) para después ser llevados a digestión en una 

plancha de arena a una temperatura de 120 °C por 3 h. Una vez realizadas las digestiones, 

las muestras fueron aforadas con agua Mili-Q a un volumen de 10 mL, aproximadamente. 

Para la determinación de los iones se utilizó un espectrofotómetro de absorción atómica 

Varian modelo SpectrAA220 (técnica por emisión de flama). Para determinar la exactitud y 

precisión del método se analizaron blancos y material de referencia (NIST en tejido blando 

de ostión). Para Na+, K+, Ca+ y Mg+2, los porcentajes promedios de recuperación fueron 

97.5±2.6, 94.2±2.6, 104.7±2.2 y 93.7±1.7 %, respetivamente. Las diferentes 

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

6.6. Niveles de seguridad de amonio, nitritos y nitratos para postlarvas y juveniles de 

L. vannamei 

Después de determinar la concentración letal media de amonio, nitritos y nitratos 

solos y combinados en postlarvas y juveniles de L. vannamei y con base en las pruebas de 
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toxicidad agudas letales y subletales bajo condiciones de laboratorio, se establecieron los 

niveles de seguridad, que son valores inferiores a la concentración letal media. De acuerdo 

a Sprague (1971) el nivel de seguridad es la concentración de un contaminante que a largo 

plazo no tiene un efecto adverso sobre los organismos, y puede ser obtenido multiplicando 

el valor de la CL50-96 h por un factor de aplicación de 0.1; aunque el factor de aplicación es 

usado a juicio de los investigadores debido a que los efectos adversos son percibidos de 

distinta manera. Por ejemplo, Frías-Espericueta et al. (2008) propone un factor de 

aplicación de 0.005, mientras que Mariño-Balsa et al. (2000) propone de 0.01. El factor de 

aplicación utilizado en esta investigación fue de 0.05, factor establecido a partir de los 

resultados obtenidos de las pruebas letales, subletales y subcrónicas de cada uno de los 

compuestos nitrogenados a los cuales fueron expuestos los organismos.  

Para las pruebas de toxicidad de amonio, las concentraciones fueron expresadas como 

mg/L de  NAT y las de N-NH3/L se calcularon de acuerdo a la salinidad, pH, y temperatura 

del agua (Bower y Bidwell, 1978; Soderberg y Meade, 1991; Millero, 2006).  

6.7. Análisis de los datos 

Para determinar las concentraciones letales medias de amonio, nitritos y nitratos se 

hicieron mediante un programa de cómputo diseñado para ello y que utiliza modelos Probit. 

Este programa genera una línea de ajuste óptima entre el logaritmo de las concentraciones 

probadas y el porcentaje de mortalidad o mortalidad Probit, y al mismo tiempo calcula la 

concentración letal media (CL50) para un tiempo determinado (24, 48, 72 y 96 h de 

exposición al tóxico), así como la normalidad y los límites de confianza de los datos al 95 

% (Finney, 1971). Para establecer diferencias significativas entre las CL50 a salinidades de 

1 y 3 g/L (p >0.05), se llevó a cabo una prueba de comparación entre estas (prueba z) por el 

método propuesto por APHA (1992). 

Para determinar si existen diferencias significativas entre los indicadores de estrés, 

iones en la hemolinfa, supervivencia y crecimiento en los diferentes tratamientos de cada 

una de las pruebas se compararon los valores medios mediante una prueba de análisis de 

varianza (ANOVA) de una vía o su equivalente no paramétrico (Kruskal-Wallis) y en caso 

de encontrar diferencias (p <0.05) se procedió a realizar una prueba de comparación 

múltiple de medias; esto mismo fue aplicado para determinar diferencias significativas 
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entre los valores de CL50 en el mismo tiempo de exposición pero diferentes salinidades (1, 

3 y 25 g/L). En el caso de los valores promedios de porcentajes de supervivencia se les 

realizó una transformación a valores de la raíz cuadrada de arco-seno  antes de realizar las 

comparaciones debido a que los datos de porcentajes tienden a no tener una distribución 

normal (Zar, 1984). 
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7. RESULTADOS 

7.1. Características químicas de las aguas de prueba  

En la Tabla 1 se muestran las características químicas del agua de mar y agua dulce 

filtrada que fueron utilizadas para las diferentes pruebas de toxicidad, se realizó una 

caracterización química al inicio y final de las pruebas. El agua de mar presentó una 

salinidad de 33 g/L al inicio y final de las pruebas de toxicidad. El agua dulce registró al 

inicio y final de las pruebas una salinidad de 0.182 y 0.175 mg/L, respectivamente. Los 

niveles de metales analizados en ambas aguas y diferentes periodos de pruebas estuvieron 

dentro de las concentraciones típicas y de seguridad máxima en aguas dulces y de mar 

destinados al cultivo de organismos acuáticos (Frías-Espericueta et al., 2001; Boyd, 2009). 

En cuanto a los iones mayoritarios en el agua de mar, los niveles fueron muy similares a los 

típicos registrados para una salinidad de 33 g/L (Millero, 2006), y en el agua dulce las 

concentraciones de mayoritarios estuvieron por arriba de la concentración teórica de un 

agua de mar diluida a la misma salinidad (Boyd y Thunjai, 2003; Roy et al., 2010).  

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

 Inicio Final 
Variable Agua de mar 

filtrada 
Agua dulce 

filtrada 
Agua de mar 

filtrada 
Agua dulce 

filtrada 
Salinidad (g/L) 33 0.182 33 0.175 
Potasio (mg/L) 429.1 (372.9) 6.8 (2.05) 445.2 (372.9) 6.5  (1.97) 
Sodio (mg/L) 11 224.0 (10117.8) 43.6 (55.80) 10 805.0 (10117.8) 39.8 (53.66) 
Calcio (mg/L) 345.4 (386.1) 47.4 (2.13) 380.8 (386.1) 44.5 (2.04) 
Magnesio (mg/L) 1 439.1 (1204.5) 13.9 (6.64) 1415.6 (1204.5) 14.1 (6.39) 
Mercurio (µg/L) 0.314 0.015 0.321 0.009 
Cobre (µg/L) 15 33 11 35 
Zinc (µg/L) 4 1 5 1 
Plomo (µg/L) * * * * 
Cadmio (µg/L) * * * * 
Hierro (µg/L) * * * * 
N-NO2 

-
 (mg/L) 0.002 0.002 0.002 0.003 

N-NO3
-(mg/L)  0.903 10.73 0.885 11.2 

NAT (mg/L) 0.024 0.006 0.020 0.004 
* Por debajo del límite de detección (plomo <0.089 µg/L; cadmio <0.017 µg/L; hierro <0.034 µg/L) 
( ) Concentraciones teóricas de iones en un agua de mar diluida a la salinidad correspondiente 
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Las concentraciones de nutrientes en el agua de mar y dulce (NAT, N-NO2
- y N-NO3) 

en los ambos periodos de pruebas (inicio y final) estuvieron por debajo de las 

concentraciones seguras para el cultivo de L. vannamei (Van Wyk y Scarpa, 1999; Frias-

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

7.2. Comparación de cuatro métodos para evaluar la toxicidad letal aguda de nitritos 

en postlarvas L. vannamei  

Las diferencias en las concentraciones de N-NO2
- para los cuatro tratamientos entre 

los niveles reales medidos al inicio y las concentraciones nominales fueron mínimas entre 

el 0.5 y 0.9 % de los niveles seleccionados. Durante el desarrollo de las pruebas, las 

concentraciones de N-NO2
- medidas cada 24 h en los dos tratamientos estáticos con 

renovación, T2 (alimentación) y T3 (sin alimentación) estuvieron dentro del 5 % de las 

concentraciones nominales, que son aceptables para las pruebas de toxicidad aguda 

(Buikema et al., 1982). Sin embargo, en los tratamientos estáticos T4 y T1, las 

concentraciones de N-NO2 se modificaron significativamente durante el período de prueba; 

la concentración inicial en relación con la concentración final (96 h) de N-NO2
- en T4 y T1 

se redujo 56.3 y 40.3 %, respectivamente. Claramente, esto indica que en las pruebas 

estáticas los niveles de N-NO2
- disminuyen significativamente, siendo más evidente cuando 

los camarones son alimentados. Esta reducción de los nitritos podría estar relacionada con 

la captura del camarón y acumulación en la hemolinfa y en otros tejidos de nitritos como lo 

han demostrado Chen y Chen (1992a,1992b) en P. monodon y P. japonicus. 

Otro punto que puede ser relevante durante el desarrollo de las pruebas es el amonio, 

que es un compuesto altamente tóxico. Es evidente que los camarones que no fueron 

alimentados probablemente estuvieron expuestos a niveles más bajos de amonio en 

comparación con el grupo de camarones que fueron alimentados. Además, los niveles de 

amonio deberían verse afectados por la renovación de la solución; la renovación reduce el 

amonio y el método estático acumula el amonio generado por la excreción del camarón 

(Chen y Chen, 1997). Zhang et al. (2009) encontraron en juveniles de L. vannamei en agua 

de baja salinidad (5 g/L) que la tasa de excreción de amonio fue de 0.05 μmol de NAT g/h. 

Teniendo en cuenta que dicha tasa de excreción es similar para PL18 (30 mg), entonces, 10 

PL generarían apenas 5 μg de NAT por 24 h. Esto indica la baja magnitud del amonio que 



Valencia-Castañeda, G.  2018
 

39 
 

podría excretarse por PL´s. Además, Boyd (1990) indica que la aireación es uno de los 

mejores métodos para oxidar el amonio a nitrato y para volatilizar el amonio. Por lo tanto, 

por la aireación continua se supone aquí que los niveles de amonio fueron insignificantes. 

Durante la prueba de los cuatro tratamientos, se monitoreó el pH cada 12 h, se encontró que 

los valores se mantuvieron entre 8.1 y 8.3; valores que están dentro del rango recomendado 

para L. vannamei (Bardach et al., 1986). La acumulación de nitritos en la hemolinfa en 

función del pH ha sido estudiada por Chen y Cheng (2000) en P. monodon, encontrando 

que el nitrito en pH de 6.8 se incorpora más fácilmente en comparación con el pH de 8.2 y 

9.8. Dichos resultados son difíciles de extrapolar a L. vannamei, por lo que esto revela la 

necesidad de desarrollar futuros estudios sobre la influencia del pH en la toxicidad de los 

nitritos. 

Los porcentajes de mortalidad en los grupos control fueron diferentes en cada uno de 

los cuatro tratamientos: 6.6, 0.0, 23.3 y 3.3 % para T1, T2, T3 y T4, respectivamente. 

Considerando que para la validación de las pruebas de toxicidad, es necesario que la 

mortalidad en los controles permanezca por debajo del 10 % (Buikema et al., 1982), esta 

afirmación debe rechazarse en el tratamiento T3. En los tratamientos T1 y T3 donde los 

organismos no se alimentaron durante la exposición a nitritos, se observó canibalismo en 

concentraciones inferiores a 5 mg/L de N-NO2
-; en T3, el canibalismo fue más evidente, lo 

que explica la mortalidad registrada del 23.3 %. A partir de estos resultados, cuando el 

tratamiento implica renovación estática y sin alimentación, está claro que este tipo de 

pruebas con camarones no son favorables, debido a su comportamiento de alimentación y 

de agresión.   

En Figura 1 se presenta la CL50 de N-NO2
- a las 24, 48, 72 y 96 h para las postlarvas 

de L. vannamei calculadas con las concentraciones determinadas a 0 y cada 24 h para los 

cuatro tratamientos. La CL50 de N-NO2
- a las 96 h calculada con las concentraciones 

iniciales (0 h) para cada uno de los tratamientos fue de 5.28±0.13, 6.67±0.22, 4.93±0.41 y 

4.32±0.14 mg/L, en T1, T2, T3 y T4, respectivamente. 
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Figura 1. Valores medios de CL50 (±desviación estándar) de N-NO2
- (mg/L) para 

postlarvas de L. vannamei estimadas con las concentraciones iniciales de nitritos (0 h, 
barras sin relleno) y determinadas cada 24 h (barras grises) en las diferentes soluciones de 
prueba. Diferentes letras en cada tratamiento indican diferencias significativas (p <0.05) 
entre CL50. Las letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas (p <0.05) 
entre la CL50 de cada tratamiento calculada con la concentración inicial (nominal). T1 
(estática + sin alimentación); T2 (estática con renovación + alimentación); T3 (estática con 
renovación + no alimentación) y T4 (estática + alimentación). 

La CL50 de N-NO2
- a las 96 h calculadas con las concentraciones determinadas cada 

24 h en los tratamientos indicados fueron de 2.32±0.10, 6.57±0.28, 4.76±0.35 y 3.61±0.27 

mg/L para T1, T2, T3 y T4, respectivamente. A las 96 h de exposición, hubo una diferencia 

significativa (p <0.05) entre la CL50 de N-NO2
- calculada con los niveles de nitritos 

cuantificados inicialmente (o nominal) y los medidos cada 24 h en T1 y T4. Por el 

contrario, no hubo diferencias significativas (p >0.05) para el T2 y T3. Esto indica que la 

alimentación modifica la concentración inicial del tóxico, y por lo tanto puede influir en los 

valores CL50-96 h cuando las pruebas se desarrollan con el método estático (Figura 1).  

Las CL50 de N-NO2
- calculadas con el promedio de las CL50 obtenidas de las 

concentraciones  iniciales (nominal) de N-NO2
- y las concentraciones medidas cada 24 h, se 

supone que representa más de cerca la exposición a nitritos, y por lo tanto, tales CL50, son 

más representativas. La Figura 2 muestra tales valores de la CL50 a 24, 48, 72 y 96 h de 
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exposición a nitrito en postlarvas de L. vannamei. Para una exposición de 48 h, T2 mostró 

diferencias significativas con T4 y con T3 pero no con T1; sin embargo, a las 24 h de 

exposición no se observaron diferentes entre los cuatro tratamientos. Los valores promedio 

de CL50 a las 96 h fueron 3.8±1.62, 6.62±0.23, 4.85±0.35 y 3.97±0.43 mg/L de N-NO2
- en 

los tratamientos T1, T2, T3 y T4, respectivamente; T2 solo fue significativamente diferente 

(p <0.05) al tratamiento T3; sin embargo, es importante mencionar que no hay diferencias 

significativas entre T2 y T4, y entre T2 y T1. En el control de T3 ocurrió una mortalidad 

importante (23.3 %) debido al canibalismo. Es relevante la magnitud de la variación de los 

valores de CL50 obtenidos para cada tratamiento, de los cuales T2 consistentemente 

exhibido la desviación estándar más baja para los cuatro periodos de exposición 

examinados (Figura 2). En general, los valores de CL50 de N-NO2
- obtenidos para los cuatro 

períodos siguieron el orden decreciente: T2>T3>T1, T4. La magnitud de estos valores de la 

CL50 y las diferencias significativas observadas indican que las concentraciones de nitrito 

en las soluciones de prueba se modifican al alimentar cuando se usa el método estático con 

renovación, en contraste con las pruebas estáticas.  

Existe una gran variabilidad en las diferentes estrategias utilizadas para las pruebas de 

toxicidad de diferentes compuestos de nitrógeno. Sin embargo, la estrategia seleccionada 

depende del objetivo de la investigación, la edad de los organismos y el período de 

exposición. Se han realizado estudios para evaluar la acumulación de amonio, nitritos y 

nitratos, las tasas de excreción y la evaluación de diferentes metabolitos (glucosa, lactato) 

en hemolinfa de diferentes especies de camarones peneidos expuestos a estos tóxicos, 

donde la alimentación está suspendida antes y durante el desarrollo de la prueba para evitar 

alteraciones en la hemolinfa debido a la influencia de la alimentación (Chen y Kou, 1991; 

Chen y Nan, 1992; Chen y Chen, 1997; Racotta y Hernández-Herrera, 2000; Cheng et al., 

2013). Estos estudios han sido conducidos con el método estático y por <48 h de tiempo de 

prueba. Sin embargo, los estudios donde evalúan el efecto subcrónico de los compuestos de 

nitrógeno en el crecimiento y daños histopatológicos en diversos camarones (P. japonicus, 

Penaeus penicillatus, L. vannamei y P. monodon) han sido evaluados con el método de 

toxicidad utilizado la renovación estática y alimentación durante el tiempo de exposición al 

tóxico (Chen y Lin, 1992a; Chen y Chen, 1992c; Kuhn et al., 2010). 



Valencia-Castañeda, G.  2018
 

42 
 

 

 

Figura 2. Valores promedio de CL50 (±desviación estándar) de N-NO2
- (mg/L) a las 24, 48, 

72 y 96 h de exposición para postlarvas L. vannamei calculadas con las concentraciones 
iniciales de nitritos (0 h) y los valores de CL50 cada 24 h. Diferentes letras entre 
tratamientos indican diferencias significativas (p <0.05) entre los valores CL50. 

Investigaciones conducidas para determinar la CL50 y los niveles de seguridad de 

amonio y nitrito en diferentes especies de peneidos, han utilizado los métodos estático y 

estático con renovación, y en algunos casos la alimentación se ha suspendido antes y 

durante el desarrollo de las pruebas (Lin et al., 1993; Alcaraz et al., 1999b; Kir y Kumlu, 

2006); sin embargo, hay estudios con el mismo objetivo donde la alimentación no se ha 

suspendido (Chin y Chen, 1987; Lin y Chen, 2003; Gross et al., 2004). De una 

investigación bibliográfica en la base de datos Scopus de Elsevier se encontraron un total 

de 51 estudios; 11.7 % usaron el método de renovación estático y no alimentación (definida 

aquí T3), 42.2% estático y no alimentación (T1), 34.6 % estático con renovación y 

alimentación (T2), y 7.8 % estático y alimentación (T4). El porcentaje más alto es para 

aquellos estudios que usan el método de toxicidad estático y no alimentación (T1); pruebas 
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destinadas principalmente a determinar los efectos subcrónicos de los compuestos del 

nitrógeno y donde en algunos casos son evaluados diferentes componentes en la hemolinfa, 

el consumo de oxígeno y la tasa de excreción; en algunos casos este método también se usa 

para determinar la CL50. El método T2 (estática con renovación + alimentación) es dirigido 

principalmente a determinar la CL50. Cabe señalar que un número significativo de estudios 

se llevan a cabo donde los organismos son alimentados y un porcentaje de la solución de 

prueba  no se reemplaza (T4), y un número menor de estudios se realizan con el método 

estático y alimentación, el último método se ha utilizado generalmente para evaluar el 

efecto agudo y cuando el tiempo de exposición no excede las 96 h. Mayor información al 

respecto se puede encontrar en Valencia-Castañeda et al. (2018) (Anexo 2).  

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

vannamei 

7.3.1. Toxicidad aguda de amonio  

En las pruebas de toxicidad aguda de NAT a 1 g/L de salinidad, las mortalidades a las 

24 h de exposición en las concentraciones de 20, 25, 30, 35 y 40 mg/L de NAT fueron 3.3, 

23.3, 63.3, 60 y 63.3 %, respectivamente. La mortalidad a las 48 h en las concentraciones 

de 30, 35 y 40 mg/L y a las 72 h en 25 mg/L de NAT fue del 100 % (Tabla 2). Para la 

salinidad de 3 g/L, se observaron mortalidades de 3.3, 26.7, 33.3, 60 y 73.3 % a las 24 h de 

exposición en las concentraciones de 30, 35, 40, 45 y 50 mg/L de NAT, respectivamente. 

Se registró una mortalidad del 100 % en las concentraciones de 40, 45 y 50 mg/L a las 48 h; 

a las 72 h en 35 mg/L; y a 96 h en 30 mg/L de NAT (Tabla 3).  

Se sabe que los factores externos, como la luz y la temperatura, pueden estimular el 

sistema nervioso central y la secreción de hormonas, afectando el ciclo de muda de los 

crustáceos (Wassenberg y Hill, 1984). De acuerdo con Dall et al. (1990) los peneidos 

mudan en intervalos de unos pocos días o semanas, por lo que es prácticamente un proceso 

continuo, con características morfológicas y cambios fisiológicos que ocurren casi a diario. 

Antes e inmediatamente después de la muda, los camarones son más sensibles (Wajsbrot et 

al., 1990). En lo organismos expuestos a amonio y una salinidad de 1 g/L, el número mayor 

de mudas (exuvias) se dio a las 72 h de exposición en las concentraciones de 15, 20 y 25 
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mg/L de NAT con 6, 2 y 6 exuvias (organismos que alcanzaron la etapa de ecdisis), 

respectivamente (Tabla 2). En la concentración de 25 mg/L de NAT a las 72 h  de 

organismos en salinidad de 1 g/L fue observado el mayor número de mudas (3) (Tabla 3). 

Durante la pre-ecdisis tardía y la ecdisis los camarones toman agua para aumentar su 

tamaño, lo que resulta en la hidratación de sus tejidos y un aumento en el volumen de 

sangre (Dall et al., 1990). En consecuencia, se aumenta la cantidad de amonio en la 

hemolinfa y causa el efecto letal (Chen y Kou 1993). En estas pruebas de exposición aguda 

a amonio en postlarvas a salinidades de 1 y 3 g/L no fue observada una relación entre el 

número de mudas y las mortalidades.    

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

Tiempo (h) Concentración (mg/L) 

 0 5 10 15 20 25 30 35 40 
24 0 0 0 0 3.3 23.3 63.3 60 63.3 
48 0 0 0 01 202 63.3 100 100 100 
72 0 0 0 26.76 43.32 100 100 100 100 
96 0 0 02 60 93.3 100 100 100 100 
 

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

Tiempo (h) Concentración (mg/L) 

 0 10 20 25 30 35 40 45 50 
24 0 0 0 0 3.3 26.7 33.3 60 73.3 
48 0 0 01 20 40 90 100 100 100 
72 0 01 101 76.73 86.7 100 100 100 100 
96 0 01 36.71 90 100 100 100 100 100 

Los valores de la CL50 de NAT en las postlarvas de L. vannamei para 24, 48, 72 y 96 

h, con sus respectivos intervalos de confianza se presentan en la Tabla 4. A una salinidad de 

1 g/L la CL50 para 24, 48, 72 y 96 h fue de 38.9, 14.0, 11.8 y 10.8 mg/L de NAT, 

respectivamente; sin embargo, para una salinidad de 3 g/L los valores fueron 48.4, 22.5, 

11.8, 10.8 mg/L de NAT, respectivamente. Mientras que los valores de la CL50 de N-NH3 
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para postlarvas a las salinidades de 1 y 3 g/L a las 24, 48, 72 y 96 h fueron 3.6, 1.3, 1.1 y 

1.0; y 3.7, 1.7, 1.4 y 1.2, mg/L, respectivamente. Los valores de CL50 de N-NH3 en el 

mismo tiempo de exposición pero a diferentes salinidades mostraron diferencias 

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

Tabla 4. Valores y límites de confianza superior e inferior de la CL50 de NAT (mg/L) para 
postlarvas de L. vannamei en agua de mar diluida a 1 y 3 g/L de salinidad. Las letras 
diferentes en los mismos tiempos de exposición indican diferencias significativas (p <0.05). 

 Salinidad (g/L) 
 1 3 
Tiempo (h) CL50 Lim. Inf. Lim. Sup. CL50 Lim. Inf. Lim. Sup. 
24 38.9b 30.2 50.1 48.4a 42.6 63.4 
48 14.0b 13.0 15.2 22.5a  20.5 24.7 
72 11.8b 10.7 13.0 18.1a 16.8 19.4 
96 10.8b  9.9 11.8 16.3a 15.2 17.4 
 

Tabla 5. Valores y límites de confianza superior e inferior de la CL50 de N-NH3 (mg/L) 
para postlarvas de L. vannamei en agua de mar diluida a 1 y 3 g/L de salinidad. Las letras 
diferentes en los mismos tiempos de exposición indican diferencias significativas (p <0.05). 

 

7.3.2. Toxicidad aguda de nitritos  

En esta prueba los organismos expuestos a 15, 20, 25 y 35 mg/L de N-NO2
-
 

registraron el 100 % de mortalidad a las 48 h, mientras que en la concentración de 10 mg/L 

fue a las 96 h de exposición. El 73.3 % de mortalidad fue observado en las concentraciones 

de 5 y 7.5 mg/L de N-NO2
- a las 96 h, y en 2.5 mg/L de N-NO2

-, mostró el 53.3 % de 

mortalidad (Tabla 6). Se ha encontrado que el ciclo de muda puede verse afectado por bajas 

concentraciones de nitrito en el cangrejo azul Callinectes sapidus, y el camarón de agua 

dulce Macrobrachium rosenbergii (Armstrong et al., 1976; Manthe et al., 1984). En las 

 Salinidad (g/L) 
 1 3 
Tiempo (h) CL50 Lim. Inf. Lim. Sup. CL50 Lim. Inf. Lim. Sup. 
24 3.6b 2.8 4.7 3.7a 3.2 4.8 
48 1.3b 1.2 1.4 1.7a 1.6 1.9 
72 1.1b 1.0 1.2 1.4a 1.3 1.5 
96 1.0b 0.9 1.1 1.2a 1.1 1.3 
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primeras 24 h de exposición se observó el mayor número de mudas en las concentraciones 

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

 

Tabla 6. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a diferentes 
concentraciones de N-NO2

- (mg/L) en agua de mar diluida a 1 g/L de salinidad. Superíndice 
indica el número de mudas. 

Tiempo (h) Concentración (mg/L) 

 0 2.5 5 7.5 10 15 20 25 35 
24 0 0 3.31 0 0 36.7 36.72 33.31 801 

48 0 13.3 20 30 43.3 100 100 100 100 
72 0 40 60 601 93.3 100 100 100 100 
96 3.3 53.3 73.32 73.3 100 100 100 100 100 

 

Los organismos expuestos a nitritos en agua de mar diluida a 3 g/L registraron 

mortalidades del 100 % en las concentraciones de 45 mg/L a las 48 h,  en 25 y 15 mg/L a 

las 72 h; mientras que los organismos expuestos a 35 mg/L mostraron el total de mortalidad 

a las 96 h de exposición. Las concentraciones de 2.5, 5, 7.5 y 10 mg/L exhibieron 3.3, 20, 

80 y 93.3 % de mortalidad a las 96 h, respectivamente (Tabla 7). En los organismos 

expuestos a N-NO2
- a una salinidad de 3 g/L fueron observados 1 y 2 mudas en las 

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

Tabla 7. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a diferentes 
concentraciones de N-NO2

- (mg/L) en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad. Superíndice 
indica el número de mudas. 

Tiempo (h) Concentración (mg/L) 
 0 2.5 5 7.5 10 15 25 35 45 
24 0 0 0 0 6.7 16.7 43.3 40 70 
48 0 0 3.3 53.3 60 86.7 90 93.3 100 
72 0 0 10 701 86.7 100 100 96.7 100 
96 0 3.3 202 80 93.3 100 100 100 100 

 

La Tabla 8 presenta los valores medios de las CL50 de N-NO2
-
 e intervalos de 

confianza en las salinidades de 1 y 3 g/L; indicando que 3.3 y 4.9 mg/L de N-NO2
- ejercen 

un efecto letal en el 50 % de las postlarvas de L. vannamei expuestas a 96 h en 1 y 3 g/L de 

salinidad, respectivamente. Los valores de CL50 de N-NO2
- al mismo tiempo de exposición 
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pero a diferentes salinidades mostraron diferencias significativas (p <0.05) en 24 y 48 h, 

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

Tabla 8. Valores y límites de confianza superior e inferior de la CL50 de N-NO2
- (mg/L) 

para postlarvas de L. vannamei en agua de mar diluida a 1 y 3 g/L de salinidad. 

 Salinidad (g/L) 
 1 3 
Tiempo (h) CL50 Lim. Inf. Lim. Sup. CL50 Lim. Inf. Lim. Sup. 
24 29.3b 21.3 40.7 37.9a 26.5 54.3 
48 5.1b 4.5 5.8 8.0a 7.0 9.2 
72 4.0a 3.5 4.5 5.7a 5.1 6.3 
96 3.3a 2.9 3.7 4.9a 4.3 5.5 

 

7.3.3. Toxicidad aguda de nitratos 

En la Tabla 9 se observan los porcentajes de mortalidades de postlarvas de L. 

vannamei expuestas a diferentes concentraciones de N-NO3
-; el 100 % fue observado en 

800 mg/L a las 48 h, mientras que a 600 y 700 mg/L fue a las 72 h, y a 500 mg/L a las 96 h 

de exposición. Mortalidades de 3.3, 23.3, 53.3 y 93.3 % fueron observadas en los 

organismos expuestos a 50, 100, 200 y 400 mg/L a las 96 h, respectivamente.  

El primer efecto letal de N-NO3
.
 a una salinidad de 3 g/L se observó a las 24 h 

después de iniciar la prueba en las concentraciones de 1000 a 1600 mg/L de N-NO3
-, con 

porcentajes de mortalidad que aumentaron progresivamente desde 13.3 hasta 86.7 %; 

mientras que a las 48 h se registró el 100 % de mortalidad en 1400 y 1600 mg/L de N-NO3
-. 

En las concentraciones de 200, 400, 600, 800, 1000 y 1200 mg/L de N-NO3, las 

mortalidades obtenidas a las 96 h de exposición a nitratos fueron 6.7, 30, 46.7, 66.7 y 83.3 

%, en el orden (Tabla 10). El número de mudas en los organismos expuestos a las 

diferentes concentraciones de N-NO3
- en las salinidades de 1 y 3 g/L fueron en total durante 

las 96 h de exposición de 6 y 5, respectivamente (Tabla 9 y 10). 
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Tabla 9. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei  expuestas a diferentes 
concentraciones de N-NO3

- (mg/L) en agua de mar diluida a 1 g/L de salinidad. Superíndice 
indica el número de mudas. 

Tiempo (h) Concentración (mg/L) 
 0 50 100 200 400 500 600 700 800 
24 0 0 01 02 10 33.3 33.3 50 76.7 
48 0 0 16.7 13.3 53.3 73.3 80 90 100 
72 0 3.3 23.32 43.31 73.31 86.7 100 100 100 
96 0 3.31 23.31 53.3 93.3 100 100 100 100 
 

Tabla 10. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a diferentes 
concentraciones de N-NO3

- (mg/L) en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad. Superíndice 
indica el número de mudas. 

Tiempo (h) Concentración (mg/L) 
 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 
24 0 0 0 0 0 13.3 30 53.3 86.7 
48 0 0 3.3 23.31 23.3 26.7 90 100 100 
72 0 0 10 30 56.72 701 96.7 100 100 
96 0 6.7 30 46.71 66.7 83.3 100 100 100 

 

Los valores de las CL50 de N-NO3
-
 que se dan con sus respectivos intervalos de 

confianza, señalan que 112.8 y 430.0 mg/L de nitratos provocarían un efecto letal en 

postlarvas de L. vannamei (PL20) expuestas a 96 h en salinidades de 1 y 3 g/L, 

respectivamente. Los valores de la CL50 de N-NO3
- al mismo tiempo de exposición pero a 

diferentes salinidades mostraron diferencias significativas a las 24, 48, 72 y 96 h (p <0.05) 

(Tabla 11).  

Tabla 11. Valores y límites de confianza superior e inferior de la CL50 de N-NO3
- (mg/L) 

para postlarvas de L. vannamei en agua de mar diluida a 1 y 3 g/L de salinidad. 

 Salinidad (g/L) 
 1 3 
Tiempo (h) CL50 Lim. Inf. Lim. Sup. CL50 Lim. Inf. Lim. Sup. 
24 774.8b 541.9 1107.8 1680.2a 5270.3 2165.8 
48 221.4b 179.7 272.7 568.5a 516.5 625.7 
72 140.2b 122.6 160.2 510.1a 465.7 558.7 
96 112.8b 98.5 129.1 430.0a 390.7 473.3 
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7.4. Toxicidad letal aguda de amonio, nitritos y nitratos combinados en postlarvas de 

L. vannamei  

7.4.1. Mezcla amonio-nitritos-nitratos  

Como se señaló en el capítulo anterior, las CL50-96 h de NAT, N-NO2
-
 y N-NO3

- a 

una salinidad de 1 g/L en postlarvas de L. vannamei fueron 1.0, 3.3 y 112.8 mg/L, 

respectivamente. Por lo tanto, la UT de esta mezcla se define como la suma de 0.333, 1.10 

y 37.56 mg/L de NAT, N-NO2
-
 y N-NO3

-, respectivamente. Durante la prueba, se observó a 

las 24 h mortalidades del 6.7, 10, 36.7, 53.3, 93.3 y 96.7 % en las UT de 0.75, 1, 1.5, 2, 3, 

4, respectivamente; a las 48 h se registró el 100 % de mortalidad en las UT de 3 y 4; 

mientras que en la UT 2 y 1.5 el 100 % de mortalidad fue a las 72 y 96 h, respectivamente. 

A las 96 h de exposición los porcentajes acumulados de mortalidad en las UT 0.25, 0.5, 

0.75 y 1.0 fueron de 16.7, 30, 73.3 y 90 %, respectivamente (Tabla 12). En cuanto al 

número de mudas en los organismos expuestos a la mezcla de los 3 compuestos del 

nitrógeno, se tiene que fue mayor en las UT de 0.25, 0.5 y 0.75 UT; sin embargo, solo la 

UT de 0.75 mostró un incremento en la mortalidad 24 h después de observarse 6  mudas 

(Tabla 12).    

Tabla 12. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei  expuestas a diferentes 
unidades tóxicas de NAT/N-NO2

-/N-NO3
- (RT=1:1:1)  en agua de mar diluida a 1 g/L de 

salinidad. 

Tiempo (h) Unidad Tóxica 
 0 0.25 0.5 0.75 1 1.5 2 3 4 
24 0 02 05 6.71 101 36.7 53.3 93.3 96.7 
48 04 04 3.35 36.76 50 66.7 96.7 100 100 
72 02 01 3.33 56.7 803 93.3 100 100 100 
96 0 16.71 303 73.3 90 100 100 100 100 

 

Los porcentajes de mortalidad en la mezcla de amonio-nitritos-nitratos a la salinidad 

de 3 g/L a las 24 h en las UT de 1, 1.5, 2, 3 y 4 fueron 10, 33.3, 43.3, 83.3 y 90 %, 

respectivamente. A las 48 h se registró el 100 % de mortalidad en las UT de 3 y 4; y las 72 

h en la UT 2. A las 96 h la UT de 0.5, 0.75, 1 y 1.5 obtuvieron 3.3, 10, 70 y 93.3 % de 

mortalidad acumulada, respectivamente (Tabla 13). Después de transcurridas las primeras 

24 h de exposición a la mezcla de los 3 tóxicos en la salinidad de 3 g/L, se observó el 
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mayor número de mudas en las primeras 7 UT. En la UT 1 se tuvieron registros de 5, 7 y 3 

mudas a las 24, 48 y 76 h de exposición con una tendencia a aumentar el % de mortalidad 

(Tabla 13).   

Para la mezcla de NAT/N-NO2
-/N-NO3

- a la salinidad de 25 g/L se observó el 100 % 

de mortalidad solo en las UT de 3 y 4 a las 48 h de exposición; en la UT 2 registró el 16.67, 

53.3, 66.67 y 73.3 % de mortalidad acumulada a las 24, 48, 72 y 96 h, respectivamente; 

mientras que el resto de las UT no mostraron mortalidades durante la exposición a la 

mezcla de los tóxicos. El control (UT 0) se mantuvo con el 0 % de mortalidad durante todas 

las pruebas. El número mayor de mudas (4) fue observado a las 48 h en la UT 0.2 (Tabla 

14).  

Tabla 13. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei  expuestas a diferentes 
unidades tóxicas de NAT/N-NO2

-/N-NO3
- (RT=1:1:1) en agua de mar diluida a 3 g/L de 

salinidad. 

Tiempo (h) Unidad Tóxica 
 0 0.25 0.5 0.75 1 1.5 2 3 4 
24 05 02 04 06 105 33.31 43.32 83.3 90 
48 02 05 02 05 23.37 76.7 90 100 100 
72 01 02 01 0 56.73 93.3 100 100 100 
96 0 01 3.32 104 70 93.3 100 100 100 

 

Tabla 14. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a diferentes 
unidades tóxicas de NAT/N-NO2

-/N-NO3
- (RT=1:1:1) en agua de mar diluida a 25 g/L de 

salinidad. 

Tiempo (h) Unidad Tóxica 
 0 0.25 0.5 0.75 1 1.5 2 3 4 
24 0 0 01 0 01 0 16.67 60 80 
48 0 04 03 0 0 0 53.3 100 100 
72 03 0 02 03 02 0 66.67 100 100 
96 0 0 0 02 01 01 73.3 100 100 

 

En la Tabla 15 se muestran los valores de la UT50 y sus límites de confianza para 

postlarvas de L. vannamei expuestas a una mezcla de NAT/N-NO2
-/N-NO3- a la salinidad 

de 1 g/L. La UT50 a las 24, 48, 72 y 96 h fue de 1.07, 0.74, 0.62 y 0.44, respectivamente. De 

acuerdo con Pedersen y Petersen (1996) y Vanegas et al. (1997), si la UT50 es menor que la 

unidad (1), el efecto es sinérgico; sí la unidad es mayor a 1, el efecto es antagónico; y sí es 
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igual a 1, el efecto es aditivo; sin embargo, en este trabajo  se consideró como efecto 

aditivo en aquel tiempo de exposición donde el valor de la UT50 es 1 en el intervalo de los 

valores superior e inferior de la UT50; por lo tanto, a las 24 h se observa un efecto aditivo 

(UT 1.07), mientras que a las 48, 72 y 96 h el efecto es sinérgico (Tabla 15). Los valores de 

UT de postlarvas de la mezcla de NAT/N-NO2
-/N-NO3

- a la salinidad de 3 g/L fueron 2.17, 

0.89, 0.72 y 0.68 para los tiempos de 24, 48, 72 y 96 h, respectivamente. A las 24 h el 

efecto de la mezcla fue antagónico; sin embargo, en las siguientes horas el efecto fue 

sinérgico (Tabla 16). No obstante, los valores de UT para la salinidad de 25 g/L fueron de 

4.16, 1.13, 1.12 y 1.12 para 24, 48, 72 y 96 h, respetivamente; el valor de UT50 a las 24 h 

fue mayor a las UT50 de la salinidad de 1 y 3 g/L, y mayor a la unidad 1, por lo tanto en  

este tiempo de exposición el efecto fue antagónico; mientras tanto, a las 48, 72 y 96 h la 

UT50 fue igual o cercana a 1 dentro de los límites superior e inferíor, siendo efectos aditivos 

en esos tiempos de exposición (Tabla 17).  

Tabla 15. Valores de UT50 y sus límites de confianza (entre paréntesis) de postlarvas de L. 
vannamei (PL20) expuestas a la mezcla de NAT/N-NO2

-/N-NO3
- (RT=1:1:1) a una 

salinidad de 1 g/L. 

 UT50 de la mezcla  
  Concentraciones equivalentes CL50 individuales 
Tiempo (h) UT NAT N-NO2

- N-NO3
- NAT N-NO2

- N-NO3
- 

24 1.07 
(0.93, 1.25) 

3.85 1.18 40.23 38.9 29.3 774.8 

48 0.74 
(0.67, 0.83) 

2.66 0.81 27.86 14.0 5.1 221.4 

72 0.62 
(0.55, 0.68) 

2.23 0.68 23.31 11.8 4.0 140.2 

96 0.44 
(0.39, 0.50) 

1.58 0.48 16.54 10.8 3.3 112.8 

 

En la Tabla 18 se muestran los valores de UT50 y sus límites de confianza a diferentes 

tiempos de exposición a las salinidades de 1, 3 y 25 g/L para postlarvas de L. vannamei 

expuestas a la mezcla de NAT/N-NO2
-/N-NO3

-. A las 24 h se encontraron diferencias 

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

g/L de salinidad (p >0.05).  

Tabla 16. Valores de UT50 y sus límites de confianza (entre paréntesis) de postlarvas de L. 
vannamei (PL20) expuestas a la mezcla de NAT/N-NO2/N-NO3 (RT=1:1:1) a una salinidad 
de 3 g/L. 

 UT50 de la mezcla  
  Concentraciones equivalentes CL50 individuales 
Tiempo (h) UT NAT N-NO2

- N-NO3
- NAT N-NO2

- N-NO3
- 

24 2.17 
(1.66, 2.85) 

11.79 3.54 311.03 48.4 37.9 1680.2 

48 0.89 
(0.79, 0.98) 

4.84 1.45 137.57 22.5 8.0 568.5 

72 0.72 
(0.66, 0.80) 

3.91 1.18 103.2 18.1 5.7 510.1 

96 0.68 
(0.61, 0.75) 

3.69 
 

1.11 97.45 16.3 4.9 430.0 

 

Tabla 17. Valores de UT50 y sus límites de confianza (entre paréntesis) de postlarvas de L. 
vannamei (PL20) expuestas a la mezcla de NAT/N-NO2

-/N-NO3
- (RT=1:1:1) en agua de 

mar a 25 g/L. 

 UT50 de la mezcla  
  Concentraciones equivalentes CL50 individuales 
Tiempo (h) UT NAT N-NO2

- N-NO3
- NAT N-NO2

- N-NO3
- 

24 4.16 
(2.98, 5.82) 

22.60 6.79 596.27 48.4 37.9 1680.2 

48 1.13 
(1.00, 1.27) 

6.14 1.45 161.97 22.5 8.0 568.5 

72 1.12 
(0.99, 1.25) 

6.09 1.83 160.53 18.1 5.7 510.1 

96 1.12 
(0.99, 1.25) 

6.09 1.83 160.53 16.3 4.9 430.0 
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Tabla 18. Valores de UT50 y sus límites de confianza (entre paréntesis) de postlarvas de L. 
vannamei (PL20) expuestas a la mezcla de NAT/N-NO2

-/N-NO3
- (RT=1:1:1) en diferentes 

salinidades. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las CL50 

Salinidad (g/L) 1 3 25 
Tiempo (h) UT 
24 1.07 (0.93, 1.25)c 2.17 (1.66, 2.85)b 4.16 (2.98, 5.82)a 

48 0.74 (0.67, 0.83)b 0.89 (0.79, 0.98)ab 1.13 (1.00, 1.27)a 
72 0.62 (0.55, 0.68)b 0.72 (0.66, 0.80)ab 1.12 (0.99, 1.25)a 
96 0.44 (0.39, 0.50)b 0.68 (0.61, 0.75)ab 1.12 (0.99, 1.25)a 

7.4.2. Mezcla amonio-nitritos 

Las CL50 a las 96 h de NAT y N-NO2
- a una salinidad de 3 g/L en postlarvas de L. 

vannamei fueron de 1.2 y 4.9 mg/L, respectivamente. Por lo tanto, la UT de esta mezcla se 

define como la suma de 0.6 y 2.45 mg/L de NAT y N-NO2
-, respectivamente. Los 

porcentajes de mortalidad de postlarvas L. vannamei expuestas a una mezcla de NAT/N-

NO2
- con una RT=1:1 en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad, son mostrados en la 

Tabla 19. El 100 % de mortalidad fue registrado a las 24 h en la UT 4, y a las 48 h en la UT 

2 y 3, mientras que en la UT de 1 y 1.5 los % de mortalidad fueron de 43.33 y 63.33, 

respectivamente. A las 96 h de exposición, la mortalidad acumulada en las UT de 0.75, 1 y 

1.5 fueron 10, 76.67 y 93.33, respectivamente. En las UT menores se observó el mayor 

número de mudas, las cuales no mostraron tendencia a aumentar el efecto letal de la 

exposición de la mezcla de los dos tóxicos.    

Tabla 19. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a diferentes 
unidades tóxicas de NAT/N-NO2

- (RT=1:1)  en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad. 

Tiempo (h) Unidad Tóxica 
 0 0.25 0.5 0.75 1 1.5 2 3 4 
24 01 03 0 04 13.33 16.67 503 93.33 1001 

48 0 0 02 0 43.333 63.332 100 100 100 
72 06 01 04 10 73.335 93.33 100 100 100 
96 0 0 0 101 76.67 93.33 100 100 100 

 

En la Tabla 20, se encuentran los valores de UT50 obtenidos a diferentes tiempos de 

exposición; a las 24, 48, 72 y 96 h las UT de NAT/N-NO2
- fueron 1.18, 0.8, 0.66 y 0.66, 

respectivamente. Los valores de UT50 obtenidos a las 48, 72 y 96 h son menores a la UT 1, 
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se deduce que el efecto de la mezcla de NAT/N-NO2
- es sinérgico en esos tiempos de 

exposición.  

Tabla 20. Valores de UT50 y sus límites de confianza (entre paréntesis) de postlarvas L. 
vannamei (PL20) expuestas a la mezcla de NAT/N-NO2

- (RT=1:1) a una salinidad de 3 g/L. 

 UT50 de la mezcla  
  Concentraciones equivalentes CL50 individuales 
Tiempo (h) UT NAT N-NO2

- NAT N-NO2
- 

24 1.18 
(1.02, 1.35) 

9.62 2.89 48.4 37.9 

48 0.8 
(0.72, 0.88) 

6.52 1.31 22.5 8.0 

72 0.66 
(0.58, 0.73) 

5.38 1.62 18.1 5.7 

96 0.66 
(0.59, 0.73) 

5.38 1.62 16.3 4.9 

 

7.4.3. Mezcla de amonio-nitratos 

En la mezcla de NAT/N-NO3
-, se registraron mortalidad del 6.67, 50, 73.3, 93.3 y 

100 % en las UT 1, 1.5, 2, 3 y 4, respectivamente; a las 48 h fue de 16.67 y 56.67 % en las 

UT de 1 y 1.5, respectivamente; mientras que el 100 % de mortalidad fueron para las UT 2 

y 3. A las 72 h de exposición, la mortalidad acumulada en la UT de 1.5 registró el 100 %. 

Durante las 96 h de exposición las UT 0, 0.25 y 0.5 no presentaron mortalidad de los 

organismos. A las 24 h de exposición se registró el mayor número de mudas con 5, 4 y 5 en 

las UT de 0.75, 1 y 1.5, respectivamente; sin embargo, solo en las UT de 1 y 1.5 

presentaron porcentajes de más del 50 % después de las 48 h de exposición (Tabla 21).  

Tabla 21. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a diferentes 
unidades tóxicas de NAT/ N-NO3

- (RT=1:1)  en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad. 

Tiempo (h) Unidad Tóxica 
 0 0.25 0.5 0.75 1 1.5 2 3 4 
24 02 03 0 05 6.674 505 73.3 93.33 100 
48 05 01 02 04 16.671 56.671 100 100 100 
72 01 01 01 6.672 403 100 100 100 100 
96 01 01 03 102 63.35 100 100 100 100 
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El efecto de la mezcla NAT/N-NO3
-
 es de tipo aditivo a las 24 h; mientras tanto el 

efecto es sinérgico a las 48, 72 y 96 h de exposición, debido a que las UT50 fueron de 0.82, 

0.65 y 0.64, respectivamente, de acuerdo a las concentraciones equivalentes en la mezcla, 

estas son de una magnitud mayor a las CL50-96 h obtenidas en las pruebas de toxicidad 

individuales (Tabla 22).     

Tabla 22. Valores de UT50 y sus límites de confianza (entre paréntesis) de postlarvas L. 
vannamei (PL20) expuestos a la mezcla de NAT/N-NO3

- (RT=1:1:) a una salinidad de 3 
g/L. 

 UT50 de la mezcla  
  Concentraciones equivalentes CL50 individuales 
Tiempo (h) UT NAT N-NO3

- NAT N-NO3
- 

24 1.08 
(0.95, 1.22) 

8.8 232.2 48.4 1680.2 

48 0.82 
(0.74, 0.90) 

6.69 176.3 22.5 568.5 

72 0.65 
(0.59, 0.72) 

5.3 139.75 18.1 510.1 

96 0.64 
(0.58, 0.71) 

5.22 137.6 16.3 430.0 

 

7.4.4. Mezcla nitritos-nitratos 

Los porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei expuestas a una mezcla 

de nitritos-nitratos (RT=1:1) a una salinidad de 3 g/L son mostrados en la Tabla 23. La 

mortalidad a las 24 h de exposición en las UT de 0.75, 1, 1.5, 2, 3 y 4 fueron 16.67, 20, 

23.33, 26.67, 56.67 y 90 %, respectivamente. El 100 % de mortalidad fue registrado en las 

UT 4 a las 48 h, mientras que en la UT 3 fue a las 72 h. A las 96 h la mortalidad acumulada 

en las UT 0.75, 1, 1.5 y 2 fueron de 36.67, 70, 76.67 y 86.67 %, respectivamente. El 

número de mudas en los organismos expuestos a la mezcla de N-NO2/N-NO3
-
 no mostró un 

efecto letal ya que las mudas registradas fueron más en las UT menores (0.25 y 0.5) y 

durante las 96 h de exposición se registró el 0 % de mortalidad (Tabal 23). Las UT50 de la 

mezcla de N-NO2/N-NO3
-
 a una salinidad de 3 g/L en postlarvas L. vannamei, indican un 

efecto antagónico y aditivo a las 24 h (2.25 UT) y 48 h, respectivamente (0.92 UT); sin 

embargo, a las 72 y 92 las UT fueron menores a 1 (0.84 y 0.78, en ese orden), lo que indica 

un efecto sinérgico (Tabla 24). 
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Tabla 23. Porcentajes de mortalidad de postlarvas de L. vannamei  expuestas a diferentes 
unidades tóxicas de N-NO2

-/N-NO3
- (RT=1:1)  en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad. 

Tiempo (h) Unidad Tóxica 
 0 0.25 0.5 0.75 1 1.5 2 3 4 
24 02 03 04 16.67 20 23.334 26.673 56.673 905 

48 0 0 03 26.67 53.331 56.67 56.67 96.67 100 
72 02 02 0 33.333 63.332 66.67 73.33 100 100 
96 02 01 03 36.675 704 76.672 86.67 100 100 

Tabla 24. Valores de UT50 y sus límites de confianza (entre paréntesis) de postlarvas L. 
vannamei (PL20) expuestas a la mezcla de N-NO2

-/N-NO3
- (RT=1:1:) a una salinidad de 3 

g/L. 

 UT50 de la mezcla  
  Concentraciones equivalentes CL50 individuales 
Tiempo (h) UT N-NO2

- N-NO3
- N-NO2

- N-NO3
- 

24 2.25 
(1.60, 3.12) 

5.51 483.75 37.9 1680.2 

48 0.92 
(0.81, 1.05) 

2.26 197.8 8.0 568.5 

72 0.84 
(0.74, 0.94) 

2.06 80.6 5.7 510.1 

96 0.78 
(0.70, 0.88) 

1.91 167.7 4.9 430.0 

 

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

L. vannamei  

7.5.1. Toxicidad aguda de amonio 

Los porcentajes de mortalidad en juveniles de L. vannamei expuestos a diferentes 

concentraciones de amonio son mostrados en la Tabla 25. El 100 % de mortalidad fue 

observado en la concentración de 110 mg/L de NAT a las 48 h, mientras que a 90 mg/L fue 

hasta las 96 h de exposición. La mortalidad acumulada a las 96 h en las concentraciones de 

10, 20, 40, 50, 60 y 80 fueron de 3.3, 13.3, 16.7, 43.3, 63.3 y 90.0 %, respectivamente.  

En cuanto a la CL50 a las 24, 48, 72 y 96 h de NAT para juveniles de L. vannamei a 

una salinidad de 3 g/L fue de 116.29, 44.56, 39.62 y 29.00 mg/L, respectivamente (Tabla 

26). No fue observado un efecto letal en los organismos expuestos a NAT con relación al 

número de mudas (Tabla 25). Los valores de la CL50 de N-NH3 a las 24, 48, 72 y 96 h para 
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juveniles de L. vannamei a la salinidad de 3 g/L fueron 10.12, 3.88, 3.45 y 5.52 mg/L, 

respectivamente (Tabla 27). 

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

Tiempo (h) Concentración (mg/L) 

 0 10 20 40 50 60 80 90 110 
24 0 0 0 0 10 13.3 16.71 53.32 76.7 
48 0 0 0 3.33 16.7 301 601 86.7 100 
72 0 01 3.3 6.73 20 404 66.7 96.7 100 
96 02 3.33 13.3 16.71 43.3 63.32 90 100 100 

 

Tabla 26. Valores y límites de confianza superior e inferior de la CL50 de NAT (mg/L) para 
juveniles de L. vannamei en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad. 

 

Tabla 27. Valores y límites de confianza superior e inferior de la CL50 de N-NH3 (mg/L) 
para juveniles de L. vannamei en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad 

 

7.5.2. Toxicidad aguda de nitritos  

El porcentaje de mortalidad en la prueba de toxicidad aguda de nitritos a las 24 h fue 

de 10.0, 43.3 y 76.7 % en las concentraciones de 30, 40 y 50 mg/L de N-NO2
-, 

respectivamente; mientras que a las 48 h fue de 3.3, 6.7, 16.7, 20.0, 30.0, 93.3 y 100 % en 

5, 7.5, 10, 15, 20, 30, 40 y 50 mg/L de N-NO2
-, respectivamente. El 100 % de mortalidad 

fue registrada a las 72 h en las concentraciones de 40 y 50 mg/L. Las mortalidades 

Tiempo (h) CL50 Lim. Inf. Lim. Sup. 
24 116.29 84.57 159.92 
48 44.56 38.62 51.43 
72 39.62 34.79 45.12 
96 29.00 25.67 32.72 

Tiempo (h) CL50 Lim. Inf. Lim. Sup. 
24 10.12 7.36 13.91 
48 3.88 3.36 4.47 
72 3.45 3.03 3.92 
96 5.52 2.23 6.85 
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acumuladas a las 96 h para 5, 7.5, 10, 15, 20 y 30 mg/L de N-NO2
- fueron de 3.3, 16.7, 

33.3, 46.7, 73.3 y 96.7 %, en ese orden (Tabla 28).  Los valores de CL50 para 24, 48, 72 y 

96 h de N-NO2
- a 3 g/L de salinidad fueron de 58.55, 15.39, 12.40 y 10.60 mg/L, 

respectivamente (Tabla 29).  Se puede observar que en la prueba letal aguda de N-NO2
-
 a 3 

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

Tabla 28. Porcentajes de mortalidad de juveniles de L. vannamei expuestos a diferentes 
concentraciones de N-NO2

- (mg/L) en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad. 

Tiempo (h) Concentración (mg/L) 

 0 5 7.5 10 15 20 30 40 50 
24 01 01 03 0 03 0 101 43.3 76.7 
48 01 0 3.32 6.7 16.7 201 30 93.3 100 
72 0 0 10 26.74 303 43.3 73.3 100 100 
96 0 3.31 16.7 33.32 46.7 73.3 96.7 100 100 

 

Tabla 29. Valores y límites de confianza superior e inferior de la CL50 de N-NO2
- (mg/L) 

para juveniles de L. vannamei en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad. 

 

7.5.3. Toxicidad aguda de nitratos 

En la prueba de toxicidad aguda de nitratos a 3 g/L de salinidad,  el % de mortalidad a 

las 24 h en las concentraciones de 2000, 2400, 2600 y 2800 mg/L de N-NO3 fueron de 3.3, 

30, 46.7 y 50 %, respectivamente. A las 48 h los % de mortalidad fueron de 16.7, 23.3, 40, 

53.3, 66.7 y 73.3 % en las concentraciones de 1200, 1600, 2000, 2400, 2600 y 2800 mg/L 

de N-NO3
-, respectivamente. El total de número de mudas durante las 96 h fue de 2 (Tabla 

30).  

 

Tiempo (h) CL50 Lim. Inf. Lim. Sup. 
24 58.55 42.92 79.87 
48 15.39 13.64 17.37 
72 12.40 11.09 13.85 
96 10.60 9.56 11.73 



Valencia-Castañeda, G.  2018
 

59 
 

Tabla 30. Porcentajes de mortalidad de juveniles de L. vannamei  expuestos a diferentes 
concentraciones de N-NO3

- (mg/L) en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad. 

Tiempo (h) Concentración (mg/L) 

 0 400 800 1200 1600 2000 2400 2600 2800 
24 0 0 0 0 0 3.3 301 46.7 50 
48 0 0 0 16.7 23.3 40 53.3 66.7 73.3 
72 0 0 3.3 40 53.3 66.7 80 100 100 
96 0 3.31 23.3 53.3 60 86.7 96.7 100 100 

 

Las CL50 de N-NO3
- y sus límites de confianza estimados para una población de 

juveniles de L. vannamei en una salinidad de 3 g/L se muestran en la Tabla 31. Las CL50 

oscilaron entre 4873.87 y 900.09 mg/L N-NO3
-, lo cual indica que con estas 

concentraciones el 50 % de una población de juveniles de L. vannamei a una salinidad de 3 

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

Tabla 31. Valores y límites de confianza superior e inferior de la CL50 de N-NO3
- (mg/L) 

para juveniles de L. vannamei en agua de mar diluida a 3 g/L de salinidad. 

 

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

vannamei  

De acuerdo a la toxicidad aguda de NAT, N-NO2
- y N-NO3

- en juveniles de L. 

vannamei las CL50 a la salinidad de 3 g/L fueron de 29.00, 10.6 y 900.09 mg/L, 

respectivamente. Por lo tanto, la UT de esta mezcla se define como la suma de 9.67, 3.53 y 

300.03 mg/L de NAT, N-NO2
-
 y N-NO3

-, respectivamente. Los porcentajes de mortalidad 

en la mezcla a las 24 h en la UT de 1.5, 2, 2.5, 2.75 y 3 fueron de 6.7, 16.7, 56.7, 73.3 y 

83.3 %, respectivamente. A las 48 h se alcanzó el 100 % de mortalidad en las UT de 2.75 y 

3. A las 96 h en las UT de 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2 y 2.5 registraron las mortalidades acumuladas 

de 6.7, 13.3, 30, 73.3, 93.3 y 100 % de mortalidad, respectivamente (Tabla 32). El número 

Tiempo (h) CL50 Lim. Inf. Lim. Sup. 
24 4873.87 3562.21 6669.38 
48 2253.70    1764.62 2879.03 
72 1091.29 987.56 1205.94 
96 900.09 818.03 994.35 
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total acumulado de mudas durante las 96 h fue de 5, las cuales no mostraron un efecto letal 

a la exposición de la mezcla.   

Tabla 32. Porcentajes de mortalidad de juveniles de L. vannamei  expuestos a diferentes 
unidades toxicas de NAT/N-NO2

-/N-NO3
- (RT=1:1:1) en agua de mar diluida a 3 g/L de 

salinidad. 

Tiempo (h) Unidad Tóxica 
 0 0.5 0.75 1 1.5 2 2.5 2.75 3 
24 0 0 01 0 6.71 16.71 56.7 73.3 83.3 
48 0 0 0 6.71 40 53.3 93.3 100 100 
72 0 02 3.3 6.7 43.3 60 93.3 100 100 
96 01 6.7 13.3 30 73.3 93.3 100 100 100 

 

Los valores de las UT50 de la mezcla de NAT/N-NO2
-/N-NO3

-
 a las 24, 48, 72 y 96 h 

fueron 2.50, 1.17, 1.12 y 0.99, respectivamente (Tabla 33). Los valores a las 24, 48 y 72 h 

son mayores a la unidad 1; por lo tanto, el efecto de la combinación de los 3 tóxicos es 

antagónico en ese tiempo de exposición; en cambio, a las 96 h la UT es 0.99 lo que 

significa que el efecto es aditivo. Las concentraciones equivalentes a las 96 h de exposición 

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

Tabla 33. Valores de UT50 y sus límites de confianza (entre paréntesis) de juveniles de L. 
vannamei (3 g) expuestos a la mezcla de NAT/N-NO2

-/N-NO3
- (RT=1:1:1) a una salinidad 

de 3 g/L. 

 UT50 de la mezcla  
  Concentraciones equivalentes CL50 individuales 
Tiempo (h) UT NAT N-NO2

- N-NO3
- NAT N-NO2

- N-NO3
- 

24 2.50 
(2.03, 3.07) 

24.17 4.08 1125.1 116.29 37.9 4873.87 

48 1.17 
(1.08, 1.27) 

11.31 1.91 351.03 44.56 8.0 2253.70 

72 1.12 
(1.04, 1.20) 

10.04 1.83 336.03 39.62 5.7 1091.29 

96 0.99 
(0.90, 1.09) 

9.57 1.62 297.03 29.00 4.9 900.09 

 

La mortalidad de los organismos expuestos a la mezcla de NAT/N-NO2
-/N-NO3

-
 a 

una salinidad de 25 g/L mostró a las 24 h porcentajes de 10, 30 y 46.7 en las UT de 25, 2.75 
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y 3, respectivamente. A las 48 h las mortalidades acumuladas en las UT de 2, 2.5, 2.75 y 3 

fueron de 13.3, 33.3, 63.3 y 86.7, en ese orden; mientras que a las 72 h en las UT de 1.5, 2, 

2.5, 2.75 y 3 fueron de 13.3, 30, 46.7, 100 y 100 %, respectivamente.  A las 96 h en la UT 

de 1.5 se mantuvo el 13.3 % de mortalidad, mientras que en las UT de 2 y 2.5 fueron de 

43.3 y 56.7, respectivamente. Las UT 0, 0.5, 0.75 y 1 no registraron mortalidades durante 

las 96 h de exposición a la mezcla de los tres tóxicos, así también, en ninguna 

concentración se observaron mudas (Tabla 34).  

Tabla 34. Porcentajes de mortalidad de juveniles de L. vannamei expuestos a diferentes 
unidades toxicas de NAT/N-NO2

-/N-NO3
- (RT=1:1:1)  en agua de mar diluida a 25 g/L de 

salinidad. 

Tiempo (h) Unidad Tóxica 
 0 0.5 0.75 1 1.5 2 2.5 2.75 3 
24 0 0 0 0 0 0 10 30 46.7 
48 0 0 0 0 0 13.3 33.3 63.3 86.7 
72 0 0 0 0 13.3 30 46.7 100 100 
96 01 0 0 0 13.3 43.3 56.7 100 100 
 

Las UT50 a las 24, 48, 72 y 96 h fueron 6.12, 3.07, 1.35 y 1.31, en ese orden. Estos 

valores de UT50 indican claramente un efecto sinérgico en todos los tiempos de exposición; 

además, las concentraciones equivalentes muestran una orden de magnitud mayor a las 

concentraciones individuales de la CL50 individual de cada compuesto nitrogenado (Tabla 

35).  

Al hacer una comparación de los valores de las UT50 a la salinidad de 3 y 25 g/L de 

salinidad en organismos expuestos a la mezcla de NAT/N-NO2
-/N-NO3

-, claramente se 

observan diferencias estadísticas significativas (p <0.05) en todos los tiempos de 

exposición (24, 48, 72 y 96 h), siendo las UT de 25 g/L de salinidad mayores a las UT50 de 

3 g/L de salinidad (Tabla 36). 
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Tabla 35. Valores de UT50 y sus límites de confianza (entre paréntesis) de juveniles de L. 
vannamei (3 g) expuestos a la mezcla de NAT/N-NO2

-/N-NO3
-
 (RT=1:1:1) a una salinidad 

de 25 g/L. 

 UT50 de la mezcla  
  Concentraciones equivalentes CL50 individuales 
Tiempo (h) UT NAT N-NO2

- N-NO3
- NAT N-NO2

- N-NO3
- 

24 6.12 
(4.39, 8.52) 

59.16 10.00 1836.18 116.29 37.9 4873.87 

48 3.07 
(2.45, 3.84) 

29.68 5.01 921.06 44.56 8.0 2253.70 

72 1.35 
(1.23, 1.48) 

13.05 2.21 405.03 39.62 5.7 1091.29 

96 1.31 
(1.20, 1.43) 

12.66 2.14 393.04 29.00 4.9 900.09 

 

Tabla 36. Valores de UT50 y sus límites de confianza (entre paréntesis) de postlarvas de L. 
vannamei (PL20) expuestos a la mezcla de NAT/N-NO2

-/N-NO3
- (RT=1:1:1) en diferentes 

salinidades. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las CL50   

 Salinidad (g/L) 
  3 25 
Tiempo (h) UT50 
24 2.50 (2.03, 3.07)b 6.12 (4.39, 8.52)a 
48 1.17 (1.08, 1.27)b 3.07 (2.45, 3.84)a 
72 1.12 (1.04, 1.20)b 1.35 (1.23, 1.48)a 
96 0.99 (0.90, 1.09)b 1.31 (1.20, 1.43)a 
 

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

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

expuestos por separado a amonio, nitritos y nitratos  

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

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

equivalentes al 0, 10, 25 y 50 % del valor de la CL50 a las 96 h de NAT. Los niveles de 

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

pasaron las horas de exposición fue observada una disminución de oxihemocianina en las 
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diferentes concentraciones; sin embargo, en la concentración de 14.50 mg/L de NAT la 

diminución fue más evidente, en esta concentración los niveles de oxihemocianina a las 6, 

12, 24 y 48 h de tiempo de exposición fueron de 1.582±0.296, 1.311±0.077, 1.168±0.201 y 

0.894±0.05 mmol/L, respectivamente. En la concentración de 2.90 de NAT fue observada 

una recuperación en los niveles de oxihemocianina a partir de las 24 h, donde los niveles de 

oxihemocianina fueron de 1.251±0.233 y 1.264±0.205 mmol/L a las 24 y 48 h, 

respectivamente. Los organismos expuestos al control (0 mg/L de NAT) mantuvieron 

estables los niveles de oxihemocianina con 1.533±0.183, 1.52±0.122, 1.499±0.292 y 

1.582±0.296 a las 6, 12, 24 y 48 h de exposición, en ese orden. A las 6 y 24 h de 

exposición, los niveles de oxihemocianina no registraron diferencias significativas (p 

>0.05) en ninguna de las concentraciones de NAT a las que fueron expuestos los 

organismos; sin embargo, a las 48 h la concentración de 14.50 mg/L de NAT mostró 

diferencias significativas (p <0.05) con el control (0 mg/L de NAT), pero no con las 

concentraciones de 2.90 y 7.25 mg/L de NAT (Figura 3). 

En la prueba de toxicidad subletal de nitritos, las concentraciones equivalentes al 0, 

10, 25 y 50 % de la CL50 a las 96 h fue de 0, 1.06, 2.65 y 5.30 mg/L de N-NO2
-, 

respectivamente.  Durante las 48 h de exposición, los niveles de oxihemocianina en la 

hemolinfa disminuyeron y fue más evidente en las concentraciones de 2.65 y 5.30 mg/L de 

N-NO2
- ambiental, en las cuales los niveles a las 6, 12, 24 y 48 h fueron de 1.372±0.268, 

1.422±0.157, 1.179±0.045 y 0.886±0.137, y 1.204±0.1814, 1.124±0.116, 1.102±0.142 y 

0.782±0.074 mmol/L, en ese orden. Mientras que en la concentración de 1.06 mg/L de N-

NO2
-
 ambiental los niveles de oxihemocianina fueron de 1.476±0.141, 1.448±0.156, 

1.222±0.186 y 1.269±0.138 para las 6, 12, 24 y 48 h de exposición, respectivamente. No 

fue evidenciado diferencias significativas (p >0.05) en los niveles de oxihemocianina a las 

6 y 12 h de exposición en ninguna de las concentraciones de N-NO2
- ambiental. A las 24 h 

la concentración de 5.30 mg/L de N-NO2
- ambiental mostró diferencias significativas 

menores (p <0.05) con el tratamiento control, pero no con los otros dos tratamientos (1.06 y 

2.65 mg/L de N-NO2
-
 ambiental). A las 48 h de exposición, los niveles de oxihemocianina 

de la concentración de 2.65 y 5.30 mg/L de N-NO2
- ambiental, mostraron diferencias 

significativas menores (p <0.05) con el control y la concentración de 1.06 mg/L de N-NO2
-; 
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sin embargo, estas dos últimas no fueron estadísticamente diferentes entre sí (p >0.05) 

(Figura 4). 

 

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

Las concentraciones de N-NO3
- ambiental para la prueba subletal fueron 0, 90.0, 

225.02 y 400.05 mg/L correspondientes a 0, 10, 25 y 50 % del valor de la CL50 a las 96 h 

para juveniles de L. vannamei, respectivamente. Igual que en la exposición subletal de 

amonio y nitritos, los niveles de oxihemocianina en la hemolinfa de organismos expuestos 

a nitratos mostraron una tendencia a disminuir conforme pasó el tiempo de exposición; no 

obstante, fue menor el nivel en que disminuyeron a partir del nivel inicial (1.545±0.219 

mmol/L). Los niveles de oxihemocianina en los organismos del control ambiental (0 mg/L 

de N-NO3
-) fueron de 1.515±0.192, 1.468±0.316, 1.429±0.238 y 1.511±0.234 mmol/L a las 

6, 12, 24 y 48 de exposición, en ese orden. En el tratamiento de 225.02 mg/L de N-NO3
- 

ambiental, el nivel más bajo de oxihemocianina (0.970±0.238 mmol/L) fue observado a las 

24 h, pero aumentó al final del experimento con un nivel de 1.049±0.084 mmol/L (Figura 

5).  
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Figura 4. Niveles de oxihemocianina (mmol/L) en juveniles de L. vannamei expuestos a 
diferentes concentraciones de N-NO2

- (mg/L) durante 48 h. Letras diferentes para el mismo 
tiempo de exposición (h) indican diferencias significativas (p <0.05) entre las 
concentraciones. 
 

A las 6 h de exposición, los niveles de oxihemocianina en los organismos del 

tratamiento control (0 mg/L de N-NO3
-) fueron estadísticamente mayor (p <0.05) a los 

tratamientos de 225.02 y 400.05 mg/L de N-NO3
- ambiental, pero no con la concentración 

de 90.0 mg/L de N-NO3
-. A las 12, 24 y 48 h, los niveles de oxihemocianina en la 

concentración de 0 mg/L de N-NO3 mostró diferencias significativas con el tratamiento de 

400.05 mg/L de N-NO3
-
 ambiental, pero no con los otros dos tratamientos de exposición 

(Figura 5). 
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Figura 5. Niveles de oxihemocianina (mmol/L) en juveniles de L. vannamei expuestos a 
diferentes concentraciones de N-NO3

-
 (mg/L) durante de 48 h. Letras diferentes para el 

mismo tiempo de exposición (h) indican diferencias significativas (p <0.05) entre las 
concentraciones. 

 

7.7.2. Niveles de glucosa en la hemolinfa de juveniles de L. vannamei expuestos por 

separado a amonio, nitritos y nitratos  

Los niveles de glucosa en la hemolinfa de organismos expuestos a amonio mostraron 

un aumento en las primeras 24 h de exposición al amonio ambiental y después de las 24 h 

se observó una disminución, excepto en el tratamiento control (0 mg/L de NAT ambiental), 

el cual mantuvo niveles entre 0.360 y 0.347 mg/mL. En la concentración de 14.50 mg/L de 

NAT ambiental, los niveles de glucosa a las 6, 12, 24 y 48 h de exposición fueron de 

0.448±0.028, 0.464±0.017, 0.554±0.016 y 0.373±0.016 mg/mL, respectivamente; mientras 

que en el tratamiento de menor concentración de NAT ambiental (2.90 mg/L), los niveles 

de glucosa tuvieron un comportamiento de 0.362±0.026, 0.373±0.033, 0.442±0.024 y 

0.410±0.024 mg/mL a las 6, 12, 24 y 48 h de exposición, en ese orden. A las 6, 12 y 48 h 

de exposición, no se evidenciaron diferencias significativas (p >0.05) entre los niveles de 

glucosa en los tratamientos de NAT ambiental; sin embargo, a las 24 h se presentaron 
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diferencias estadísticamente significativas (p <0.05) entre el tratamiento control (0 mg/L de 

NAT) y el de mayor concentración de NAT ambiental (14.50 mg/L de NAT); no obstante, 

este último no fue diferente con los otros dos tratamientos de NAT ambiental (2.90 y 7.25 

mg/L) (Figura 6).   

 

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

 

En la Figura 7 se muestra el comportamiento de los niveles de glucosa en la 

hemolinfa de camarones expuestos a diferentes concentraciones de N-NO2
- ambiental. Los 

niveles de glucosa en el tratamiento control, a las 6, 12, 24 y 48 h fueron de 0.346±0.024, 

0.314±0.024, 0.346±0.024 y 0.336±0.033 mg/mL, respectivamente; mientras que para el 

tratamiento de la concentración más alta de N-NO2
-
 ambiental fue de 0.362±0.026, 

0.386±0.020, 0.386±0.020, 0.405±0.016 y 0.442±0.031 mg/L a las 6, 12, 24 y 48 h, 

respectivamente. No se evidenciaron diferencias significativas (p >0.05) en los niveles de 

glucosa en los 4 tratamientos de N-NO2
- ambiental a las 6 y 48 h; sin embargo, a las 12 y 

24 h, sí se observaron diferencias significativas (p <0.05) entre el control y el tratamiento 

de 5.30 mg/L de N-NO2
- ambiental, pero no con los otros dos tratamientos de nitrito 

ambiental (1.06 y 2.65 mg/L de N-NO2
-). 
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Figura 7. Niveles de glucosa (mg/mL) en juveniles de L. vannamei expuestos a diferentes 
concentraciones de N-NO2

- (mg/L) durante 48 h. Letras diferentes para el mismo tiempo de 
exposición (h) indican diferencias significativas (p <0.05) entre las concentraciones. 

En cuanto a la exposición de nitratos, los niveles de glucosa en la hemolinfa  

mostraron una tendencia menor a aumentar en las primeras horas. En el tratamiento control 

y los de 90.00 y 225.02 mg/L de N-NO3
- ambiental mantuvieron niveles de glucosa 

similares; sin embargo, en el tratamiento de 400.05 mg/L de N-NO3
- ambiental, los niveles 

de glucosa a las 6, 12, 24 y 48 h fueron de 0.336±0.033, 0.368±0.017, 0.400±0.033 y 

0.362±0.016, respectivamente. En ninguno de los tiempos de exposición se observaron 

diferencias significativas (p >0.05) entre los niveles de glucosa expuestos a las 4 

concentraciones de N-NO3
- ambiental (Figura 8). 
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Figura 8. Niveles de glucosa (mg/mL) en juveniles de L. vannamei expuestos a diferentes 
concentraciones de N-NO3

- (mg/L) durante 48 h. Letras diferentes para el mismo tiempo de 
exposición (h) indican diferencias significativas (p <0.05) entre las concentraciones. 
 

7.7.3. Niveles de lactato en la hemolinfa de juveniles de L. vannamei expuestos por 

separado a amonio, nitritos y nitratos   

El comportamiento de los niveles de lactato en la hemolinfa de organismos expuestos 

a concentraciones subletales de amonio fue similar a los niveles de glucosa, en las primeras 

horas de exposición se observó un aumento en los niveles de lactato y a partir de las 24 h se 

presentó una disminución en los niveles. El tratamiento control (0 mg/L de NAT) se 

mantuvo estable durante las 48 h de exposición con niveles entre 0.095 y 0.108 mg/mL de 

lactato; mientras que los niveles de lactato en el tratamiento de 14.50 mg/L de NAT 

ambiental a las 6, 12, 24 y 48 h fue de 0.142±0.026, 0.235±0.029, 0.315±0.013 y 

0.249±0.047 mg/mL, respectivamente. A las 6 h no se mostraron diferencias significativas 

(p >0.05) en los niveles de lactato en ninguno de los tratamientos con NAT ambiental; sin 

embargo, a las 12 h, todos los tratamientos fueron diferentes entre sí (p <0.05), siendo el 

tratamiento con mayor concentración de NAT (14.50 mg/L) el que registró el nivel más 

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

En la Figura 10 se muestra el comportamiento de los niveles de lactato en la 

hemolinfa de organismos que fueron expuestos a diferentes concentraciones de nitrito 

ambiental (0, 1.06, 2.65, 5.30 mg/L de N-NO2
-). Los tratamientos control, 1.06 y 2.65 mg/L 

de N-NO2
- ambiental tuvieron un comportamiento similar en cuanto a los niveles de lactato 

en la hemolinfa; sin embargo, en el tratamiento de 5.30 mg/L de N-NO2
-
, los niveles de 

lactato a las 6, 12, 24 y 48 h fueron de 0.115±0.037, 0.130±0.026, 0.255±0.022 y 

0.236±0.027 mg/mL, respectivamente. No se encontraron diferencias significativas (p 

>0.05) entre los niveles de lactato y las concentraciones de nitrito ambiental a las 6 y 12 h 

de exposición. A las 24 h, el tratamiento control (0 mg/L de N-NO2
-) mostró diferencias 

significativas menores (p <0.05) con el tratamiento de mayor concentración de nitritos 

ambiental (5.30 mg/L de N-NO2
-), pero no con los otros dos tratamientos de nitrito 

ambiental. Se observaron diferencias significativas (p <0.05) en los niveles de lactato en la 

hemolinfa del tratamiento de 5.30 mg/L de N-NO2
- ambiental con los otros 3 tratamientos 

(0, 1.06 y 2.65 mg/L de N-NO2
- ambiental) a las 48 h de exposición.    
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Figura 10. Niveles de lactato (mg/mL) en juveniles de L. vannamei expuestos a diferentes 
concentraciones de N-NO2

- (mg/L) durante 48 h. Letras diferentes para el mismo tiempo de 
exposición (h) indican diferencias significativas (p <0.05) entre las concentraciones. 

 

Los niveles de lactato en la hemolinfa de camarones expuestos a diferentes 

concentraciones de nitratos oscilaron entre 0.096 a 0.138 mg/mL. Los tratamientos de 0, 

90.00 y 225.02 mg/L de N-NO3
- mantuvieron sus niveles de lactato similares durante las 48 

h de exposición; sin embargo, los niveles de lactato en el tratamiento de 400.05 mg/L a las 

6, 12, 24 y 48 h fueron de 0.101±0.014, 0.106±0.019, 0.138±0.030 y 0.153±0.035 mg/mL, 

respectivamente. No fueron evidenciadas diferencias significativas (p >0.05) entre los 

niveles de lactato de la hemolinfa con los tratamientos de nitrato ambiental a las 6, 12 y 24 

h de exposición; no obstante, sí se observaron diferencias (p <0.05) a las 48 h entre el 

tratamiento de mayor concentración de nitrato ambiental (400.05 mg/L de N-NO3
-) con los 

otros 3 tratamientos (0, 90, 225.02 mg/L de N-NO3
- ambiental) (Figura 11). 
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Figura 11. Niveles de lactato (mg/mL) en juveniles de L. vannamei expuestos a diferentes 
concentraciones de N-NO3

- (mg/L) durante un periodo de 48 h. Letras diferentes para el 
mismo tiempo de exposición (h) indican diferencias significativas (p <0.05) entre las 
concentraciones. 
 

7.7.4. Concentraciones de iones en la hemolinfa de juveniles de L. vannamei expuestos 

por separado a amonio, nitritos y nitratos  

En la prueba subletal de amonio, las concentraciones de magnesio (Mg) en los 

tratamientos de 0 y 14.50 mg/L de NAT ambiental oscilaron entre 29.892 y 31.410 y entre 

27.980 y 29.919 mmol/L de Mg, respectivamente; para el ion calcio (Ca) fueron de 14.152 

a 15.618 y 13.160 a 14.896 mmol/L de Ca para las concentraciones de 0 y 14.50 mg/L de 

NAT ambiental, respectivamente. En cuanto a los niveles de potasio (K) y sodio (Na), 

fluctuaron entre 6.78 a 7.50 y 6.68 a 7.45, y 341.32 a 349.75 y 297.92 a 346.35 mmol/L 

para la concentración de 0 y 14.50 mmol/L de N-NAT ambiental, respectivamente (Figura 

12). Los niveles de iones Mg, Ca, K y Na en la hemolinfa de organismos expuestos al 

tratamiento control (0 mg/L de N-NO2
-) fueron 28.03 a 29.04, 14.15 a 15.62, 7.45 a 7.80 y 

288.35 a 309.25 mmol/L, respectivamente; y para los expuestos a la concentración de 5.30 

mmol/L de N-NO2
- ambiental fueron de  27.55 a 28.19, 13.82 a 15.21, 6.32 a 7.66 y 262.47 

a 298.70 mmol/L, en ese orden (Figura 13). En la Figura 14 se muestra el comportamiento 

de los niveles de iones en la hemolinfa expuestos a diferentes concentraciones de nitratos; 
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la oscilación de Mg, Ca, K y Na durante las 48 h de exposición fue de 21.20 a 23.60, 0.53 a 

1.50, 7.58 a 8.10 y 272.47 a 305.10 mmol/L de N-NO3
-, respectivamente.   

 

Figura 12. Concentraciones de magnesio, calcio, potasio y sodio (mmol/L) en la hemolinfa 
de camarones L. vannamei  expuestos por 48 h a concentraciones subletales de NAT. 
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Figura 13. Concentraciones de magnesio, calcio, potasio y sodio (mmol/L) en la hemolinfa 
de camarones L. vannamei  expuestos por 48 h a concentraciones subletales de N-NO2

-. 
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Figura 14. Concentraciones de magnesio, calcio, potasio y sodio (mmol/L) en la hemolinfa 
de camarones L. vannamei expuestos por 48 h a concentraciones subletales de N-NO3

-. 
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7.8. Toxicidad subcrónica en el mediano plazo (28 días) 

7.8.1. Tasa de supervivencia de juveniles de L. vannamei expuestos a amonio y nitritos 

solos y en combinación   

Las concentraciones del tóxico utilizado en las pruebas subcrónicas a la salinidad de 3 

y 25 g/L variaron dependiendo del valor de la CL50 a las 96 h de NAT y N-NO2
-
 para 

juveniles de L. vannamei a una salinidad de 3 g/L; se utilizaron el 0, 5 y 10 % del valor de 

la CL50, siendo su equivalente en concentraciones en mg/L de 0, 1.15 y 2.90 de NAT y 0, 

0.53 y 1.06 de N-NO2
-.  

En la prueba de toxicidad subcrónica de amonio, la tasa de supervivencia en el 

tratamiento control registró el 100 % de supervivencia durante las 4 semanas de prueba en 

las salinidades de 3, y en todas las concentraciones de NAT a la salinidad de 25 g/L. En la 

concentración de 1.15 y 2.90 mg/L de NAT a la salinidad de  3 g/L, los % de supervivencia 

en la semana 2, 3 y 4 fueron de 100±0, 96.7±2.9 y 91.7±2.9 % y 96.7±2.9, 93.3±2.9 y 

88.3±2.9 %, respectivamente (Figura 15). 

 
Figura 15. Porcentaje de supervivencia (%) en juveniles de L. vannamei expuestos a 
diferentes concentraciones de NAT (mg/L) durante 28 días. 

El % de supervivencia de los organismos expuestos a todas las concentraciones de 

nitritos en la salinidad de 25 g/L, registró el 100 % durante los 28 días de prueba; 

similarmente ocurrió para el control (0 mg/L de N-NO2
- ambiental) a la salinidad de 3 g/L. 
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En la concentración de 0.53 mg/L de N-NO2
- a la salinidad de 3 g/L, el porcentaje de 

supervivencia al final de la cuarta semana fue de 96.7±2.9; y en los % de supervivencia a la 

2, 3 y 4 semana en la concentración de 1.06 mg/L de N-NO2
-
 fue de 98.3±2.9, 90.0±5.0 y 

83.3±2.9 %, respectivamente (Figura 16).   

 
Figura 16. Porcentaje de supervivencia (%) en juveniles de L. vannamei expuestos a 
diferentes concentraciones de N-NO2

-
 (mg/L) durante 28 días. 

Los porcentajes de supervivencia de los organismos expuestos a la mezcla de NAT y 

N-NO2
- a la salinidad de 25 g/L fue del 100 % durante el desarrollo de toda la prueba, 

similarmente ocurrió para el control a la salinidad de 3 g/L. Durante la 2, 3 y 4 semana de 

exposición a la mezcla en la salinidad de 3 g/L, las supervivencias en la concentraciones del 

5 % del valor de la CL50 a las 96 h fueron de 96.7±2.9, 93.3±2.9 y 83.3±2.9 %, 

respectivamente; y para la concentración del 10 % fueron de 96.7±2.9, 91.7±2.9 y 45.0±2.9 

%, respectivamente (Figura 17).  
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Figura 17. Porcentaje de supervivencia (%) en juveniles de L. vannamei expuestos a 
diferentes concentraciones combinadas de NAT y N-NO2

-
 (mg/L) durante un periodo de 28 

días. 

7.8.2. Tasa de crecimiento 

El peso promedio inicial de los juveniles de L. vannamei en las pruebas subcrónicas 

de amonio y nitritos solos y en combinación a una salinidad de 3 g/L fue de 3.53±0.65 g. 

En la Tabla 37 se encuentran los pesos promedios de cada uno de los tratamientos de 

concentración de los tóxicos durante las 4 semanas de exposición a los tóxicos en la 

salinidad de 3 g/L. El peso promedio mayor fue registrado en el tratamiento control durante 

las 4 semanas de exposición y el menor en el tratamiento de la combinación de amonio y 

nitritos del 10 % del valor de la CL50 individual; sin embargo, solo en la tercera semana se 

mostró diferencias significativas (p <0.05) entre estos dos tratamientos, pero no hubo 

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

La Tabla 38 muestra las tasas de crecimiento (g/sem) de cada uno de los tratamientos 

con las diferentes concentraciones solas y en combinación de NAT y N-NO2
- y los 

tratamientos control (0 %). La mayor tasa de crecimiento en la salinidad de 3 g/L fue para 

el control con un valor de 0.61±0.02 g/sem, después le siguen los tratamientos del 5 % de 

NAT y N-NO2
- de con 0.54±0.06 y 0.50±0.05 g/sem, respetivamente. El valor menor de 

tasa de crecimiento fue registrado en el tratamiento del 10 % de NAT/N-NO2
-
 con 
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0.36±0.14 mg/sem; sin embargo, en ninguno de los tratamientos se presentaron diferencias 

significativas (p >0.05). 

Tabla 37. Peso promedio y desviación estándar (g) de juveniles de L. vannamei expuestos 
durante 4 semanas a concentraciones subcrónicas por separado y en combinación de NAT y 
N-NO2

- a una salinidad de 3 g/L. Letras diferentes en la misma semana de exposición 
indican diferencias significativas (p <0.05) entre los tratamientos. 

Tratamiento Semana 
  0 1 2 3 4 
5 % NAT 3.53±0.65a 4.11±0.10a 4.93±0.07a 5.28±0.20ab 5.69±0.25a 
10 % NAT 3.53±0.65a 3.88±0.49a 4.44±0.33a 5.03±0.32ab 5.37±0.84a 
5 % NAT/N-NO2

-
 

3.53±0.65a 4.03±0.15a 4.39±0.28a 4.97±0.35ab 5.48±0.10a 
10 % NAT/N-NO2

- 3.53±0.65a 3.98±0.07a 4.33±0.67a 4.6±0.38b 4.98 ±0.58a 
5 % N-NO2

-
 

3.53±0.65a 3.97±0.18a 4.68±0.44a 5.02±0.17ab 5.53±0.19a 
10 % N-NO2

-
 

3.53±0.65a 3.84±0.48a 4.42±0.44a 4.91±0.13ab 5.16±0.37a 
Control  3.53±0.65a 4.12±0.11a 5.11±0.10a 5.47±0.20a 5.98±0.10a 

 

Tabla 38. Tasa de crecimiento (GR) y desviación estándar (g/semana) de juveniles de L. 
vannamei durante la exposición subletal de NAT y N-NO2

- solos y en combinación a una 
salinidad de 3 g/L. Letras diferentes entre tratamientos indican diferencias significativas (p 
<0.05) entre los tratamientos. 

Tratamiento GR (g/sem) 

5 % NAT 0.54±0.06a 
10 % NAT 0.46±0.21a 
5 %  NAT/N-NO2

- 0.49±0.03a 
10 % NAT/N-NO2

- 0.36±0.14a 
5 % N-NO2

- 0.50±0.05a 
10 % N-NO2

- 0.41±0.09a 
Control 0.61±0.02a 

 

Las concentraciones para las pruebas subcrónica de amonio y nitritos solos y 

combinados a una salinidad de 25 g/L fueron las mismas que en la prueba a una salinidad 

de 3 g/L. El peso inicial de los organismos fue de 3.74±0.69 g; en la Tabla 39 se muestran 

los pesos promedios por semana de cada uno de los tratamientos y el control; 

estadísticamente no se presentaron diferencias significativas (p >0.05) entre los 

tratamientos en ninguna semana de exposición.  
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Tabla 39. Peso promedio y desviación estándar (g) de juveniles de L. vannamei expuestos 
durante 28 días a concentraciones subcrónica por separado y en combinación de NAT y N-
NO2

-a una salinidad de 25 g/L. Letras diferentes en la misma semana de exposición indican 
diferencias significativas (p <0.05) entre los tratamientos. 

Tratamiento Semana 
  0 1 2 3 4 
5 % NAT 3.74±0.69a 4.49±0.24a 5.34±0.13a 6.21±0.35a 7.18±0.27a 
10 % NAT 3.74±0.69a 4.48±0.17a 5.47±0.25a 6.39±0.23a 7.27±0.06a 
5 %  NAT/N-NO2

- 3.74±0.69a 4.53±0.43a 5.37±0.40a 6.40±0.56a 7.14±0.18a 
10 % NAT/N-NO2

- 3.74±0.69a 4.42±0.55a 5.48±0.53a 6.41±0.45a 7.21 ±0.11a 
5 % N-NO2

- 3.74±0.69a 4.43±0.89a 5.44±0.37a 6.37±0.03a 7.16±0.19a 

10 % N-NO2
- 3.74±0.69a 4.49±0.24a 5.27±0.32a 6.44±0.19a 7.33±0.18a 

Control  3.74±0.69a 4.54±0.05a 5.48±0.05a 6.38±0.12a 7..46±0.15a 
 

En cuanto a la tasa de crecimiento, los valores de mayor a menor fueron registrados 

en el control (0 %), 10 % de N-NO2
-, 10 % de NAT, 10 % de NAT/N-NO2

-, 5 % de N-NO2
-
 

y 5 % de NAT/N-NO2
- con valores de 1.69±0.04, 1.66±0.04, 1.65±0.01, 1.63±0.03, 

1.62±0.05, 1.62±0.07 y 1.61±0.04 mg/sem, respectivamente (Tabla 40).  

Tabla 40. Tasa de crecimiento (GR) y desviación estándar (g/semana) de juveniles de L. 
vannamei durante la exposición subcrónica de NAT y N-NO2

- solos y en combinación a 
una salinidad de 25 g/L. Letras diferentes entre tratamientos indican diferencias 
significativas (p <0.05) entre los tratamientos. 

Tratamiento GR (g/sem) 
5 % NAT 1.62±0.07a 
10 % NAT 1.65±0.01a 
5 %  NAT/N-NO2

- 1.61±0.04a 
10 % NAT/N-NO2

- 1.63±0.03a 
5 % N-NO2

- 1.62±0.05a 
10 % N-NO2

- 1.66±0.04a 
Control  1.69±0.04a 

 

Para conocer si existen efectos sobre la tasa de crecimiento de las concentraciones 

subcrónicas en dos diferentes escenarios de salinidades, se procedió a realizar una 

comparación estadística entre los diferentes tratamientos con el mismo tóxico y las 

salinidades de 3 y 25 g/L (Figura 18, 19 y 20). En la prueba de exposición de NAT no se 
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encontraron diferencias significativas (p >0.05) entre la tasa de crecimiento de las 

diferentes concentraciones de NAT para una misma salinidad (3 y 25 g/L); sin embargo, sí 

hay diferencias significativas (p <0.05) en la tasa de crecimiento de una misma 

concentración del tóxico (%)  pero en diferentes salinidades (3 y 25 g/L) (Figura 18). En la 

exposición de N-NO2, la GR de la salinidad a 3 g/L mostró diferencias significativas (p 

<0.05) entre la concentración de 1.06 mg/L con el control (0 mg/L), pero no con 0.53 mg/L 

de N-NO2
-; sin embargo, en la salinidad de 25 g/L, las GR no fueron diferentes entre las 

distintas concentraciones del tóxico. Si hay diferencias significativas (p <0.05) en la tasa de 

crecimiento de una misma concentración del tóxico (%)  pero en diferentes salinidades (3 y 

25 g/L) (Figura 19). En la prueba combinada (NAT/N-NO2
-) a la salinidad de 3 g/L fueron 

observadas diferencias significativas (p<0.05) de las GR entre los tratamientos de los 

tóxicos, en las cuales la GR del control fue mayor a la mezcla del 10 %, pero no con la 

mezcla del 5 %. En la salinidad de 25 g/L no se evidenciaron diferencias significativas de la 

GR de los % de las mezclas. Diferencias significativas fueron encontradas al comparar el 

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

 

Figura 18. Tasa de crecimiento (GR) y desviación estándar (g/semana) de juveniles de L. 
vannamei durante la exposición subcrónica de NAT en salinidades de 3 y 25 g/L. Letras 
mayúsculas diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos para una misma 
salinidad. Letras minúsculas diferentes entre mismas concentraciones del tóxico significan 
diferencias significativas entre las dos diferentes salinidades. 
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Figura 19. Tasa de crecimiento (GR) y desviación estándar (g/semana) de juveniles de L. 
vannamei durante la exposición subcrónica de N-NO2

- en salinidades de  3 y 25 g/L. Letras 
mayúsculas diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos para una misma 
salinidad. Letras minúsculas diferentes entre mismas concentraciones del tóxico significan 
diferencias significativas entre las dos diferentes salinidades. 

 

Figura 20. Tasa de crecimiento (GR) y desviación estándar (g/semana) de juveniles de L. 
vannamei durante la exposición subcrónica NAT y N-NO2

- combinados en salinidades de  3 
y 25 g/L. Letras mayúsculas diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos 
para una misma salinidad. Letras minúsculas diferentes entre mismas concentraciones del 
tóxico significan diferencias significativas entre las dos diferentes salinidades.   

7.9. Consumo de alimento  

En las pruebas de toxicidad aguda de amonio, nitritos y nitratos solos y combinados 

tanto en postlarvas como en juveniles de L. vannamei, se observó que los organismos 

disminuyeron el consumo de alimento conforme pasaron las horas de exposición a los 

tóxicos. Sin embargo, dado que se utilizó en cada una de las pruebas un intervalo de 9 

concentraciones, en las Tablas 41 y 42 se resumen las observaciones del consumo de 

alimento en porcentaje total por el tiempo de exposición de 96 h en las dosis inferiores a las 

CL50 y las UT50 calculadas para los tóxicos solos y combinados, respectivamente.   
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Tabla 41. Consumo de alimento (%) de postlarvas de L. vannamei expuestas a 
concentraciones inferiores a la CL50-96 h y UT50-96 h de NAT, N-NO2

- y N-NO3
- (mg/L) 

solos y combinados, respectivamente, a 1 y 3 g/L de salinidad. 

Tóxicos  Salinidad 
(g/L) 

CL50 Concentraciones 
(mg/L) 

% de consumo de 
alimento**  

NAT 1 10.8 10 87.5±0 
   5 100±0 
 3 16.3 10 94.2±5.5 
N-NO2

- 1 3.3 2.5 37.5± 0 
 3 4.9 2.5 87.5± 0 
N-NO3

- 1 112.8 100 66.2± 5.5 
   50 77.9± 5.8 
 3 430.0 400 73.3 ±4.7 
   200 83.3± 7.2 
NAT/N-NO2

-/N-NO3
- 1 0.44* 0.25* 87.1±1.4 

NAT/N-NO2/N-NO3
- 3 0.68* 0.5* 89.2 ±1.4 

   0.25* 99.2 ±2.9  
NAT/N-NO2

-/N-NO3
- 25 1.12* 1* 100±0 

   0.75* 100±0 
   0.5* 100±0 
   0.25* 100±0 
NAT/N-NO2

- 3 0.66* 0.5* 90.8 ±2.9 
   0.25* 100±0 
NAT/N-NO3

- 3 0.64* 0.5* 97.5 ±0 
   0.25* 100±0 
N-NO2/N-NO3

- 3 0.78* 0.75* 42.1± 2.8 
   0.5* 80.4 ±2.8 
   0.25* 89.6± 3.8 

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

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

expuestos a concentraciones individuales de N-NO2
- en la salinidad de 1 g/L, registrando un 

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

respecto al control (0 mg/L). En el caso de las pruebas de toxicidad aguda de N-NO3
-
 en 

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

exposición en las concentraciones de 100 y 50 mg/L de N-NO3
- y 400 y 200 mg/L de N-

NO3
-, fueron de 66.2±5.5 % y 77.9±5.8 % y 73.3 % y 83.3 %, respectivamente. Para las 

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

NO2/N-NO3
-
 a la salinidad de 3 g/L registró un % de consumo de alimento de 42.1±2.8 

durante las 96 h de exposición, siendo este porcentaje el más bajo de todas las pruebas de 
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toxicidad de mezclas en postlarvas. En el caso de la mezcla de  NAT/N-NO2
-/N-NO3

- en la 

salinidad de 25 g/L, no se identificó un efecto en el consumo de alimento, los organismos 

expuestos a las diferentes UT inferiores a la UT50 estuvieron alimentándose durante las 96 h 

de exposición a la mezcla de los tres tóxicos (Tabla 41).  

En las pruebas de toxicidad aguda con juveniles de L. vannamei, los porcentajes de 

consumo de alimento en los expuestos a amonio fueron de 75.0± 3.7 % y 87.5±2.8 % en las 

concentraciones de 20 y 10 mg/L de NAT, respectivamente. El % más bajo de consumo de 

alimento ocurrió en los organismos expuestos a 10 mg/L de N-NO2
- con el 33.8±5 % 

durante las 96 h. Para la mezcla de NAT/N-NO2
-/N-NO3

- a la salinidad de 3 g/L, el 

consumo de alimento para las UT de 1, 0.75 y 0.5 fueron de 17.5±0 %, 38.8±5 % y 

75.4±1.4 %, respectivamente. No fue observada una reducción en el % de consumo de 

alimento en los organismos expuestos a la mezcla de los tres compuestos nitrogenados a la 

salinidad de 25 g/L (Tabla 42).  

Tabla 42. Consumo de alimento (%) de juveniles de L. vannamei expuestos a 
concentraciones inferiores a la CL50-96 h y UT50-96 h de NAT, N-NO2

- y N-NO3
- (mg/L) 

solos y combinados a 1 y 3 g/L de salinidad. 

Tóxicos  Salinidad 
(g/L) 

CL50 Concentraci
ones (mg/L) 

% de consumo de 
alimento**  

NAT 3 29.0 20 75.0± 3.7 
   10 87.5± 2.8 
N-NO2

- 3 10.60 10 33.8±0 
   7.5 70.8±2.8 
   5 82.9±1.4 
N-NO3

- 3 900.09 800 57.5±1.7 
   400 88.3±1.4 
NAT/N-NO2

-/N-NO3
- 3 0.99* 1* 17.5±0 

   0.75* 38.8±5 
   0.5* 75.4±1.4 
NAT/N-NO2

-/N-NO3
- 25 1.31* 1* 100±0 

   0.75* 100±0 
   0.5* 100±0 

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

Sprague (1971), define el nivel de seguridad como la concentración de un 

contaminante que a largo plazo no tiene un efecto adverso en un organismo o una población 

(respiración, crecimiento, reproducción, consumo de alimento); este valor puede ser 

obtenido a partir del valor de la CL50-96 h multiplicándolo por un factor de aplicación de 

0.1. No se dispone de información detallada para elegir un factor más específico, por 

ejemplo de 0.06, 0.07, 0.04, etc.; sin embargo, los resultados observados si permiten elegir 

el factor de 0.05 y no el factor de 0.10.  En el presente estudio, los niveles de seguridad 

fueron estimados con el factor de 0.05, este factor fue considerado a partir del análisis de 

resultados obtenidos de las pruebas subletales (48 h) y subcrónica (28 días), así también 

fueron tomados en cuenta los porcentajes y comportamientos de mortalidad en la pruebas 

letales agudas (96 h) (Figura 21). El comportamiento de los componentes sanguíneos 

(oxihemocianina glucosa y lactato), así como los datos de tasas de crecimiento y 

supervivencia fueron importantes para determinar el factor de 0.05.  

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

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

g/L.  

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

Edad  Tóxico  Salinidad 
(g/L) 

Nivel de seguridad 
(mg/L) 

PL20 NAT 1 0.54 (0.495-0.590) 
PL20 NAT 3 0.82 (0.76-0.87) 
PL20 N-NH3 1 0.050  (0.045-0.055) 
PL20 N-NH3 3 0.055 (0.070-0.075) 
PL20 N-NO2

- 1 0.170 (0.145-0.185) 
PL20 N-NO2

- 3 0.190  (0.215-0.275) 
PL20 N-NO3

- 1 5.64 (4.92-6.45) 
PL20 N-NO3

- 3 21.50 (19.53-23.67) 
PL20 NAT/N-NO2

-/N-NO3
- 1 0.022 (0.020-0.025)*a 

PL20 NAT/N-NO2
-/N-NO3

- 3 0.034 (0.031-0.038)*b 

PL20 NAT/N-NO2
- 3 0.033 (0.030-0.037)*c 

PL20 NAT/N-NO3
- 3 0.032 (0.029-0.036)*d 

PL20 N-NO2/N-NO3
- 3 0.039 (0.035-0.040)*e 

Juveniles (3.3 g) NAT 3 1.45 (1.28-1.64) 
Juveniles (3.3 g) N-NH3 3 0.13 (0.11-0.14) 
Juveniles (3.3 g) N-NO2

- 3 0.53 (0.57-0.48) 
Juveniles (3.3 g) N-NO3

- 3 45.00 (40.90-49.72) 
Juveniles (3.3 g) NAT/N-NO2

-/N-NO3
- 3 0.050 (0.045-0.055)*f 

* Corresponde a las UT; a 0.79, 0.02 y 0.83 mg/L de NAT, N-NO2
- y N-NO3

-, respectivamente;  b 0.18, 0.05 y 
4.87 mg/L de NAT, N-NO2

- y N-NO3
-, respectivamente; c 0.27 y 0.08 mg/L de NAT y N-NO2

-, 
respectivamente; d 0.26, 6.9 mg/L de NAT y N-NO3

-, respectivamente; e 0.09 y 8.4 mg/L de N-NO2 y N-NO3
-, 

respectivamente; f 0.48, 0.08 y 14.58 mg/L de NAT, N-NO2
- y N-NO3

-.  
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8.0. DISCUSIÓN  

8.1. Toxicidad aguda de amonio  

En ambientes acuáticos, el NAT existe en dos formas químicas como NH4
+ y NH3, 

siendo esta última más tóxica debido a que puede difundirse más fácilmente a través de las 

bicapas lipídicas hacía la hemolinfa (Weihrauch et al., 2004). Las proporciones del NH4
+ a 

NH3 depende de la salinidad, la temperatura, y, en mayor medida, del pH, y cada una de 

estas variables influye en la toxicidad del amonio de diferentes maneras (Lin y Chen, 

2001). Aunque pocos estudios han investigado la influencia de pH en la toxicidad del 

amonio en los crustáceos, los resultados han mostrado que un pH más alto aumenta la 

toxicidad del amonio, probablemente esto se deba a que aumenta la proporción de la forma 

NH3 es más concentrada (Armstrong et al., 1978). Sin embargo, a pesar de que la salinidad 

y la temperatura tienen un efecto mucho menor en la relación NH4
+/NH3, también influyen 

en la toxicidad del amonio.  

La toxicidad del amonio para los crustáceos ha sido estudiada por varios autores  

(Chin y Chen, 1987; Chen et al., 1989; Ostrensky y Wasielesky, 1995; Alcaraz et al., 

1999b; Frías-Espericueta et al., 2000). En la Tabla 44 y 45 se encuentran valores de CL50 

de NAT  (mg/L) en diferentes especies de postlarvas y juveniles de camarones peneidos, 

respectivamente. Es importante mencionar que la toxicidad aguda del amonio y los nitritos 

se ha estudiado en varias especies de postlarvas de camarones peneidos en aguas marinas y 

salobres; sin embargo, no existe información disponible en aguas de baja salinidad (Tabla 

44). Una discusión más amplia sobre la toxicidad aguda de amonio, nitritos y nitratos en 

postlarvas de L. vannamei puede encontrarse en el trabajo de Valencia-Castañeda et al. 

2018 (Anexo 3).  
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Tabla 44. Valores de CL50 de NAT (mg/L) en diferentes especies de postlarvas de 
camarones peneidos 

Especies Talla  Salinidad 
(g/L) 

CL50 Referencias 

   24 h 48 h 72 h 96 h  
P. monodon PL6 34 52.1 27.7 17.0 11.5 Chin y Chen (1987) 
P. japonicus PL2 33 31.7 --- --- --- Chen et al. (1989) 
P. japonicus PL12 33 53.4 --- --- --- Chen et al. (1989) 
Metapenaeus 
ensis 

PL1 33 30.3 16.7 --- --- Chen et al. (1991) 

M. ensis  PL10 33 24.4 --- --- --- Chen et al. (1991) 
P. japonicus PL1 36 32.5 22.8 17.4 15.5 Lin et al. (1993) 
Penaeus 
paulensis 

PL1 28 24.2 8.6 5.6 5.5 Ostrensky y 
Wasielesky (1995) 

P. setiferus PL25 25 11.5 9.4 8.7 --- Alcaraz et al. (1999b) 
L. vannamei PL12 35 17.9 12.5 12.2 12.2 Frías-Espericueta et 

al. (2000) 
Penaeus 
semisulcatus 

27.5 mg 15 14.8 11.2 7.9 7.1 Kir y Kumlu (2006) 

P. 
semisulcatus 

27.5 mg 20 27.1 12.3 8.5 7.11 Kir y Kumlu (2006) 

P. 
semisulcatus 

27.5 mg 35 58.9 23.3 20.5 18.7 Kir y Kumlu (2006) 

P. 
semisulcatus 

27.5 mg 40 66.7 32.5 23.2 19.1 Kir y Kumlu (2006) 

L. vannamei PL1 34   13.2 --- --- --- Cobo et al. (2014) 
        
L. vannamei PL25 10 --- 39.7 --- --- Schuler et al. (2010) 
L. vannamei PL20 1 38.9 14.0 11.8 10.8 Este estudio 
L. vannamei PL20 3 48.4 22.5 18.1 16.3 Este estudio 

--- No disponible 

En la Tabla 45 se muestran valores de CL50 de NAT (mg/L) a diferentes horas de 

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

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

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

existe información. Se ha observado que existe una relación inversa entre la salinidad y la 

toxicidad de amonio en P. penicillatus (Chen y Lin 1991), P. chinensis (Chen y Lin, 

1992b), L. vannamei (Lin y Chen, 2001; Li et al., 2007), Penaeus semisulcatus (Kir y 

Kumlu, 2006) y L. schmitti (Barbieri, 2010).  



Valencia-Castañeda, G.  2018
 

89 
 

Tabla 45. Valores de CL50 de NAT (mg/L) en diferentes especies de juveniles de 
camarones peneidos 

Especie Talla 
(g) 

Salinidad 
(g/L) 

 CL50 Referencia 

   24 h 48 h 72 h 96 h  
Penaeus 
chinensis  

0.36 33 79.9 51.1 37.0 35.1 Chen et al. (1990a)  

Metapenaeus 
macleayi   

2.0 34.5 --- --- --- 26.3 Allan et al. (1990) 

P. monodon 2.2 34.5 --- --- --- 37.4 Allan et al. (1990) 
P. monodon 4.87 20 97.7 88.0 53.4 42.6 Chen et al. (1990b) 
M. ensis 0.10 25    35.4 Nan y Chen (1991) 
P. penicillatus 0.4-0.7 34 59.5 38.7 29.7 --- Chen y Lin (1991) 
P. chinensis 0.76 10 44.0 34.8 --- 28.2 Chen y Lin (1992b) 
P. chinensis 0.76 20 52.2 42.7 --- 38.9 Chen y Lin (1992b) 
P. chinensis 0.76 30 66.7 54.0 --- 39.9 Chen y Lin (1992b) 
P. paulensis 5.4 28 51.8 --- --- 38.7 Ostrensky y 

Wasielesky (1995) 
P. paulensis 31.43 28 64.6 --- --- 42.5 Ostrensky y 

Wasielesky (1995) 
L. vannamei 3.8 35 --- 111.2 84.5 70.2 Frías-Espericueta et 

al. (1999) 
L. vannamei 0.99 35 120.1 92.5 69.2 64.2 Frías-Espericueta et 

al. (1999) 
L. vannamei 22 mm 15 59.7 40.6 32.1 24.4 Lin y Chen (2001) 
L. vannamei 22 mm 25 66.4 48.8 43.2 35.4 Lin y Chen (2001) 
L. vannamei 22 mm 35 68.8 53.8 44.9 39.5 Lin y Chen (2001) 
P. semisulcatus 1.6 39 92.2 76.6 64.1 55.8 Kir et al. (2004) 
L. schmitti 1.50 5 40.7 32.6 24.6 19.1 Barbieri  (2010) 
L. schmitti 1.50 20 53.5 38.6 27.8 25.5 Barbieri  (2010) 
L. schmitti 1.50 35 54.3 47.9 41.7 38.9 Barbieri  (2010) 
L. vannamei 3.3 3 116.3 44.6 39.6 29.0 Este estudio  

--- No disponible 

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

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

CL50 mostraron una mayor toxicidad del amonio cuando disminuye la salinidad del 

ambiente. El valor de la CL50-96 h estimado en este trabajo para juveniles de L. vannamei 

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

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

estos valores que la toxicidad del amonio en juveniles de L. vannamei aumenta en una 
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magnitud cercana al 40%  en aguas de baja salinidad (3 g/L) (Tabla 45). Romano y Zeng 

(2010) encontraron una relación entre los niveles más altos de amonio en la  hemolinfa de 

Penaeus pelagicus en salinidades más bajas en comparación con los de mayor salinidad, 

probablemente debido a la utilización de diferentes mecanismos de resistencia. 

La toxicidad de amonio en juveniles de L. schmitti aumentó con el tiempo de 

exposición, además, la tolerancia disminuyó bruscamente en un 19.8, 39.5 y 53.0 % 

después de 48, 72 y 96 h comparado con la CL50 a las 24 h a 5 g/L de salinidad (Barbieri, 

2010). Lin y Chen (2003) reportaron que la tolerancia de juveniles de L. vannamei a 

amonio disminuyó marcadamente en 12.8, 23.28 y 28.42 % después de 48 y 96 h en 

comparación con la CL50-24 h a 35 g/L de salinidad; después de 48 y 96 h se observó que la 

tolerancia disminuyó en un 56.7 y 74.0 % en comparación a  la CL50-24 h a 15 g/L de 

salinidad; la tolerancia al amonio disminuyó en un 52.9 y 64.7 % después de 48 y 96 h en 

comparación con a la CL50-24 h a 35 g/L de salinidad. Comparando el aumento de la 

toxicidad del amonio a lo largo del tiempo entre estos dos estudios (Barbieri, 2010; Lin y 

Chen, 2003) fue más abrupto en L. schimitti en comparación con L. vannamei.  

La toxicidad del amonio también puede depender de la etapa de desarrollo de los 

crustáceos, y aunque a veces hay una gran tolerancia entre estadios larvales, generalmente 

las postlarvas o juveniles tienen mayor tolerancia al amonio y muestran una correlación 

positiva con el tamaño (Ostrensky y Wasielesky, 1995; Romano y Zeng, 2007a). La CL50 

de 72 h en las larvas zoea I del cangrejo chino, Eriocheir sinensis, fue de 5.7 mg/L de NAT 

y aumentó sustancialmente a 45.3 mg/L en la etapa de juvenil (Zhao et al., 1997). Un 

aumento de más del doble de la tolerancia al amonio en juveniles de primera etapa de P. 

pelagicus en comparación a cuando alcanzaron la séptima etapa de cangrejo juvenil 

(Romano y Zeng, 2007a).  Neil et al. (2005) no encontró ninguna relación entre la toxicidad 

de amonio y las etapas larvales del cangrejo Scylla serrata, aunque la etapa de cangrejo 

tenía dos veces mayor tolerancia (Romano y Zeng, 2007b). A excepción, en juveniles de M. 

ensis se observó una tolerancia menor al amonio que en las etapas larvales menos 

desarrolladas (Chen y Nan, 1991; Nan y Chen, 1991). En el presente estudio, el valor de 

CL50-96 h en juveniles de L. vannamei (3.3 g) expuestos a una salinidad de 3 g/L indican 

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

de salinidad en comparación con aquellas a una salinidad de 1 g/L. 

Otro de los factores que puede influir en la tolerancia a los tóxicos es que los 

organismos de una misma especie pero de distintas poblaciones pueden presentar 

concentraciones individuales efectivas desiguales, esto debido a que antes de someterse a 

las pruebas de toxicidad estuvieron bajo condiciones ambientales diferentes o provienen de 

lotes de progenitores distintos (Newman y Unger, 2003). En este estudio, todas los 

organismos utilizados para las distintas pruebas de toxicidad procedieron de diferentes lotes 

de organismos; sin embargo, esto no se vio influenciado en los efectos letales ya que antes 

de someter a los organismos a las diferentes pruebas se realizó una evaluación de la calidad 

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

 8.2. Toxicidad aguda de nitritos 

La toxicidad aguda de nitritos en los crustáceos es sustancialmente menos estudiada 

en comparación con la de amonio. Sin embargo, la información disponible parece indicar 

que el pH, la salinidad y las etapas de desarrollo son los principales factores que influyen 

en la toxicidad. El nitrito existe en dos formas, nitrito (NO2
-) y ácido nitroso (HNO2), las 

cuales coexisten en un equilibrio controlado principalmente por el pH, prácticamente todo 

el nitrito presente en el cultivo de organismos acuáticos está en forma ionizada. La 

ionización del nitrito mediada por el pH es lo contrario a la del amonio (Lin y Chen, 2001). 

El HNO2 puede difundirse fácilmente a través de las membranas branquiales de los 

animales acuáticos, por lo que esta forma es más tóxica. La proporción de estas formas de 

nitrito está muy influenciada por el pH; sin embargo, no existen pruebas de toxicidad aguda 

de nitrito a diferentes niveles de pH en crustáceos decápodos (Romano y Zeng, 2013). No 

obstante, las correlaciones entre la toxicidad de los nitritos y el pH se han demostrado en 

peces (Huey et al., 1982), es probable que exista una tendencia similar en los crustáceos ya 

que Chen y Cheng (2000) encontraron que tanto la afluencia de nitrito y los niveles de 

nitrito en la hemolinfa aumentaron en P. monodon, a un pH decreciente.  

A pesar de que existen relativamente pocos estudios sobre los efectos de la salinidad 

o los niveles de Cl- sobre la toxicidad de los nitritos, los resultados muestran tendencias 

consistentes de la importancia de la salinidad sobre la toxicidad de los nitritos. Por ejemplo, 
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en agua dulce (<0.5 mg/L de Cl-), el valor de la CL50-96 h  fue de 6.1 mg/L para 

Procambarus simulans, y cuando la concentración de Cl- se incrementó a 300 mg/L, no se 

observaron mortalidades, por lo tanto, los valores de CL50 no pudieron ser calculados 

(Beitinger y Huey, 1981). Del mismo modo, salinidades más altas (niveles más altos de Cl-) 

redujeron significativamente la toxicidad de los nitritos en P. penicillatus (Chen y Lin, 

1991) y L. vannamei (Lin y Chen, 2003). En contraste con los hallazgos anteriores, se 

demostró que la salinidad no tiene un efecto sobre los valores de la CL50 de N-NO2
- en las 

larvas de S. serrata (Seneriches-Abiera et al., 2007). Sin embargo, estas larvas poseen 

capacidades osmorreguladoras subdesarrolladas, como se observa en otros cangrejos 

(Charmantier et al., 1998; Anger y Charmantier, 2000), reduciendo la absorción de N-NO2
-

/Cl- que puede explicar este mecanismo de acción. Solo se han realizado dos experimentos 

sobre la toxicidad de los nitritos en diferentes etapas de desarrollo y con resultados 

contrastantes (Chen y Chin, 1988a; Seneriches-Abiera et al., 2007).  

Chen y Chin (1988a) encontraron que el desarrollo larval de nauplios a postlarvas, la 

tolerancia a los nitritos de P. monodon aumentó más de 12 veces (un valor CL50-96 h de 

5.00 mg/L a 61.87 mg/L de N-NO2
-). Por el contrario, cada etapa de larvas zoea de S. 

serrata tenían marcadas diferencias en la tolerancia a los nitritos y no se mostró un vínculo 

claro con las etapas de desarrollo; se observó que cambios de salinidad de 35 a 25 g/L no 

influyeron significativamente sobre el efecto letal de los organismos (Seneriches-Abiera et 

al., 2007). Por otro lado, comparando las CL50-48 h de N-NO2
-
 estimadas en zoea para 

Penaeus indicus (Jayasankar y Muthu, 1983) y P. monodon (Chen y Chin, 1988a) se 

observa que P. monodon es casi dos veces más sensible que P. indicus; mientras que las 

CL50-96 h muestra que en el estadio de PL1 de P. monodon es dos veces más sensible a los 

nitritos que M. ensis (Tabla 46).  
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Tabla 46. Valores de CL50 de N-NO2
- (mg/L) en diferentes especies de larvas y postlarvas 

de camarones peneidos 

Especies Estadio Salinida
d (g/L) 

CL50 Referencias 

   24 h 48 h 72 h 96 h  
P. indicus Zoea 35 --- 15.4 --- --- Jayasankar y Muthu 

(1983b) 
P. monodon Nauplio 34 5.0 --- --- --- Chen y Chin (1988a) 
P. monodon Zoea 34 13.2 --- --- --- Chen y Chin (1988a) 
P. monodon Mysis 34 20.7 8.3 --- --- Chen y Chin (1988a) 
P. monodon PL1 34 61.9 33.2 20.5 13.5 Chen y Chin (1988a) 
P. monodon PL6 34 61.9 33.2 20.5 13.5 Chen y Chin (1988a) 
P. japonicus  PL2 34 83.4 53.8 21.8 13.0 Chen y Tu (1990) 
M. ensis PL1 33 70.1 27.1 --- --- Chen y Nan (1991) 
P. paulensis PL1  277.8 41.6 14.5 10.7 Ostrensky y Poersch 

(1992) 
P. japonicus PL12 36 87.8 55.0 25.0 20.6 Lin et al. (1993) 
P. setiferus PL25 25 268.1 248.8 167.3 --- Alcaraz et al. (1999b) 
L. vannamei PL25 10 --- 153.7 --- --- Schuler et al. (2010) 

L. vannamei PL23 4.3 --- 12.1 8.1 7.6 Ramirez-Rochín 
(2014) 

L. vannamei PL23 3 --- 16.3 7.7 5.2 Ramirez-Rochín 
(2014) 

L. vannamei PL23 1.7 18.9 7.0 4.3 3.4 Ramirez-Rochín 
(2014) 

L. vannamei PL23 1.1 8.8 6.0 3.6 2.6 Ramirez-Rochín 
(2014) 

L. vannamei PL23 0.8 7.9 5.8 4.0 3.0 Ramirez-Rochín 
(2014) 

L. vannamei PL20 1 29.3 5.1 4.0 3.3 Este estudio 
L. vannamei PL20 3 37.9 8.0 5.7 4.9 Este estudio  

--- No disponible 

Como ya se mencionó en el capítulo anterior, es escasa la información sobre la 

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

salinidad. Schuler et al. (2010) estimaron que la CL50 a las 48 h para postlarvas PL25 en 

una salinidad de 10 g/L fue de 153.7 mg/L de N-NO2
-; este valor es de una magnitud del 

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

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

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

tolerancia a la toxicidad de los nitritos. Por otro lado, Ramírez-Rochín (2014) realizó una 
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evaluación de la toxicidad aguda de los nitritos en  postlarvas PL23 en salinidades de 4.3, 3, 

1.7, 1.1 y 0.8 g/L estimando una CL50 a las 96 h de 7.6, 5.2, 3.4, 2.6 y 3 mg/L de N-NO2
-, 

respectivamente. De acuerdo a los valores de CL50 de N-NO2
- en las salinidades de 3 y 1.1 

g/L estimados por Ramirez-Rochín (2014), estos son similares a los registrados en esta 

investigación para las salinidades de 1 y 3 g/L en postlarvas PL20 (Tabla 46).  

En la Tabla 47 se muestran valores de CL50 de N-NO2
- para diferentes especies de 

juveniles de camarones peneidos a diferentes tiempos de exposición y ambientes de 

salinidad. En comparación con estudios de toxicidad de amonio, se puede apreciar que 

existe un mayor número de trabajos de toxicidad aguda de nitritos en ambientes de baja 

salinidad con juveniles de L. vannamei (Gross et al., 2004; Sowers et al., 2004; Wang et 

al., 2006; Ramirez-Rochín et al., 2017). En cuanto a la tolerancia de nitritos entre las 

especies, se puede observar que L. vannamei y P. monodon a salinidades (20 y 25 g/L) y 

tallas similares (4.87 y 3.90 g) presentan una tolerancia similar. Lin y Chen (2003) 

expusieron a juveniles de L. vannamei (3.90 g) a nitritos en salinidades de 15, 25 y 35 g/L, 

mostrando una mayor toxicidad conforme disminuye la salinidad; es decir, la toxicidad 

disminuyó en un 44.5 % al comparar los valores obtenidos a una salinidad de 35 g/L con 

respecto a 25 g/L de salinidad, siendo más tóxicos los nitritos en la segunda salinidad; de 

igual manera, pero a salinidades de 25 g/L con respecto a 15 g/L la tolerancia disminuyó en 

un 57 %.  

Ramírez-Rochín et al. (2017) mostraron que la tolerancia de nitritos en juveniles de la 

misma especie y talla similar (4.4 g) a salinidades de 2.0, 1.0 y 0.6 g/L fue 43.5 % más baja 

a 1.0 que a 2.0 g/L de salinidad, mientras que a 0.6 g/L la tolerancia fue de 18.6 % menos 

que a 1.0 g/L de salinidad. El valor de la CL50-96 h de N-NO2
- estimado en este trabajo para 

juveniles de 3.3 g (10.3 mg/L de N-NO2
-) es similar al estimado por Ramírez-Rochín et al. 

(2017) a una salinidad de 2 g/L (12.4 mg/L de N-NO2
-); sin embargo, a pesar de que es una 

salinidad menor que la de este estudio (3 g/L), posiblemente la mayor tolerancia se puede 

deber a que la talla de los organismos empleados fue diferente; aquí 3.3 g y Ramírez-

Rochín et al. (2017), 4.4 g. 

 



Valencia-Castañeda, G.  2018
 

95 
 

Tabla 47. Valores de CL50 de N-NO2
- (mg/L) en diferentes especies de juveniles de 

camarones peneidos 

Especie Talla 
(g) 

Salinidad 
(g/L) 

 CL50 Referencia 

   24 h 48 h 72 h 96 h  
P. chinensis 0.36 33 33.9 --- --- 37.7 Chen et al. (1990c) 
P. monodon 4.87 20 218.0 193 --- 171.0 Chen et al. (1990a) 
P. penicillatus 0.40 35 92.8 79.4 --- 40.9 Chen y Lin (1991) 
P. penicillatus 0.40 25 83.3 52.9 --- 38.5 Chen y Lin (1991) 
L. vannamei 3.90 15 187.9 142.2 92.5 76.5 Lin y Chen (2003) 
L. vannamei 3.90 25 274.1 244 224.8 178.0 Lin y Chen (2003) 
L. vannamei 3.90 35 521.2 423 375 321.0 Lin y Chen (2003) 
L. vannamei 0.21 2 30.4 16.4 10.4 8.9 Gross et al. (2004) 
L. vannamei 0.08 2 21.4 13.9 11.2 9.6 Gross et al. (2004) 
L. vannamei 0.70 2 --- --- --- 8.4 Sowers et al. (2004) 
L. vannamei 0.62 3 31.3 24.3 20.3 15.2 Wang et al. (2006) 

L. vannamei 4.40 2 19.4 15.4 13.4 12.4 Ramirez-Rochín et 
al. (2017) 

L. vannamei 4.40 1 14.4 9.6 8.3 7.0 Ramirez-Rochín et 
al. (2017) 

L. vannamei 4.40 0.6 8.1 7.9 6.8 5.7 Ramirez-Rochín et 
al. (2017) 

L. vannamei 3.3 3 55.5 15.4 12.4 10.6 Este estudio 
--- No disponible  

En el caso de los valores de CL50 a las 96 h estimados por Gross et al. (2004) y 

Sowers et al. (2004) para juveniles de L. vannamei a una salinidad de 2 g/L, también ambos 

son similares, pero un poco menor que los calculados en este estudio; la mayor tolerancia 

de los organismos de este trabajo se puede deber a que fueron de talla más grande (Tabla 

47). En este estudio, los juveniles de L. vannamei expuestos a nitritos y una salinidad de 3 

g/L mostraron ser más tolerantes al tóxico en comparación a las postlarvas (PL20) bajo las 

misma condiciones de salinidad, debido a que los valores de las CL50 para juveniles fueron 

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

8.3. Toxicidad aguda de nitratos 

En cuanto a la toxicidad de los nitratos, esta es mucho menor en comparación con el 

amonio y los nitritos; por lo tanto, no es sorprendente que este sea el menos estudiado entre 

las tres especies nitrogenadas. Información sobre la toxicidad aguda de los nitratos está 

limitada a solo unas pocas especies de decápodos que incluyen cangrejos de río, Cherax 
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quadricarinatus (Meade y Watts, 1995) y P. pelagicus y S. serrata (Romano y Zeng, 

2007c; 2007d).  

Es importante mencionar que hay evidencia que sugiere que los nitratos pueden ser 

incluso menos tóxico como se ha mencionado en trabajos de toxicidad aguda en crustáceos, 

y que probablemente sea aplicable a todos los animales estuarinos/marinos. Esto está 

relacionado a problemas inherentes con la detección de valores de CL50 de N-NO3
- que 

alteran la composición iónica de las soluciones de prueba, la cual conducen a un estrés 

osmorregulador no relacionado con la exposición a los nitratos y, en consecuencia, se 

puede registrar un sesgo de mortalidad (Romano y Zeng, 2007d). 

El problema comienza a partir de que se tiene que preparar una solución madre con 

algún reactivo comercial, la cual se diluye para establecer un intervalo de las 

concentraciones de prueba deseadas. En el caso de los nitratos, cuando se agrega NaNO3 al 

agua destilada para crear la solución madre, va a contener además de los correspondientes 

al agua de prueba iones de NO3
- y Na+. Debido a la menor toxicidad de los nitratos, son 

normalmente necesarios altos volúmenes de solución estándar. Entonces, estas diluciones 

grandes de solución madre, con iones de Na+ y NO3
-, inevitablemente tiene un impacto 

significativo en la composición iónica de la solución de prueba final, como aumentar las 

proporciones de Na+/K+. Tales relaciones de iones interrumpidas, que se combinan con 

salinidades más bajas, es bien conocido que induce estrés osmótico y posteriormente la 

muerte en los animales acuáticos, independientemente de sus capacidades de 

osmorregulación (Romano y Zeng, 2007d; Romano y Zeng, 2012). Un método simple para 

mitigar estos cambios de relación iónica es a través de la adición de K+ a la solución madre 

de N-NO3
-, en las mismas concentraciones como los que se encuentran naturalmente en la 

salinidad de la solución de prueba. En pruebas de toxicidad de nitratos se utilizó la 

estrategia de adición de iones K+ a la solución madre la cual ocasionó una disminución 

significativa en el sesgo de mortalidad en P. pelagicus, S. serrata (Romano y Zeng, 2007c; 

2007d) y P. monodon (Romano y Zeng, 2009a). Si bien esto puede reducir el estrés 

osmorregulador, se advierte que las comparaciones de toxicidad de nitratos en la misma 

especie pero en diferentes salinidades puede no ser del todo exacto (Romano y Zeng, 

2009a). Sin embargo, dado que la toxicidad de los compuestos nitrogenados a menudo está 
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relacionado con la acumulación en la hemolinfa, experimentos sobre los niveles de nitratos 

en la hemolinfa de crustáceos, cuando se han sometido a diferentes combinaciones de 

nitritos y salinidades, pueden proporcionar una visión de las tendencias de su toxicidad.  

En este trabajo, en las pruebas de toxicidad de nitratos no fueron adicionados iones de 

K+, y no deja de ser preocupante que un desequilibrio en las relaciones iónicas originó un 

sesgo en las mortalidades de los organismos por un estrés osmorregulatorio; sin embargo, 

se considera que los datos estimados de toxicidad aguda de nitratos en postlarvas y 

juveniles de L. vannamei en aguas de baja salinidad ( 1 y 3 g/L) son la pauta para futuras 

investigaciones sobre toxicidad de los nitratos en las cuales se contemple la adición de 

iones K+ para mantener una relación iónica similar a un agua de mar a la misma salinidad.  

La toxicidad de los nitratos para los invertebrados acuáticos aumenta al aumentar las 

concentraciones de nitratos y los tiempos de exposición (Camargo y Ward, 1992, 1995; 

Scott y Crunkilton, 2000; Tsai y Chen, 2002). Por el contrario, la toxicidad del nitrato 

disminuye con el aumento del tamaño corporal y la salinidad del agua (Camargo y Ward, 

1992, 1995; Tsai y Chen, 2002). En este trabajo, las estimaciones de valores de CL50 de N-

NO3
- indican que las postlarvas PL20 son menos tolerantes a la toxicidad aguda que los 

juveniles (3 g) en la salinidad de 3 g/L (Tabla 11 y 31). Además, en las pruebas de 

toxicidad aguda con postlarvas, se puede observar una mayor tolerancia de nitratos en la 

salinidad de 3 g/L que en la de 1 g/L (Tabla 11).   

Camargo et al. (2005) mencionan que los invertebrados de agua dulce parecen ser 

más sensibles a la toxicidad de los nitratos que los invertebrados marinos como una 

consecuencia probable del efecto de la salinidad del medio sobre la tolerancia de los 

invertebrados acuáticos a los iones de nitratos. Sin embargo, se ha observado que en las 

primeras etapas de vida de algunos invertebrados marinos (P. monodon), estos pueden ser 

muy sensibles a la toxicidad del nitrato (Muir et al., 1991). Para el caso de crustáceos de 

agua dulce, Meade y Watts (1995), examinaron los efectos tóxicos de NaNO3 en la 

supervivencia y la tasa metabólica de juveniles de la langosta australiana C. 

quadricarinatus; después de 5 días, no se observó mortalidad en los organismos expuesto a 

una concentración de 1000 mg/L de N-NO3. Además, no hubo diferencias significativas en 

el consumo de oxígeno entre el control (0 mg/L de N-NO3
-) y los organismos expuestos a la 
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mayor concentración experimental (1000 mg/L de N-NO3
-). Wickins (1976) al examinar la 

toxicidad aguda de NaNO3 en una combinación de especies de camarones peneidos 

(Penaeus aztecus, P. japonicus, Penaeus occidentalis, Penaeus orientalis, L. schmitti y P. 

setiferus), calculó un valor de CL50-48 h de 3400 mg/L de N-NO3
- en un agua de mar de 28 

g/L de salinidad. En cuanto a estudios de toxicidad aguda en camarones peneidos solo se 

tiene un estudio con juveniles de la especie P. monodon (Tabla 48). No es posible con 

nuestros resultados obtenidos de toxicidad aguda de nitratos en juveniles hacer un 

comparativo en cuanto a la tolerancia de la especie L. vannamei y P. monodon debido a que 

las tallas de los organismos son muy diferentes; además, P. monodon fue expuesto en aguas 

salobres y marinas (>15 g/L de salinidad), mientras que L. vannamei fue expuesto a una 

salinidad de 3 g/L. La información generada en esta investigación da el inicio de nuevas 

investigaciones de toxicidad de nitratos en aguas de baja salinidad con la especie L. 

vannamei, y también en aguas marinas y salobres para así hacer comparativos sobre la 

tolerancia entre especies.  

 

Tabla 48. Valores de CL50 (mg/L) de N-NO3
- para la especie P. monodon y L. vannamei a 

diferentes salinidades. 

Especie Talla 
(g) 

Salinidad 
(g/L) 

CL50 Referencia 

   24 h 48 h 72 h 96 h  
P. monodon 0.78 15    1411 Romano y Zeng (2009a) 
P. monodon 1.78 25    2020 Romano y Zeng (2009a) 
P. monodon 0.78 35    2213 Romano y Zeng (2009a) 
P. monodon 0.30 15  2876  1449 Tsai y Chen (2002) 
P. monodon 0.30 25  3894  1575 Tsai y Chen (2002) 
P. monodon 0.30 35  4970  2316 Tsai y Chen (2002) 
L. vannamei  3.30 3 4874 2254 1091 900 Este estudio  

 

8.4. Toxicidad aguda de mezclas  

La supervivencia y salud de los organismos acuáticos es controlada por su entorno y 

por lo tanto, por los cambios inducidos por las actividades del hombre. La entrada de las 

aguas residuales y otros desechos en un cuerpo de agua, aunque han sido tratados, se puede 

esperar que tengan un impacto en el ecosistema acuático. La mayoría de las muertes 
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masivas de organismos acuáticos tiene que ver con el agotamiento rápido de oxígeno o de 

relativamente grandes vertimentos de productos químicos (Rubin y Elmaraghy, 1997). Un 

claro ejemplo de contaminantes que pueden llegar a los ecosistemas acuáticos costeros o de 

aguas interiores de manera natural o por actividades antropogénicas, son los compuestos 

nitrogenados, los cuales pueden tener un efecto sobre los organismos que habitan esos 

sitios.  

Similarmente, en el agua de cultivo, los organismos viven en condiciones 

permanentemente cambiantes, por lo general, a factores físicos y químicos, entre los que se 

suman concentraciones de diferentes contaminantes, como los antibióticos (e.g., Na-

sulfacloropiridazina, tetraciclina, norfloxacina, enrofloxacina, oxitetraciclina), 

desinfectantes (cloro, yodo, cal), alguicidas (CuSO4), pesticidas (hexaclorobenzeno) y otros 

aditivos (Lyle-Fritch et al., 2006). En algunos casos, la utilización de los productos 

químicos es absolutamente necesaria para evitar pérdidas masivas de producción, pero es 

importante considerar los daños biológicos asociados a los organismos y que pueden 

comprometer la salud del camarón. En el caso de los compuestos nitrogenados, estos llegan 

a los sistemas de cultivo por medio de la fertilización, la alimentación o por la fuente 

original de agua, y conforme avanza el periodo de cultivo los niveles se incrementan 

ocasionando bajas tasas de crecimiento o mortalidades. Es importante identificar y 

establecer la toxicidad de la mezcla de contaminantes presente en el ambiente de cultivo, ya 

que en términos de CL50 (concentración letal media) individual, no necesariamente coincide 

el efecto tóxico y se pueden presentar diferentes patrones de interacción (Iannacone et al., 

2011). En solución, las sustancias de diferentes toxicidades pueden interactuar biológica y 

químicamente de varias maneras para aumentar o disminuir el efecto tóxico: pudiendo 

presentarse el efecto aditivo, sinergismo, potenciación y/o antagonismo (Rubin y 

Elmaraghy, 1997).  

En cuanto a estudios sobre la toxicidad de mezclas de compuestos nitrogenados en 

crustáceos, esta se encuentra reducida a unas cuentas especies (P. monodon y P. setiferus) y 

en salinidades de aguas de mar (>25 g/L), y para L. vannamei en ambientes de baja 

salinidad (10 g/L). Chen y Chin (1988b), expusieron a postlarvas (PL6) de camarón P. 

monodon a una mezcla de amonio y nitritos. Cuando la relación de toxicidad de la mezcla 
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de amonio y nitritos fue de 1:1, los valores de CL50 a las 48, 72 y 96 h fueron de 2.20, 1.43 

y 0.84 UT equivalentes a 12.66 mg/L de NAT (0.60 mg/L de N-NH3) más 14.91 mg/L de 

N-NO2
-; 8.23 mg/L de NAT (0.39 mg/L N-NH3) más 9.69 mg/L N-NO2

- y 4.83 mg/L de 

NAT (0.23 mg/L de N-NH3) más 5.69 mg/L de N-NO2
-, respectivamente. Cuando la 

relación de toxicidad de la mezcla de amonio y nitritos fue 5:1, los valores de CL50 a las 48, 

72 y 96 h fueron de 2.50, 1.56 y 0.85 UT que fueron equivalentes a 23.98 mg/L de NAT 

(1.13 mg/L N-NH3) más 5.65 mg/L N-NO2
-; 14.96 mg/L de NAT (0.71 mg/L de N-NH3) 

más 3.52 mg/L de N-NO2
-, y 8.15 mg/L de NAT (0.39 mg/L de N-NH3) más 1.92 mg/L de 

N-NO2
-. Una mezcla de amonio y nitritos ejerció una mayor toxicidad que las altas 

concentraciones solas de amonio o nitritos. El efecto combinado del amonio y los nitritos 

en las postlarvas de P. monodon fue antagónico durante 48 y 72 h de exposición, pero 

sinérgico después de 96 h de exposición. 

La acumulación de nitritos se ha estudiado en la hemolinfa de los crustáceos de agua 

dulce después de la exposición a ambientes con nitrito, en los cangrejos de agua dulce 

Astacus astacus (Jensen, 1990; Jeberg y Jensen, 1994; Jensen, 1996) y Pacifastacus 

leniusculus (Harris y Coley, 1991). Estas investigaciones han indicado que las 

concentraciones de nitrito de hemolinfa exceden los niveles de nitrito en el ambiente más 

de 10 veces. En los camarones P. japonicus y P. monodon (Chen y Chen, 1992a; 1992b; 

Cheng y Chen, 2001; Cheng y Chen, 2002a) se ha registrado la acumulación de nitrito en la 

hemolinfa en una magnitud mayor a la de los nitritos en el ambiente. En P. monodon fue 

observado que después de la exposición a elevados niveles de nitritos, un elevado en 

presencia de nitratos (7.32 mM) acumuló niveles de nitritos en la hemolinfa similares a los 

expuestos al camarón a nitrito elevado solamente (Cheng y Chen, 2002a). En contraste con 

los nitritos en la hemolinfa, la acumulación de nitratos en la hemolinfa solo fue un tercio 

del nitrato del ambiente. En el cangrejo Astacus astacus, después de 7 días de exposición a 

nitratos (1 mM), la acumulación de nitrato en la hemolinfa fue de  aproximadamente 0.07 

mmol/mL que es una décima cuarta parte del nitrato ambiental (Jensen, 1995). El hecho de 

que la absorción de nitratos era mucho más bajo que la captación de nitritos indica que la 

captación de nitratos a través de la captación del mecanismo branquial Cl- y la entrada 

pasiva es baja en comparación con la absorción de nitritos para P. monodon y A. astacus. 
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Un aumento en los niveles de nitratos en la hemolinfa en respuesta al aumentar el nitrito 

ambiental, sugiere que al incorporar el nitrito en la hemolinfa se oxida a nitrato. Además, 

Cheng y Chen (2002a) observaron en P. monodon que después de la exposición a elevados 

niveles de nitritos y nitratos, aumentó la tasa de excreción de amonio, y el hecho de que el 

camarón después de la exposición a nitritos disminuya el amonio en la hemolinfa sugiere 

tres posibilidades: (1) una disminución de la amiogénesis, (2) una mayor excreción de 

amonio; o (3) una conversión de amonio a urea. En P. japonicus fue observado una 

acumulación de urea en la hemolinfa directamente con el nitrito en el ambiente, mientras 

que el amonio en la hemolinfa estaba inversamente relacionado al nitrito del ambiente 

(Cheng y Chen, 2001).  

Postlarvas de P. setiferus fueron expuestas a niveles agudos solos y en combinación 

de amonio y nitritos; los valores de la CL50 a las 72 h fue de 8.69 mg/L de NAT (1.12 mg/L 

N-NH3) y 167.33 mg/L de N-NO2
-, este último fue mucho menos tóxico que el amonio. El 

efecto conjunto del amonio y el nitrito en las postlarvas fue sinérgico a las 48 h de 

exposición y antagónico después de 72 h (Alcaraz et al., 1999b).   

Schuler et al. (2010) determinaron los efectos individuales y combinados de amonio 

y nitritos en postlarvas de L. vannamei (PL de 25 a 45 días de edad) a una salinidad de 10 

g/L. Las pruebas de NAT se realizaron a 18 y 10 g/L de salinidad, y la prueba de N-NO2
- a 

10 g/L. Las pruebas combinadas de NAT y N-NO2
- también se realizaron a una salinidad de 

10 g/L. Las valores de la CL50-48 h para NAT a 18 g/L de salinidad, NAT a 10 g/L de 

salinidad y N-NO2
- a 10 g/L fueron 42.9, 39.7 (2.3 y 2.1 mg/L de N-NH3), y 153.7 mg/L, 

respectivamente. Cuando el N-NO2
- se ajustó al nivel más bajo de concentración de efectos 

observados (LOEC, por sus siglas en inglés) y las concentraciones de NAT fueron variadas, 

se observaron efectos sinérgicos, con una estimación de la CL50-48 h de 28.2 mg/L de NAT 

(1.49 mg/L de N-NH3). Sin embargo, cuando se ajustó el nivel de amonio al LOEC y el 

nitrito fue variado, se observaron efectos antagónicos con un cálculo de la CL50-48 h de 

163.3 mg/L de N-NO2
-.   

En el presente estudio se presentaron efectos antagónicos, sinérgicos y aditivos en las 

diferentes pruebas de mezclas 1:1 y 1:1:1 en postlarvas y juveniles de L. vannamei. Para el 

caso de la mezcla de NAT/N-NO2
-/N-NO3

- en postlarvas (PL20) expuestas a las salinidades 
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de 1 y 3 g/L el efecto a las 24 h fue aditivo y antagónico, respectivamente; mientras que a 

las 48, 72 y 96 h el efecto fue sinérgico. En postlarvas de la misma talla, pero a una 

salinidad de 25 g/L, efecto de la mezcla de los 3 compuestos nitrogenados fue antagónico a 

las 24 h y aditivo a las 48, 72 y 96 h de exposición. Para las mezclas de NAT/N-NO2
- (1:1) 

en postlarvas a las salinidades de 3 g/L, los efectos a las 24 h fue antagónico, pero sinérgico 

a las 48, 72 y 96 h de exposición; en la mezcla de N-NO2/N-NO3
-, el efecto a las 24 h fue 

aditivo, mientras que a las 48, 72 y 96 h fue sinérgico.   En la mezcla de NAT/N-NO3
-
 (1:1), 

el efecto a las 24 y 48 h fue aditivo y a las 72 y 96 h fue sinérgico. En el caso de los 

juveniles, la mezcla 1:1:1 (NAT/N-NO2
-/N-NO3

-) en la salinidad de 3 g/L, presentó un 

efecto antagónico a las 24 h, sinérgico a las 48 y 72 h, y aditivo a las 96 h de exposición. 

Esta misma mezcla 1:1:1, pero en una salinidad de 25 g/L, los efectos que se presentaron en 

todos los tiempos de exposición fue antagónico.  

Los efectos observados en las pruebas de toxicidad de mezclas en postlarvas y 

juveniles de L. vannamei fueron similares a los registrados por otros autores para diferentes 

tiempos de exposición (Chen y Chin, 1998; Alcaraz et al., 1999b; Schuler et al., 2010). La 

toxicidad de mezclas de compuestos nitrogenados en camarones es limitada a unas cuentas 

especies, tallas y ambientes de salinidad; por lo tanto, dada la acumulación de estos tóxicos 

conforme avanza el periodo de cultivo y su toxicidad, es importante seguir realizando 

investigación sobre el efecto conjunto en L. vannamei, así como en otras especies, edades y 

salinidades, además de estudiar el efecto de diversos parámetros ambientales que pueden 

modificar la toxicidad de cada uno de los compuestos del nitrógeno. 

Se puede generalizar que en la combinación NAT/N-NO2
-/N-NO3

-, o bien NAT/N-

NO2
- ó N-NO2

-/N-NO3
-
 después de las 48 h las postlarvas (PL20) expuestas a salinidades 

bajas (1 y 3 g/L) se presenta sinergismo; escenario que probablemente se presenta con 

frecuencia en los estanques de cultivo como en los ecosistemas lagunares, cuando 

efectivamente están presentes las tres formas nitrogenadas disueltas en las aguas. Sin 

embargo, es interesante que cuando se presentan condiciones de salinidad salobre de 25 g/L 

el efecto es antagónico, aunque es importante mencionar que las UT utilizadas en esta 

prueba fueron similares a las UT utilizas a salinidad de 3 g/L; entonces, para conocer si 

efectivamente en aguas marinas o salobres se da un efecto antagónico, es necesario hacer 
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más investigaciones sobre la interacción de los compuestos del nitrógeno en aguas marinas 

y salobres y que las UT correspondan a una CL50 individual bajo esos escenarios de 

salinidad. En juveniles después de las 96 h de exposición se nota en cambio un efecto 

aditivo en bajas salinidades y un efecto antagónico en agua salobre. Esta conducta en 

postlarvas (sinergismo) y en juveniles (aditivo) en aguas de baja salinidad cambió al pasar a 

agua salobre a un efecto antagónico, tiene implicaciones diversas. Una de las 

implicaciones, es que probablemente la especie se ha adaptado de manera tal que cuando 

entra a desovar a las partes internas de los estuarios y luego sale rumbo a las aguas 

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

8.5. Toxicidad subletal de amonio, nitritos y nitratos: oxihemocianina, glucosa y 

lactato 

Los mecanismos de intercambio de gases y el equilibrio ácido/base están 

interrelacionados con la enzima anhidrasa carbónica (CA), y son responsables de ambos 

procesos. En los crustáceos, el CO2 se transporta dentro de la hemolinfa a través de HCO3, 

donde la CA ubicada en la parte basolateral lo cataliza de nuevo a CO2 (+ H2O) para ser 

pasivamente excretado al ambiente. El pigmento respiratorio, hemocianina, representa el 

80-95 % de la concentración total de proteína en la hemolinfa de los crustáceos decápodos 

(Jeuniaux, 1971). El oxígeno se transporta a través de la hemolinfa vía cobre (Cu) que 

contiene la proteína respiratoria  hemocianina y, una vez que se une a una molécula de O2, 

se convierte en oxihemocianina (Jensen, 1995; Cheng y Chen, 1999). Los niveles de 

hemocianina, las proporciones de oxihemocianina/desoxihemocianina y/o el consumo de 

oxígeno se miden comúnmente como indicadores del intercambio de gases en los 

crustáceos (Romano y Zeng, 2013).  

Se tiene documentado  en numerosos crustáceos que la exposición a elevados niveles 

de NAT ocasionan una disminución de la oxihemocianina. Juveniles de P. japonicus (15.6 

g) fueron expuestos a NAT en una salinidad de 30 g/L, se observó que el NAT en la 

hemolinfa se incrementó con el aumento de NAT ambiental; los niveles de hemocianina y 

proteína en la hemolinfa del camarón disminuyeron, mientras que los niveles de 

aminoácidos libres aumentaron con un aumento del NAT ambiental en el rango de 0.003-

1.439 mmol/L de NAT. La exposición del camarón de NAT ambiental a 1.439 mmol/L 
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causó la acumulación de amonio en la hemolinfa y provocó el catabolismo de la 

hemocianina y proteína en aminoácidos libres (Chen et al., 1994). Por su parte, Chen y 

Cheng (1993), expusieron a P. monodon (21.9 g) a amonio en 30 g/L de salinidad; 

registraron un aumento en la excreción de N-urea y N-NO2
-, mientras que la excreción de 

NAT disminuyó con un aumento de NAT ambiental; así como una reducción significativa 

de la hemocianina y proteína en la hemolinfa. En este estudio, los niveles de 

oxihemocianina mostraron unas disminución significativa de 1.598±0.186 a 0.894±0.05 

mmol/L (Figura 3) en los juveniles expuestos a una concentración del 50 % de la CL50 a las 

96 h de NAT (14.5 mg/L de NAT). El aumento en el consumo de oxígeno en organismos 

expuestos a amonio ha sido documentada en L. vannamei (Racotta y Hernández-Herrera, 

2000), P. japonicus (Chen y Lai, 1992), P. chinensis (Chen y Lin, 1992a) y 

Macrobrachium nipponense (Wang et al., 2003). 

Son escasos los estudios que se tienen sobre cómo se da la captación del nitrito del 

ambiente a los organismos. Cabe mencionar que se ha estudiado más el mecanismo de 

absorción de nitritos en peces y se propone que se presenta un mecanismo similar en 

crustáceos. Es conocido que niveles elevados de N-NO2
- perturban gravemente la capacidad 

de transportar el oxígeno en los peces cuando este nutriente ingresa a las células sanguíneas 

y oxida la hemoglobina (FeII) a metahemoglobina (FeIII), volviéndose incapaz de unirse al 

oxígeno (Williams et al., 1993). Sin embargo, hay informes contradictorios sobre si un 

proceso similar ocurre en los crustáceos (Romano y Zeng, 2013). Cheng y Chen (2002b) 

indicaron que, para M. japonicus, el NO2
- en la hemolinfa oxida la hemocianina a 

metahemocianina; esto fue apoyado por la detección significativamente menor de 

oxihemocianina y proteínas en la hemolinfa en M. rosenbergii (Chen y Lee, 1997) y en 

juveniles de P. japonicus (Cheng y Chen, 1998), así como reducciones de la 

oxihemocianina y proteína junto con un aumento de la desoxihemocianina en la hemolinfa 

de P. monodon (Cheng y Chen, 1999). Sin embargo, hay evidencia que sugiere que el 

intercambio de gases no afecta a otros crustáceos cuando son expuestos a niveles elevados 

de NO2
- (Jensen, 1990; Tahon et al., 1988; Jensen, 1990). En el presente estudio, la 

exposición de L. vannamei  a 2.65 y 5.30 mg/L de N-NO2 causó una reducción significativa 
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(p<0.05) de oxihemocianina en la hemolinfa con respecto a la concentración de 1.60 mg/L 

de N-NO2 y el control  (0 mg/L)  después de las 48 h de prueba (Figura 4).  

La principal acción tóxica de los nitratos en animales acuáticos es similar a la acción 

de los nitritos, una conversión de pigmentos portadores de oxígeno (hemoglobina, 

hemocianina) a formas que son incapaces de llevar oxígeno (por ejemplo, 

metahemoglobina, metahemocianina) (Conrad, 1990; Jensen, 1996; Cheng y Chen, 2002b). 

Sin embargo, debido a la baja permeabilidad branquial al nitrato en animales acuaticos, la 

absorción es menor y contribuye a su baja toxicidad (Meade y Watts, 1995; Jensen, 1996; 

Cheng y Chen, 2002b). Los niveles de oxihemocianina encontrados en los camarones 

expuestos a diferentes concentraciones de N-NO3
- mostraron una tendencia a disminuir 

conforme pasaron las horas de exposición, sin embargo, estos niveles no fueron 

significativamente diferentes con el tratamiento control (0 mg/L de N-NO3
-) (Figura 5). 

Cheng y Chen (2002b) encontraron que una concentración de N-NO3
-
 de 105 mg/L causó la 

reducción de oxihemocianina y proteína en la hemolinfa del camarón M. japonicus. Cheng 

et al. (2002) estudiaron la acumulación de nitrato en los tejidos  de P. monodon, y 

encontraron que el nitrato acumulado en el músculo, hepatopáncreas, intestino anterior, 

corazón, branquias, hemolinfa, intestino medio y tallo ocular fue de un factor de 0.16, 0.20, 

0.26, 0.45, 0.60, 0.61, 0.83 y 1.32, respectivamente, sobre la concentración de nitrato en el 

ambiente.  

Como ya se mencionó anteriormente, en las especies de peneidos, la toxicidad del 

amonio ha demostrado que afecta la supervivencia (Chen y Lei, 1990), el crecimiento y la 

muda (Chen y Kou, 1992), acumulación y excreción de amonio (Chen y Lin, 1992a; Chen y 

Cheng, 1993) y otros aspectos fisiológicos (Chen y Lin, 1992a; Chen et al., 1993, 1994). 

Así como las disminuciones en los niveles de oxihemocianina de camarones por la 

exposición de amonio y/o nitritos (Chen y Cheng, 1993, 1994). Una alteración de los 

niveles de oxihemocianina junto con el aumento de la demanda metabólica resulta en una 

situación conflictiva, y donde las rutas metabólicas anaeróbicas podrían activarse como una 

vía  alternativa en tal situación; sin embargo, esto no ha sido bien evaluado. En general se 

supone que los aminoácidos libres que resultan de la proteólisis son empleados como 

osmolitos, en cuyo caso el catabolismo sea reducido. Esto implicaría un aumento en el uso 
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de otros combustibles metabólicos, como carbohidratos y lípidos. Juveniles de L. vannamei 

fueron expuestos a diferentes concentraciones de NAT en 39 g/L de salinidad durante 24 h 

y se observó un consumo de oxígeno y los niveles de lactato y glucógeno en el 

hepatopáncreas aumentaron significativamente, con respecto a la concentración más alta de 

NAT. Los niveles de oxihemocianina, acilglicerol y colesterol en la hemolinfa y el lactato 

en el músculo disminuyeron significativamente en los organismos expuestos a las 

concentraciones más altas de NAT. Los cambios observados en la hemolinfa y los 

combustibles metabólicos tisulares sugieren un uso reducido de carbohidratos a través del 

metabolismo anaeróbico y un aumento en el uso de lípidos para satisfacer la demanda 

metabólica (Racotta y Hernández-Herrera, 2000). 

Por otro lado, Hong et al. (2007), expusieron a juveniles de E. sinensis a diferentes 

concentraciones de amonio por dos días en los cuales se evaluaron parámetros metabólicos 

(incluida la concentración de hemolinfa amoniacal, niveles de glucosa, lactato, urea, 

triacilglicerol, glutamina y glutamato) e indicadores de inmunidad (el total de hemocitos y 

de la actividad superóxido dismutasa). Los resultados mostraron una relación lineal distinta 

entre el amonio ambiental y el amonio en la hemolinfa y un aumento notable en el 

contenido de amonio en la hemolinfa después de la exposición al amonio. En comparación 

con el grupo control, se observó una menor concentración de triglicéridos y un nivel más 

alto de glucosa, urea y lactato en la hemolinfa cuando se incrementó el amonio ambiental. 

Esto sugiere un uso reducido de carbohidratos a través del metabolismo anaeróbico y un 

aumento en el uso de lípidos para satisfacer la demanda metabólica. Durante el mismo 

período, el conteo total de hemocitos disminuyó mientras que el amonio ambiental 

aumentó. La acumulación de amonio en la hemolinfa resultó en un aumento en la demanda 

de energía. El mecanismo para la desintoxicación del amoniaco puede ser transformado en 

urea y glutamina. 

En el presente estudio, los niveles de glucosa en la hemolinfa presentaron una 

tendencia a aumentar en las primeras horas de exposición (0-24 h); en la exposición de 

NAT, a las 24 h se dio el mayor incremento de glucosa (0.225±0.016 mg/mL) en la 

concentración de 14.50 mg/L de NAT ambiental (Figura 6). En la prueba de nitritos, a las 

48 h se presentó el nivel más alto de glucosa con 0.442±0.031 mg/mL en la concentración 
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de 5.30 mg/L de N-NO2
- ambiental (Figura 7); en la prueba de nitratos, no se presentó un 

nivel significativamente mayor de glucosa en la hemolinfa en ninguna de las 

concentraciones de N-NO3
- a las cuales fueron expuestos los organismos (Figura 8). Para 

los niveles de lactato, en la prueba de amonio, a las 24 h de exposición en las 

concentraciones de 14.50 y 7.25 mg/L de NAT ambiental se observó un mayor incremento 

de lactato en la hemolinfa con 0.315±0.137 y 0.253±0.021 mg/mL, respectivamente (Figura 

9). En la exposición de nitritos, el más alto nivel de lactato en la hemolinfa (0.256±0.022) 

fue a las 24 h en los camarones expuestos a 5.30 mg/L de N-NO2
- ambiental (Figura 10). El 

comportamiento de los niveles de glucosa y lactato a exposición de amonio y nitritos en 

camarones coincide con los trabajos de otros autores (Hong et al. 2007; Racotta y 

Hernández-Herrera, 2000), los cuales sugieren que estos cambios son una forma de 

respuesta de los organismos a la exposición a los tóxicos.  

8.6. Toxicidad subcrónica de amonio y nitritos solos y en combinación 

Conforme avanza el periodo de cultivo se pueden presentar niveles elevados de los 

compuestos nitrogenados, principalmente el amonio, pero estos rara vez pueden llegar a 

exceder los valores de CL50. Sin embargo, pruebas de toxicidad subcrónica de compuestos 

del nitrógeno para evaluar efectos sobre el crecimiento, supervivencia y otros parámetros, 

son escasos. Esto puede deberse a que con la estimación de la CL50 se pueden calcular las 

concentraciones seguras para el cultivo. Sin embargo, hay evidencia que indica que tales 

niveles de seguridad pueden ser consideradas como una sobreestimación (Huang et al., 

2006). Como se mencionó en la sección anterior de discusión (8.5. Toxicidad subletal), hay 

varios estudios que indican que concentraciones relativamente bajas de amonio, nitritos y 

nitratos pueden ocasionar cambios significativos en el intercambio de gases, equilibrio 

ácido/base, en el sistema inmunológico, la osmorregulación y cambios histopatológicos. 

Por lo tanto, es importante realizar investigaciones sobre la exposición subcrónica que 

puede generar información para evaluaciones de riesgo ambiental y la acuacultura (Dahl et 

al., 2006). 

Chen y Kou (1992), revelaron que la concentración máxima aceptable de NAT 

medido con el porcentaje de ganancia de peso para P. japonicus es <5 mg/L; mientras que 

Chen y Lin (1992a) informaron que la concentración máxima aceptable para P. penicillatus 
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es de 6 mg/L. Para M. rosenbergii, expuestos a NAT tan bajos como 0.5 mg/L redujeron 

significativamente su crecimiento y  una reducción en la tasa de consumo de alimento 

después de 60 días (Naqvi et al., 2007). En P. monodon la concentración máxima aceptable 

fue de 0.21 mg/L de NAT después de 30 días  de exposición (Allan et al., 1990). El valor 

de la CL50 a las 96 h de P. penicillatus a una salinidad de 34 fue 38.72 mg/L de NAT con el 

cual indican un nivel de seguridad de 3.87 mg/L (Chen y Lin, 1991); Sin embargo, con 3 

mg/L de NAT fue suficiente para reducir el crecimiento de esta misma especie dentro de 14 

días (Chen y Lin, 1992a). En el caso de M. rosenbergii, la concentración de  0.5 mg/L de 

NAT fue suficiente para reducir la tasa de crecimiento (Naqvi et al., 2007), lo que implica 

un valor de CL50 a las 96 h de ≥5 mg/L de NAT. Estos experimentos muestran la 

importancia de realizar pruebas crónicas/subletales, especialmente cuando se pretende 

buscar causas posibles implicadas con la reducción del crecimiento u otros parámetros. 

El nitrito también puede afectar significativamente la tasa de crecimiento en los 

crustáceos (Koo et al., 2005). En el cangrejo Orithiya sinica, tanto el NAT como el NO2
- 

aceleraron el proceso de muda (Koo et al., 2005); similarmente ocurre en juveniles de P. 

monodon a una concentración de 4 mg/L de N-NO2
- donde se aumentó la frecuencia de 

muda, aunque el aumento de tamaño en cada muda se redujo causando un menor 

crecimiento después de 20 días (Chen y Chen, 1992b). Concentraciones de N-NO2
- también 

afectaron el proceso de  muda de juveniles de P. pelagicus, pero en lugar de aumentar la 

frecuencia de muda, los niveles de 3 a 16 mg/L aumentaron significativamente el 

"síndrome de muerte por muda" (Romano y Zeng, 2009b). El camarón P. pelagicus tuvo 

una alta sensibilidad al nitrito (3 mg/L de N-NO2) el cual tuvo un menor crecimiento 

después de 20 días de exposición (Romano y Zeng, 2009b).  

Efectos sobre los nitratos en el crecimiento en crustáceos son más limitados que con 

amonio y nitritos; para el caso específico de L. vannamei solo se cuenta con un trabajo  

(Kuhn et al., 2010). Mallesen et al. (2004) indicaron que los niveles de 180 mg/L de N-

NO3
- no representan un estrés significativo para las larvas de M. rosenbergii. Para L. 

vannamei, se llevaron a cabo dos experimentos separados en concentraciones de 220, 435 y 

910 mg/L de N-NO3
-, y  salinidades de 2, 9 y 18 g/L con las misma concentración de 440 

mg/L de N-NO3
- (Khun et al., 2010). En el primer experimento se demostró que 440 y 910 
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mg/L de N-NO3
- redujo significativamente el crecimiento y la supervivencia de L. 

vannamei, respectivamente, a partir de las dos semanas, mientras que en las salinidades más 

bajas en 440 mg/L de N-NO3
-, este tuvo un mayor impacto en la supervivencia y el 

crecimiento del camarón que en salinidades mayores. Tales resultados se relacionaron con 

el proceso de la osmorregulación, es decir, un aumento de estrés por las demandas 

energéticas de L. vannamei (Khun et al., 2010).  

En el presente trabajo, las tasas de crecimiento y supervivencia de juveniles de L. 

vannamei a 3 g/L de salinidad, se vieron reducidas en los porcentajes mayores de amonio y 

nitritos a los cuales fueron expuestos; además de que fue más notable en los camarones 

mantenidos en 10 % de la combinación de los dos tóxicos . Es importante señalar que los 

camarones que fueron expuestos a concentraciones del 5 y 10 % de amonio y nitritos solos 

y en combinación a la salinidad de 25 g/L no mostraron una reducción significativa en la 

tasa de crecimiento con respecto al tratamiento control (0 % de los tóxicos). En cuanto a la 

tasa de supervivencia, los organismos más afectados fueron aquellos que estuvieron 

expuestos al 10 % de la CL50 de NAT y N-NO2
- en la salinidad de 3 g/L.  

8.7. Niveles de seguridad  

Como ya se mencionó en la sección de resultados, el factor de aplicación más usado 

es el 0.1 propuesto por Sprague (1971). Diferentes autores lo han implementado para 

determinar los niveles de seguridad de metales y compuestos del nitrógeno para el cultivo 

del camarón L. vannamei (Frías-Espericueta et al., 1999, 2001; Gross et al., 2004; Ramírez-

Rochín et al., 2016). Sin embargo, Boyd y Tucker (1998) y Gross et al. (2004) han 

sugerido para uso general en la acuacultura se debe usar el factor de aplicación de 0.05. 

Otros autores han implementado los factores de 0.025, 0.01, 0.005 (Ahsanullah et al., 1981; 

Mariño-Balsa et al., 2000; Páez-Osuna y Frías-Espericueta, 2011, respectivamente). Huang 

et al. (2006) usaron el factor de 0.1 para calcular el nivel de seguridad de N-NO2
- para L. 

vannamei los cueles fueron de 4 y 8.9 mg/L para las salinidades de 17 y 31 g/L, 

respectivamente; sin embargo, demostraron que tales concentraciones de N-NO2
- 

disminuyen la respuesta inmune.  

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

cuales se relacionan con el factor de aplicación y el cual se multiplica por el valor de la 
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CL50 a las 96 h. Sin embargo, es importante señalar la importancia de realizar 

investigaciones sobre la toxicidad subletal y crónica con concentraciones dependientes de 

diferentes factores de aplicación, las cuales pueden generar información sobre el 

comportamiento de los organismos expuestos a diferentes concentraciones del tóxico, y así 

proponer un nivel de seguridad que no tenga consecuencias en las diferentes actividades 

fisiológicas de los organismos.  En el presente trabajo se aplicó el factor de 0.05 el cual fue 

seleccionado a partir de los resultados obtenidos de la serie de pruebas de toxicidad letal 

aguda, subletales y crónicas realizadas en postlarvas y juveniles de L. vannamei.  En la 

prueba letal aguda se consideraron los % de mortalidad y el consumo de alimento; en la 

pruebas subletales, el comportamiento de los niveles de oxihemocianina, glucosa y lactato; 

y en la prueba crónica, las tasas de crecimiento y supervivencia.  

En la Tabla 49 se encuentran una revisión sobre niveles de seguridad de NAT y N-

NO2
- para postlarvas y juveniles de L. vannamei a diferentes salinidades. Frías-Espericueta 

et al. (2000), estimó un nivel de seguridad de 1.22 mg/L de NAT para postlarvas PL9 en 

agua de mar (33 g/L); este valor es 55.7 y 32.8 % mayor al estimado en este trabajo para 

postlarvas PL20 a salinidades de 1 y 3 g/L; igualmente, el nivel de seguridad para juveniles 

de 3.8 g en agua de mar es 79.5 % mayor al calculado para juveniles de 3.3 g en una 

salinidad de 3 g/L (Tabla 43). Con postlarvas PL23 de L. vannamei a una salinidad de 1 y 2 

g/L, Ramírez-Rochín et al. (2016) propusieron el nivel de seguridad de 0.35 y 0.62 mg/L de 

N-NO2
-
 utilizando el factor de 0.05. Con el mismo factor de aplicación, los niveles de 

seguridad de N-NO2
- estimados en este estudio para PL20 a las salinidades de 1 y 3 g/L 

fueron de 0.170 y 0.190 mg/L (Tabla 43) valores menores a los propuestos por Ramírez-

Rochín et al. (2016). Ramírez-Rochín (2014), propusó un nivel de seguridad de 1.24 mg/L 

para juveniles de L. vannamei de 4.4 g a una salinidad de 2 g/L; este valor es 58.9 % mayor 

al propuesto en el presente trabajo para juveniles de 3.3 g a una salinidad de 3 g/L (0.53 

mg/L de N-NO2
-) (Tabla 43). 

En la Tabla 50 se muestran niveles de NAT, N-NO2
- y N-NO3

- presentes en los 

cultivos de L. vannamei en aguas de baja salinidad. Es importante mencionar que los 

niveles de seguridad no solo pueden ser implementados en los sistemas de cultivo; estas 

concentraciones sirven para ser aplicados a ambientes naturales costeros que por las 
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actividades naturales y antropogénicas reciben aportes de aguas enriquecidas de nutrientes 

y/o otros contaminantes que pueden ocasionar problemas en los organismos que habitan 

esos ecosistemas. Piñón-Gimate et al. (2009) reportaron para las lagunas costeras de 

Sinaloa niveles promedio máximos y mínimos de NAT y N-NO3
-
  de 0.107±0.047 y 

0.061±0.107 mg/L, respectivamente.  

El ciclo de vida del camarón L. vannamei se lleva en dos tipos de ecosistemas: 

marinos y estuarino (Morales, 1990); este último presenta cambios físico-químicos, 

principalmente la salinidad en ciertas épocas del año. L. vannamei, es una especie que 

puede tolerar un amplio rango de salinidades (0.5-45 g/L) (Bray et al., 1994); esa tolerancia 

le permite hacer frente a los cambios bruscos de salinidad que pueden presentar los 

ecosistemas en los cuales habitan; sin embargo, como ya se mencionó, los ecosistemas 

acuáticos pueden recibir aportes de amonio, nitritos y/o nitratos que pueden estar en 

concentraciones moderadamente altas y ocasionar problemas en la población de camarones; 

por ello, es importante que los niveles de seguridad para postlarvas y juveniles de L. 

vannamei en baja salinidad (1 y 3 g/L) establecidos en el presente trabajo puedan servir 

como base para implementarse en cuerpos de aguas naturales. 
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Tabla 49. Niveles de seguridad de NAT y N-NO2
- para postlarvas y juveniles de L. 

vannamei a diferentes salinidades 

Edad/Talla Tóxico Salinidad 
g/L 

Nivel de 
seguridad 

(mg/L) 

Referencia 

PL9 NAT 33 1.22 Frías-Espericueta et al. (2000) 
0.99 g NAT 33 6.52 Frías-Espericueta et al. (1999) 
3.8 g NAT 33 7.09 Frías-Espericueta et al. (1999) 
22 cm NAT 15 2.44 Lin et al. (2001) 
22 cm NAT 25 3.55 Lin et al. (2001) 
22 cm NAT 35 3.95 Lin et al. (2001) 
56 cm N-NO2

- 15 6.1 Lin y Chen (2003) 
56 cm N-NO2

- 25 15.2 Lin y Chen (2003) 
56 cm N-NO2

- 35 25.7 Lin y Chen (2003) 
0.21g N-NO2

- 2 0.45 Gross et al.  (2004) 
PL23 N-NO2

- 0.6 0.28 Ramírez-Rochín et al. (2016) 
PL23 N-NO2

- 1 0.35 Ramírez-Rochín et al. (2016) 
PL23 N-NO2

- 2 0.62 Ramírez-Rochín et al. (2016) 
4.4g N-NO2

- 2 1.24 Ramírez-Rochín (2014) 
4.4g N-NO2

- 1 0.70 Ramírez-Rochín (2014) 
4.4 g N-NO2

- 0.6 0.50 Ramírez-Rochín (2014) 
PL20 NAT 1 0.54  Este estudio  
PL20 NAT 3 0.82 Este estudio 
PL20 N-NH3 1 0.05 Este estudio 
PL20 N-NH3 3 0.06  Este estudio 
PL20 N-NO2

- 1 0.17 Este estudio 
PL20 N-NO2

- 3 0.19  Este estudio  
PL20 N-NO3

- 1 5.64 Este estudio 
PL20 N-NO3

- 3 21.50  Este estudio 
PL20 NAT/N-NO2

-/NNO3
- 1 0.02* Este estudio 

PL20 NAT/N-NO2/NNO3
- 3 0.03*  Este estudio 

PL20 NAT/N-NO2
- 3 0.033* Este estudio  

PL20 NAT/N-NO3
 3 0.032*  Este estudio 

PL20 N-NO2/N-NO3
- 3 0.039* Este estudio 

Juveniles (3.3 g) NAT 3 1.45  Este estudio 
Juveniles (3.3 g) N-NH3 3 0.13 Este estudio 
Juveniles (3.3 g) N-NO2

- 3 0.53  Este estudio 
Juveniles (3.3 g) N-NO3

 3 45.00  Este estudio 
Juveniles (3.3 g) NAT/N-NO2

-/NNO3
- 3 0.05*  Este estudio 

* Corresponde a la UT  
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Tabla 50. Niveles de NAT, N-NO2
-
 y N-NO3

- (mg/L) presentes en cultivos de L. vannamei 
en aguas de baja salinidad.  

Salinidad 
(g/L) 

Duración 
(días) 

NAT N-NO2
- N-NO3

- Referencia 

0.65 140 0.20  0.58  419.4 Mariscal-Lagarda et al. (2012) 

2.9 105 0.19  0.03  0.0 Prapaigong y Boyd (2012) 

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

1.7 28 0.05  3.38   --- Valencia-Castañeda et al. (2017) 

2.2 105 15.0 <0.02  15.0 Samocha et al. (2004) 

1.9 70 2.31 0.18 6.8 Fregoso-López et al. (2017) 
--- No disponible  
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9.0. CONCLUSIONES 

1. La comparación de 4 tratamientos para evaluar la toxicidad aguda de nitritos en 

postlarvas L. vannamei, indica que: (i) los valores de CL50 de N-NO2
- que se 

estimaron con las concentraciones determinadas analíticamente a las 0 h y cada 24 h 

son diferentes entre los tratamientos T1 (no alimentación + estático) y T4 

(alimentación + estático), lo que indica que la alimentación influye en la estimación 

de la CL50; (ii) cuando las concentraciones iniciales y finales de N-NO2
- se utilizan 

para estimar la CL50, obteniendo el promedio de la CL50, presumiblemente más 

representativo, se generan valores diferentes de CL50 a las 96 h de N-NO2
- a partir 

de los cuatro diferentes tratamientos examinados (T2> T3> T1, T4); (iii) 

considerando la magnitud y variación de los valores de CL50 y la mortalidad de los 

controles, se recomienda el método estático con renovación y alimentación (T2), sin 

embargo, si se trata de evaluar parámetros bioquímicos que pueden alterarse con la 

alimentación, se recomienda el tratamiento que implica no alimentar con el método 

estático (T1). 

2. Las CL50 a las 96 h de NAT, N-NO2
-
 y N-NO3

- para postlarvas de L. vannamei en 

aguas de baja salinidad de 1 y 3 g/L fueron de 10.8 y 16.3, 3.3 y 4.9, y 112.8 y 

340.0 mg/L, respectivamente.  

3. Las CL50 a las 96 h de NAT, N-NO2
-, N-NO3

- para juveniles de L. vannamei en 

aguas de baja salinidad de 3 g/L fueron de 29.0, 10.6 y 900.1 mg/L, en ese orden. 

4. Las UT50 a las 96 h de NAT/N-NO2
-/N-NO3

-
 (RT=1:1:1) para postlarvas L. 

vannamei en las salinidades de 1, 3 y 25 g/L fueron 0.44, 0.68 y 1.12 unidades, 

respectivamente. 

5. Los respectivos valores de UT50 a las 96 h de NAT/N-NO2
-, NAT/N-NO3

- y N-NO2
-

/N-NO3
-
 (RT=1:1) para postlarvas de L. vannamei en la salinidades de 3 g/L fueron 

1.12, 0.64 y 0.78 unidades.  

6. Las UT50 a las 96 h de NAT/N-NO2
-/N-NO3

-
 (RT=1:1:1) para juveniles de L. 

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

7. El efecto de la a interacción de las mezclas NAT/N-NO2
-/N-NO3

-
 en las salinidades 

de 1 y 3 g/L y en las mezclas de NAT/N-NO2
- y N-NO2

-/N-NO3
- a salinidades de 3 
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g/L en postlarvas de L. vannamei fue sinérgico a las 48, 72 y 96 h de exposición. 

Sin embargo, en la mezcla de NAT/N-NO2
-/N-NO3 a la salinidad de 25 g/L en 

postlarvas, el efecto a las 24 h fue antagónico, mientras que a las 48, 72 y 96 h el 

efecto fue aditivo; este mismo efecto aditivo se mostró en la mezcla de de NAT/N-

NO2
-/N-NO3

-
 y NAT/N-NO3

- a las 24 h de exposición en postlarvas. El efecto en la 

mezcla de N-NO2
-/N-NO3

- a salinidades de 3 g/L en postlarvas de L. vannamei fue 

antagónico a las 24 h, aditivo a las 48 h y sinérgico a las 72 y 96 h. En la interacción 

de NAT/N-NO2
-/N-NO3

- a 3 y 25 g/L de salinidad en juveniles de L. vannamei el 

efecto fue antagónico.  

8. El proceso de ecdisis no evidenció una tendencia que mostrará efectos letales 

ocasionada por la exposición de los tóxicos en ninguna de las pruebas individuales y 

en combinación en postlarvas y juveniles de L. vannamei. En cuanto al consumo de 

alimento, en todas las pruebas de toxicidad aguda se observó una disminución 

conforme pasaban las horas de exposición; sin embargo, fue más notable en las 

pruebas de N-NO2
- y N-NO3

- a la salinidad de 1 g/L en postlarvas, y en las pruebas 

de NO2, N-NO3
- y NAT/N-NO2

-/N-NO3
- en juveniles.    

9. Las tasas de crecimiento de L. vannamei expuesto a concentraciones de 0, 5 y 10 % 

de NAT a una salinidad de 3 g/L fueron de 0.61±0.02, 0.54±0.06 y 0.46±0.21 

g/sem, respectivamente; mientras que a una salinidad de 25 g/L fueron de 

1.69±0.04, 1.62±0.07 y 1.65±0.01 g/sem, en ese orden. En el 0, 5 y 10 % de N-NO2
- 

a una salinidad de 3 g/L fueron de 0.61±0.02, 0.50±0.05, 0.41±0.09 g/sem, 

respectivamente; mientras que a una salinidad de 25 g/L fueron 1.62±0.05, 

1.66±0.04 y 1.69±0.04, en orden. Y a 0, 5 y 10 % de NAT/N-NO2
- a una salinidad 

de 3 g/L fueron de 0.61±0.02, 0.49±0.03 y 0.36±0.14 g/sem, correspondientemente; 

mientras que a la salinidad de 25 g/L fueron 1.69±0.04, 1.61±0.04 y 1.63±0.03 

g/sem, respectivamente. 

10. Los niveles de oxihemocianina, glucosa y lactato en la hemolinfa de juveniles L. 

vannamei expuestos a NAT, N-NO2
- y N-NO3

- mostraron alteraciones en sus niveles 

conforme pasaron los tiempos de exposición y fue más evidente en el 50 % del 

valor de la CL50 a las 96 h de cada tóxico. Los cambios en los niveles de 
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oxihemocianina fueron más evidentes en la prueba de N-NO2
-; sin embargo, los 

niveles de glucosa y lactato mostraron mayores alteraciones en la prueba de NAT.  

11. Los respectivos niveles de seguridad de NAT, N-NH3, N-NO2
-, N-NO3

- y la mezcla 

de NAT/N-NO2
-/N-NO3

-
 a la salinidad de 1 y 3 g/L para postlarvas (PL20) de L. 

vannamei son 0.54 y 0.82 mg/L, 0.050 y 0.055 mg/L, 0.170 y 0.190  mg/L, 5.64 y 

21.50 mg/L, 0.022 y 0.34 UT; mientras que los niveles de seguridad para las 

mezclas de NAT/N-NO2
-, NAT/N-NO3

-
 y N-NO2

-/N-NO3
- a la salinidad de 3 g/L 

son 0.033, 0.032 y 0.039 UT, en el orden.  

12. Los niveles de seguridad de NAT, N-NH3, N-NO2
-, N-NO3

- y la mezcla de NAT/N-

NO2/N-NO3
-
 a la salinidad de 3 g/L para juveniles (3.3 g) de L. vannamei son 1.45 

mg/L, 0.13 mg/L, 0.53 mg/L, 45 mg/L y 0.050 UT, en orden. 

13. Los niveles de seguridad de NAT, N-NO2
- y N-NO3

- para el cultivo de postlarvas y 

juveniles de L. vannamei en aguas de baja salinidad de 1 y 3 g/L, son menores que 

los establecidos para cultivos en aguas marinas o salobres; y la toxicidad de los tres 

compuestos del nitrógeno es más aguda conforme disminuye la salinidad de 3 a 1 

g/L.  

14. Esta investigación generó información sobre la toxicidad individual y en 

combinación de amonio, nitritos y nitratos para postlarvas y juveniles de L. 

vannamei en ambientes de aguas de baja salinidad (< 3 g/L); cada uno de los 

resultados obtenidos de las diferentes pruebas de toxicidad fueron transcendentales 

para proponer los niveles de seguridad para esta especie y que serán útiles para la 

camaronicultura en ambientes de baja salinidad, así también para aquellos 

ecosistemas acuáticos con aportes de agua dulce y marina que en diferentes épocas 

del año su salinidad puede ser < a 3 g/L y que son vulnerables a recibir descargas 

con niveles moderados o altos de compuestos nitrogenados donde L. vannamei 

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

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

postlarvas y juveniles de L. vannamei.  

Prueba Edad/Talla Salinidad 
(g/L) 

Tóxico Tiempo Evaluación 

Aguda 
individual 

PL20 3 Nitrito 96 h - CL50 
- Métodos de 

estrategia de trabajo 
Aguda 
individual 

PL20 y 
juveniles 

1 y 3 Amonio, 
nitrito y 
nitrato 

96 h - CL50 
- Alimentación 
- -Niveles de 

seguridad 
Aguda 
mezcla 

PL20 1, 3 y 25 Amonio, 
nitrito y 
nitrato 
(RT 1:1:1 
y 1:1) 

96 h - CL50 
- Alimentación 
- Niveles de 

seguridad 

Aguda 
mezcla 

Juveniles  3 y 25 Amonio, 
nitrito y 
nitrato 
(RT 1:1:1) 

96 h - CL50 
- Alimentación 
- Niveles de 

seguridad 
Subletal 
individual 

Juveniles 3 Amonio, 
nitrito y 
nitrato 

48 h - Oxihemocianina 
- Glucosa 
- Lactato 
- Iones- 
- Niveles de 

seguridad 
Subletal 
individual 
y mezcla 

Juveniles 3 y 25 Amonio y 
nitrito 

28 días - Tasa de crecimiento 
- Supervivencia 
- -Niveles de 

seguridad 
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Anexo II. Artículo “Comparison of four treatments to evaluate acute toxicity of nitrite in 

shrimp Litopenaeus vannamei postlarvae: Influence of feeding and the renewal water”.  
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A R T I C L E I N FO A B ST R Ae T 

20 1 ' 

,~ 

Mute toxicity 
Nitri", 
Shrimp 
liropt""""'''''''''''''''' 
St"tic 
Renewal 

I)islincl5 method. are w;cd lo evaluate acule loxicity and generale diffcrcnt valucs or I.e",. [[owevcr, the stalic 
wilh rcnewal (100% rcnewal evcry 24 h) and reeding method is Ihe more ulj lized. This study was dcveJopcd 10 

determine Ihe differcnccs hctween the LCso obTaincd and define whkh ,nelhod i< mOSI adcquale ro, tc;ting acute 
toxicity or nilrite in ilirimp. Uropmaew vannamti postlarvae (PLI8J wCre cxposed. lo different concentrations of 
nitrite-N (nítrite as nitrogen) at 3 gIL or saUnity. using two different strategie:s of renewal solution and fCf:ding 
trials: treatmcnt T",ovI (statk (no water renewal) + not reellJ , Tor/ll2 (staLic with rcnewal + feed), T ... ",.-/] (statk 
wilh renewal + not rced) and TO/lI~ (statk + feed). Differet1t value:s of LCso nilritc·N for 96 h value:s werc 
gcnera1cd ror 1he four distinCI TrcatmenlS (T" /(/2 > T"'/of'" > TOIn(/', Ts.t(/~) . Ilowcver, significanl diffcrenccs 
(p < 0 .05) were only belween Ihe Ireatmcnts Ihat involves feeding and not reeding in Ihe stalic wi lh rencwal 
melhod. (T ... /I/:I > T .. lof"' ). COmidcring Ih~ magnilude and varialion of Ihe LCso vah.lcs, it is recommended Ihe 
static wi lh renewal melhod and fceding method which generales highcr values or Le,.., and lowest varialion, 
results suggesting Ihal Ihis melhod is more adequale to evaluate in shrimps nitrile and olhcr nitrogen rom
pounds aCUle loxicily. 

1. Introdueúon 

Shrimps atl' an important resource for \\Iorld\\lide fisherie.~ and 
aquaculture. The white shrimp Lilopenaeus vannamei, is of great im· 
portanee in the fanning industry bccause it can tolerate a wide range of 
sal inities (1-40 gIL) (Bray et al., 1994). Its tolerance lo low sal in ity and 
the availability of post-Iarvae throughout the ycar make th is shrimp 
very popular for its cultutl' in 10\\1 sal inity waters. Compared to other 
pcnaeids, L. vannumei is the most cultivated speeics in the world, 
reaching worLd production of 3.3 mill ion t in 2013, of which 0.6 mil

lion t was grown in frcsh water, 0.2 mill ion t in scawater and 1.9 mil
lion t in brackish waler (FAO, 2015). 

The acute toxicity of nitrite and am monia in shrimp larvae has been 
eVilluated in marine lmd brackish waters in different stagcs of Penaeus 

- C..,rr~spondin K author 
f. ·maO ad1n.«: paez05@ola icmy1.una m.mx (F. Páez.()suna). 

hup. :/ ldoi.a rg/l 0.1016Jj .aqua ..... ltllre.2017.12. 037 

monodon (Chen and Chin, 1988), Penaeus japonicus (Chen and Tu, 
1990), and in Merapenaeus ensÍ5 (Chen and Nan, 1991; Chen et aL, 
1991 ), found that the lOxici ty is va riable with age, stage and species of 
shrimp. I-lowever, shrimp tolerdnce lO nitrogen compounds, especially 
ammonia and nitrite, dL"t:rcascs in low sal inity waten: (Sowers et al., 
2004; Gross et al., 2004; Schuler et al., 2010; Ramírez-Rochín et al., 
2017) which reprcscnts a major problem since as the culture period 
progresses, concentrations of these two nutrients can reach high levels 
and cause low rates in feed intake, growth rl."duction, increase oxygen 
consumption and ammonia·N excretion, alter concentrations of hae· 
molymph protein and f R"C amino acid lcvc1s, and even <:auS(." moderate 
or high mortality (Colt and AtllUltrong, 1981 ; Chen et al., 1989; Lín and 
Chen, 2003). 

The acule tOKicity tests provide useful information about the 

R.,...,ived 16 Derember 2016; Received in ~..,d form 17 D= mber 2017; Accepted 21 D=mber 2017 
i\vailable onl ine 23 December 2017 
004 4-84861 e 2017 El..,vier B. V. AlI rights rese",ed. 
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r~l~rivr l~thaHry nfrml' nr mor/' ~llhSlanc_l'r.. Thf'~f' lf'<;ts <11"1" dl'signl'd In 
determine [he highest concentl'atioll o[ a 5llbslJ.nce tha! is Sll[[iCient lo 

affeCl a percemage of survival, e.g., SO"", af a limited number oE test 
nrg,mism<; (1 ,C,~) c.nmidf'ring ¡m! rh r dnrarirm nf rhr roxidty 1f'<;T<; in an 

acule cxposition is gCllcrally 9611 01' lcss ( NcViJllJ.n and Unger, 2003). 
The acute wxiciry [es!s follow basically tour types ot trial desi¡¡ns: static 
( .. ), 'laTir V\~th rl'Tlf'wal (sr), cnntiml011S nr inrf'nnitlf'nt fIow, and in sim. 
Addiliunally, ,uch luxicil~ lL'!;l, ar~ ucvclapcu mpplying fccrung (f) or 
without il -Ilor feM- (nt). Each tesl has in advantages and rus
adv<lntages, <l1ld lhe selected trealmen! depends on ¡he pllrpose of the 
test. A sta tic test may be sutticient for comparing two eft1uems or ¡'\Va 
process streams entering a wastewater treatment Cacilit)'. U" the intere>t 

lies in uclcrrninin¡; mure precise!y lbe loxicill' of a vulalilc eumpuuml 
nr rh(" rnxidty oi' ~ w~srf>w~rf>r ro TÍvl'l"inp org~nisms, rh~n ~ r.onrinllom 
now test would be more appropriate. U" the interest is to define lethal 

bOlUl(laries of an eftlucnl cnl¡:rinll a receivinll sl'slcrn, an in :;ilu le>l 
m~y hf> mnrf> ~ppropri,1T~ (Bllik~m~ f>I aL , 1 CJR2). 

Ll the case of tests with shrimp exposed to nitrogen compollnds. 
mually two methods are comidered; with or without íeeding and re
nfw<1l roxir ~ohlTion fVl'l"y 24 h (sl<1Tir and sr~rk wirh rf>llf'wa 1). Tn >;tlch 

eunlexl, lhLTe are OOplicil (J.uesliuns ~uch if ui:;linellrealInL'llls ¡;enL'Tale 
difIerent or comparable LCse. values, what treatment shows less varia
bility in the lC,-,u vallles, a.Lld, lIlOst importantly, what procedlu'e gen
c'Tales more re!iable ami rqrresenlaLÍve ~so values. 'J"he aOO uf lhi:; 
Sllldy w~s 10 c.mnp<1rf> IWO sn'~rf>gi~s 01' roxir snllllion ~xch<1ng ~ (~raric. 
(s) and statie with ren",,'!al (sr)). and Ceeding en or not feeding (ni) trÍ.'1.ls 
in L. vunnwnei shrimp. 'Ihis eompari:;on was ueve!oped lu evaluale lbe 
difff>rf>nc.~ s h~n~'f>rn lh ~ lC,~ nhl<1in~d fnr rh~ lypic~l pl'l"ioos OfWldy 
(:14, 48, 7'2 and 96 h of expu~ure) and LO define whíeh melhuJ is mo>l 
~ppropriaw fnr w~ring artll~ roxidly of nirtilp in lhf> whiw shrimp 1.. 

2. Matel"Íals and method~ 

2.1. Experimental animais 

L. vr.mn¡¡m~¡ pusLlarvae (I'Ll2) werc pruviueu frum a laboralory uf 
shrimp larvaf pmdlwlion (I'ir1Tl:1T S.A. d(" ev. in Ilos~rio, Sin~lo~. 

Mexico) a.txl tra.tlsported in plastie bags containing seawatel' (30 gil 
:;alinil~) lo experimenlal mouule üum Kaax module) in Mazallán dly. 
Posrlarva ~ W!"1' ~ <1cdimari~f>d for "d~ys ~r::l g/!. <;;JlinilY (~f><1war~r and 
freshwater): the rate of acdullatiOll alld the pl'Ocedul'e llSed were ac
cording to Van Wyk (1999). The survival rate oí postlarvae wa~ 95%. 

Dllring the acdimatization process organisms wel'e maintained in two 
polyethylene 500 l tanks at 28 "C with 12 h periad.<; of day·ni:;:ht and 
f!'d f'V fry 4 h Ilsing r.nmm!'lTial tf'pd (prowin "Oqc lipids ó'l-í" fih!'1' .~,~,: 

S-Pa1\. 2/5, INVE Aquaeullure), wilh water renewal (50~'e) every 24h 

until me stan of the temo feedin,1t was suspended in one :;:roup oí or
gmisms 24h befare tesring. 

2.2. fu¡lrlrorirm ni rp.o;T .;a!1Jr1nm 

Nalural seawalLT Isalinill', 34 ¡;/L) was uscd in each uf Lhc lesl su-
111lions 'whir.h w~s Alll'r!'d rhrollgh ~ sy,r~m of 10 and "pm r.1rT1·idgf' 
mtel'S, activated carbon mtel' and llltraviolet radiation, a.tld then diluted 
to 3 gil with municipal tap water (electrical conductivity, 290 IlS/cm: 
di~~olv!'d solids, 17::lmg,'1,) prf>Viml~ly fillf'r ~ d lhrmlgh a W~rf>l"Íl'r.'" 

(Tucsun, Az) dcc-p beu (¡;rave!, ~eulile, :;anu, day anu aelivaleu earbon) 
filtration system. Nitrite stock solutions were prepared by dissolving 
12.321 g of NaNO~ in 1 L oC mili-Q water (2500 ms/l NO-i -N). Thc 

selected nitrite·N nominal concenrrations were O (control), 2.5, 5, 7.5. 
1 G, 1.1, 20, 2.1 ~nd .~" mg/T" and ,,,,,,,rO" r ~ac.hffi hy addirion of adf>qlklrf' 
volurnes frum >lud. soluliun LO lhe lesl solulion. "J"he eunccnLTalions uf 
nirrite-N in test solutions were analytically detennined every 24 h using 
a sta.txlard methad (Striclda.tld and Pa.tSOl15, 1972; ."ú'H. ... (American 
I'ublíe Hea!lb Assucialiun), 1989). 'Ihe prceisiilll uf Lhe mcasurcmenl, 

201 ' 
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!'xp1'!'sSl'd ~s r-<1f'ffidl'nl ofvariarion Wf'rf' h ("low .~."%. 
LC~l test short-term median lethal eoncentl'atiOll (LCA ) toxicity 

tests were carried out according to the me!hods desctibed by _'"'PilA 
(¡I,mf>tir~n PIlhlk Hf>a1th ¡l,s~odMion) (1 CJRCJ) . Shrimps Wf'1"f> r<1ndmnly 

samplcd from thc holdins tanks and transferred to thc test and control 
containers. Bioassay experiments were conducted in rriplicate O.S-l 
polyl'lhylf'n f' rnnr~inf>T1O h~ving rh!' w« sol11liom. liarh r.nnl~illf'r cnn
laineu 10 shrimps (I'Ll8) anu conlinuous aeraliun wa:; proviued 

through air stones connected to a blower. Toxicity tests were conducted 
in four experuilental tl'eatments with theil' respective eOllCentratio1l5, 

controls and triplicates; T.iaJ.'l and T.i J¡4 treatments were carried out 
with the stalÍe methad. while TF;u? and T ",;nf/' induded daily I'Enewed 
ílOO%) nilrÍle :;oluliun (slalic wilb renc'Wal rnelbod). Durin¡; lbe ex· 
p!'1'imf'nr, shtimp nfT,,'-nUl <1nd T""inU3 Irf><1lmf'T1rs wpr~ nOI ti-d, whilf' 
T. __ 'fi~ and T".-f¡:> were fed. Dlu'ing the acclimation and toxicity tests the 
or!íaniom:; WC'Te mainLaincu al a lcrnpemlure of :16.1 ± 0.2 oC, 
G." ' 0.::lmv1, of di~~olv~d oxYWn and <1 pH of R.2 ' 0.2; V<1hll'S 
which are within the recommelxled range Cor 1. ~a/Utrunei (Bardaeh 
et al., 1986). Survival was checked at 24 h intervals durin:;: 96 h. Death 
wa~ ~ssllmf'd wh fn shrimps Wl'I"f> immohil!' ~nd showf>d nn rf>spon~f' 
when loucheu wilb a ¡;lass rou. 'Ihe dead shrimps were removed dail~ 
li:om the containers. 

A pl'Oblem in the calculatioJ) 01' LC.->l is identifying the COllCentration 
lu which lhe ur¡;anisms are exposeu. Il is uue lo loxies as lhe nÍlro¡;en 
mmpol1nd~ rh<1l m<1y bf' <111!'1' ("d in lhfir mnr f'nlr~rions rhmllgh lhf' 
time of exposl\l'e. Shrimps principally excrete Jútrogen eompoll1x1s 
(mainl~ arnmoJÚa) which mal' be lran:;formed LO nilrile or uLhcr ni· 
l1'og ~n r.ompmmds (Chf'n ("r <11. , 1QCJ4; Ilom.mo ~n.-l Zf>ng, 201.~ ). Tn lhis 

:;luuy, lbe LC~l -.vas calLulaled usin:-; cunccnlralions of JÚlrilc-N in lbree 
proc.!'dllrf'~: (i) wirh lho~f' mf'asllrf>d ~r lh~ iniri<1l pprind (O h) of lhf' 

shrimp exposme, whieh was eOllsistEntly similar 01' the sa.tile ro the 
nominal concentration prepared from lhe stock solution; con· 
vffilion~lly, lhi~ pmc.f'dllTf' is 11~lkllly morf> 11SM: (H) wirh rhf' l!'v!'l~ nf 
nÍlrile·N quanlified aflc'T of each:l4 h uf cxpusure (24, 48, n and % h); 
and (üi) with the mean values between lhe LCso obmined li:om the 
Lllitial COJlCenlralion (01' J)onüllal) of nilrile-N and the lCA from lhose 
oblaincu hum Lhe mca,uremcnls al eaeh :l4h. Il is aS'>umoo. lballbi:; 
I~sr prot":f'dur!' mITf>~ond~ moTf' rlos!'ly ro lhf> at":nt~1 ~XpO~l1rf> IfV (" I~, 

01' at least is the most representative 

2.3. ,<;ratisr1wl mlQ¡ysi.~ 

The LCs,) values oí nirrite-N and their 9'=;~{ contl.dence limits were 

calculated by !he Probit method (Finney, 1971 ). Repeated measurE.'S t
test (paired comparisons) was perfunned on each trearment to de· 
lf>rminf' ~igniAc.anl difff'rf'nrf's b~rwl'!'11 lh!' I.Cso Obl~illf'd from lhf' 
cunccnlralions of lbe inilial periou (O h; nominal eoneenlraliuns) VLT~U:; 
those of the end of exposure (every 24 h tmtil 96 h); comparison of the 
LC __ u average between treatments was perfolmed w:ith on~-'way malysis 
of varianee IANOVA) anu a 'J"ukey a posleriori lesl(Zar, 10/)6). 

3. Results and rlisc.u~sion 

111f' diffl'r!'11rf>s in rhf' mnc.fnlr<1liom of nÍlril!'-N fOl" rhf' fmlr 
trearments between!he actllallevels measured at the beginning aJxI the 
nominal concentrations stock were minimal fIuclUating bet'Neen O.'=; 

~nd O.CJ~', ofrhl' ~f'lffJ~ dl!'v!'I~. Dming lh ~ df'v ~ lopmf'nr Oflh f II'SB, lhf' 
cunccnlralions uf nilrile-N mea .... ured each 24 h in Lhe lwo slalíe wilh 
renewal treatments, T",,1/3 (feedin:;:) and T:;:rio:'i3 (not teeding) were 
within 5n/e of the nomuml eonccntratiom, which are acceptablc dif[cr· 

enee for aCUle toxicity tests (l3uikema el al., 1982). 1l0we1.'er, in T./1/4 
~nd T'./'nf/1 sr<1rir l1'palmf'nK r.onc.l'nl1·<1lions of nil1'ilf>-N Wfrl' sig
nificanlly mouified durin¡; Lhe lria! period; Lhe inilial eunccnlmlion in 
relation the final (96 h) concentration oí nirrite-N in T,,'Ii¿ and T,iHUl 
was l'edlleed 56.3 and 40.34, l'espectivel)'. Clearly, this indicates that in 
Lhc slaLÍc leSlS Lhe leve!s ufnÍlrile-N are >Í¡;nificanlly ueL'Tea:;ed. bein¡; 
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mnr~ rvidM1f Wht>T1 lh ~ <;hrimp~ ar ~ frl'ding. Thi~ rl'dllr.tinn ml11d he 
l'elated lo a capturE o[ nitrite by shrimp J..Lld its ¡nelease in hemolymph 
and other tissues, as has been showed by Chen and Chen (1992a, 
1 Q<;I2h) in P. n1(modan ~nd P.japrmiw.~. 

Analhcr painl lhal rna~ oc rckvanl tluring Lhc ucvduprncnl uf !he 
tests is arrunonia, which is a compotuld highly wxic. It is e1.'idem that 
¡he slll'imp that WEre not red were likely expo>ed la lower levels of 
arnrnonia oomparctl lu lbe ¡;ruup uf shrimp lhal WL1:C fet!. Alsu, am
mnnia I .. vrls ~hmlld hl' aif .. rll'd hy rrnfw~l: Tl'T'II'wal rl'dllrl'~ rl'\/' ~m_ 

monía J..lld static method accllllllllates the J..LlllllOJÚa genel'ated by the 
e.-xcretion ol" shrimp (Chen and O1en, 1997). Zhang e[ aL (2009) found 
inl. wUL'KUlwijuveniles in lo\\' salin;t)' water (5 giL) Jll excl'etion late 

af arnrnonia uf 0.05 fIIIlul arnmunia-N/g/h. Cunsiucrin¡; lhal 'mm CJI..

r.rNirm rate is similaT for PI.1R (:IOmg), rh!'T1, lO PI W011ld genera te 
scarcely 5 flg a.Lllmonia-N per 24 il. TIlis indicates tile low magniwde of 
ammonia mat oould to be excreted by PL. .... dditionally, Bayd (1990) 
indir.;]t~, rhar aerarirm is rmf ofrh~ h~st mf'lhods to oxidiz~ ammonia ro 
J¡itrate and to volatilize the ammonia. In out" tests, am.Lllonia was not 

measured. Therefore, by me aeration oontinuaus is assmned here tbat 
ammonia levels were negligible. 

DurÍIlg lhe leSlS uf Lhe fuur lrealIllenl, pH was munilureu each 12 h. 
faund mat values were maintained lletween 8.1 and 8.3; values 'l'I'hich 
are withul the recoJllmend.ed range [01 L. ywummei (Bardach et al .. 
1 SfIj6). '[he aemmulaliun uf niLTil~ in lh~ hcmul~mph in funcliun uf pH 
ha~ h~!'T1 sl1ldied hy rh!'T1 <100 Ch rng (2000) in P. nwnooon, who immd 
that nitrite in pH o[ 6.8 is ulCorporated more easily Ul comparison to pH 
af 8.2 and 9.8. Such remlts are difftcult af extrapolate [O L. vannamei. 
hur rhi~ T!'v!'als rhe ne!'d ro d!'wlop I1mlr!' ~nJdi!'~ on rh!' intlll!'T1r!' of 

pll un Lbt luxicily uf nilril~ in luw salinÍly walers. 
1111' p~rr.f'f1r<1grs of mOT!<11ity in c.onrml grollpS were differl'Tlt in 

eadl one ofthe [Out treatments: 6.6, 0.0, 23.3 alld 3.3% forT'inCl. T.v ,¡ 
2, T,,/uJ3 and T,/ri~, respectively. Considering mat tor valida[Íon oí 
loxidry t!'o;[~, ir i~ nf'C.!'~l)' rh<1t mOT!<11ity in rb!' mnl1'ols r!'main hl'low 
10')" (Bui1.ema el al., 1')1j2J, loc,e slaleIIlCnL shuuld be rej~cleu in Lhe 

T""nI/3 trial. In me treatments T,/nf/l and T"'nf/3 where the organisms 
are not [eed dllring exposure to nitritO". cannibalisJll was ob>erved at 

eunecnlralium bduw 5 m¡;/L N-nilrile; in "I"'''''HL''~' Lhe cannibalism was 
mmr evid!'nr, whirh ~>:pI<1im rh!' mortalirj" of 2::LV/, rr gister!'d. Fmm 
the>e results, when treatment involves static with renewal and no 
feetlinx, il is dear lhal Lhese lypes uf lesLS un shrimp are nul fa"urable. 
dll!' to rhrir fePding h~havior. 

ES. 1 presents the lC,,) nitrite·N at 24, 48, 72 and 96 il [or L. 

vannamei posrtarvae calculated wim me cancenu-ations d~termined at o 
and every 24 h [or the four treat.Lllents. 111e LC~~ o[ nitrite·N at 96 h 
calculated wim the initial concentratiom (O h) for each one ot me 
lrfalm!'ng was ;'.2R O.B, 6.67 ' 0.22. 4.c¡::j 0.41 and 

4.3:1 ± 0.14 mg/l, in "1"./",,/_. "1",,/f.'" "I" ",/nf/~ anu "1",..1/4, respeeLivdy. 
Table 1 ineludes me confldence intel"l'al.'i for each treatmem and each 
period o[ exposme. TIle LCju o[ lútrite-N at 96 il calclllated with the 

eunecnlralium uelennineu every 24 h in Lhe inuical~u lreatmenls was 
2.::12 0.10, ó.;'7 ' 0.2R 4.7ó ' 0.::1;' and ::1.ó1 0.27mg/1 tilr 

T./nf,l.' T",/I/~, T",nVJ and T./f,L., respectively (Table 1 ulCllldes LeA 
"alue> and oonbuence inlenials). Al % h uf cxpusur~, Lhcre was a sig
nifir.ant (p < 0.0;') diff!'Tl'Tlc.r ht>lWl'f'n rh r I~~r ofnil1'ir!'-N r.ak1llarffi 
with the levels of nitrite qllantiúed initially (or nomuJal) and tho>e 
measured each 24h, evidenced in T~'D:'il (nO[ teeding + static) and T, 
"/4 (fe r ding + srark). In c.onrraSL rhr,. e wer!' no signiAranr (p > 0.0.1) 
differences fur Lhe "1"".</2 (feeuin3 I ,lalie wilh rcnewal) and "I""húis 

(not íeeding + static w1m renewal). This indicates tbat feedin¡¡ modi
bes Lhe inÍlial euneemraLiun uf loc luxic, and lherdure rnay influrncc 
lhe L~s~ 96h values when lesls are ucvclup~u by Lhe Slalic mclhuu 
(Fig. 1). 

'[he LC"" uf nilrÍle-N eakulal~u wiLh lhe average uf Lbe LC"" ub
raiT"ll'd ofrh/> initi~1 (nomin~l) l!'v!'1 ofnirriw·N and rhos!' ofrh!' I~vl"l 
measmed each 24 h, is assluned that represents more closely the ex
pu~ure lo nilrile, anu Lherdore, sUl:h ~'"c, is mure reprL"<;enlali"e. J:li)!:. :1 
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shows sllrh valll!'s ofJ,,,,, ro 24, 41'1. 72 and 9ó h ofnil1'ir!' fxpo,;mr in 

l. WUUtaJlW! postlan;ae. For 48 il exposllle. T,c/c~ showed signiúcant 
ditterences with T, .. JF and with T""nI/3 bU! notwith T,ml,p_: however, at 
24 h of !'xpOSllT!' no ~iff!'T!'nrR~ h!'lV,,!'rn rh!' fmlT rTf'<1tm!'T1rs Wl'l"f oh· 
served. 

96 h L~~ avera¡¡e values were 3.8 ± 1.62. 6.62 ± 0.23, 
4.83 :!: 0.35 and 3.97 :!: 0.43 mg/l nitrite-N in T"nI,¡, T,,/I/~, T""nI/~ 
anu "I",/]¡4 lrealrnenl" relPeelivdy; "1",,/1/2 ífceuin¡; I slalie wiLh re· 
nrw~l) wa~ only signitk,mrly diiff'rl'Tlt (p <. O.OS) ro T ".. .. nf¡'. (~tatk 
with renewal + no feed.ing) treatment: however. it is important to 

mention that almough mere are na signiflC<Jnt di!l:erences ller.'ieen T", 
'/? and T ,"' / 4, and between T"..¡/.'? and T ",'nf! Ll the control o[ the T",/nc 
~ ¡¡n impurtanl murlalil~ uccurs (:13.3')'0) uue e<Ulnibalism. lL is rdcvanl 
rh~ magnin](l!' of th ~ variation of J.Cs~ V~hl~~ ohr<1inffi fm !'ar.h l1·ear· 
menL which cWlSistently, T" .. , /:> exilibited the lowest standard devia· 
tion far me lour eX"j}osure periads e.xamined (Hg. 2). In ¡¡eneral, the 
I C~~ ofnirrite-N Vahlf'.~ ohrain!'d fm rhe fOllT tim!' p~riods fol1ow!'~ th!' 

deereasÍl18 order: T,,/I/2 > T ... i,~/3 > T,iHL"l> T,/Ji¿' TIle masnitude o[ 
mese LCso values and me signiflc<Ult ditterences observed indicate that 
nitrite conc~nlrations in the test soll1lions are modifi~d by feeding when 
il i, ,lalie wilh renewal, in eunlrasl lu loc ,lalie lL"Sl,. 

There is a large variability in me di!l:erem strategies med for testing 
to."{icity o[ different nitrogen compolUlds. However, this >elected 

slrale¡;y uepenus un Lhe ubjeelive uf Lhe rescarm, Lhe a¡;~ uf Lhc ur· 
ganisms and th!' !'xpo~nr!' p~riod. Sllldi!'~ hay!' hc>!'n rondllr.t~ d to 
evaluate tile acculllulatiwl o[ alllJllonia, nitrite and nitrate, the rates o[ 
e.xcretion and !he evaluation af different metabolires {glucose, lacrate) 
in hffi10lymph of !'>:po~!'d pl'Tlaeid shrimp ~edl'S, Wh!'T!' fe!'ding is 

sU'>-pt:nutu bdurt and UllIin)!: lesl uevdupmenllu prel'enl alleraliullS in 
rh r h!'mol~mph <ill!' lh!' f~l'<iing intltlffi(".!, (Ch~n and Km!. 1991: r.h rn 
and Nan, 1992; Chen and Chen, 1997; Racotta and Hernández-Henera, 
2000; Cllen¡¡ er al., 2013). These studies have been conducted byming 
rh~ srarir. m!'Thod and for < 41'1 h of tesring rime. How!'vl'l", stll<iirs 
where loc mbmrunie effeel uf nilrug:cn oompound, in ¡;ruwLh and 
histopatholagical damage in diverse shrimps (Penaeus japontcUJ, Pe· 
IlaellS pellicillrrtu.;, L. vwutWllei and PeltrreW5 IlWIIO'WIt) have been eval· 
ualeu, Lhe luxieÍly mcLhud used was Lhe slaLÍc wiLh rcnewal anu fc~uing 
dllTing rh!' rilTlf' 01' !'xpoSllrf to toxir.~ (01l'n and J.in, 1 ClCl2; Ch/>n and 
Chen. 1992: Kuhn et al., 2010). 

Ikstarch eonuueltd lu ueltrrnint L~so anu semrily ltvds uf am· 
monia and nir1"ir~ for diffrr~nt p!'n.wid spedes had 11Sfd sr~rir <1nd statir. 
with renewalmethods, alld in some ea>es [eeding was not suspended 
belore and during the development oí me teSIS (.l.Jcaraz et al., 1999; Un 
et a l., 1993; Kir and. KlUlllu. 2006); however, there are swdies with the 
same objective but íeeding not have been suspended (Chin and Chen, 
1 ClR7: J.in and Ch rn, 200::l; GTrn;s !'T al. , 2004). Fmm a bihliogr~phir. 
researm in Lhe illsevicr's Scupus dalabase a lulal uf 51 ,ludies were 

lound; 11.7% using me sratic with renewal and not leed (detined here 
T,,-(n¡/~), 42.2% static and lXlt Ceed (T./nc'/l), 34.6"h static Witll renewal 
¡¡nu fceu ('l" ... /cd, anu 7.Ij'YÓ slalie and feeu ('1",11/4)' 'Ihe hig:hesl pero 
rRnr<1g r i~ for thos!' Sllldies using rh r sr<1tir m!'Thod and non·¡i'!'ding (T~. 
nI/l) trials, tests aimed mainly to determine the subcluonic e[fects o[ 
nÍlwllcn cumpuunus and uif(¡:rcnl bluuu eumpunenl" uxy~en eun· 
Sllmption and ~xr.r!'Tion rat!' ar r rvahklwd; in sorne r.as~s thi~ ml'lhrxl is 
also used to determine LC~u TIle T .. /C~ (sta tic witil renewal + [eeding) 
memod is directed mainly to detennine me LCso. It is to noted tbat a 
signifkant nllmhc>r of sllldi r.~ ar~ mndllc.t~d wher!' mganisms arf f~d 
¡¡nu a p¡:rcenlage uf Lhe lesl sululion is nul rCl'laeeu CI,/li¿), and a lesser 
number oí srndies are oonducted wim me static memod and feedin¡¡, 
Lhc lallLT meLhod has ocen muall~ u>cd lu evaluale lhe acule ef(eel and 
CJl..posure lime, when il uucs nul CJl..eeeu % h. 

TIle eOllClusions o[ tlús smdy. where [our treatmenlS to evaluate 

aLUle LUxieily lesls uf L. vultmrnrei shrimp nilrÍlc were oompilTCu, are: (i) 

ir wa~ frlllM rhar rh!' I.C so valll!'s ofnirriw·N ~~rimar~d v.~rh rh!' ron· 
centrations d.etenlluJed alk1.lytically at Oh alld every 24 h were dif· 
fcrcnl; si~ific¡¡nl uiffercnces Ip <: 0.05) were ubserveu unly belween 
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fig. l. Mean val .. ", ofLC,o (± w.ndard deviationJ ofnilrit.,.N (mgJL)at24, 48. 72 and 96 h orexp<l<ure for 1. """"""' ... P0 <[]8rv"" eslimated wim Iheinitial nitrile ronttntrat;on< (O h. 
unfi llcd Ni",) a nd determine<! every 24 h (filled bars) in che diffcrenllcst ",Iuciom. Trc.tments: T, (.talic + nO{ feed), T, (Olatie wi th renewal + feed). T, (scarie with rcncwal + nO( 

feed).nd T. (otatie -t feed) . Dilfcrw¡ lene" (a and b) with in e.eh trearmen! indicate sigll illcant differen<c, (p < 0.05) bem-""" me u:.o. Dilferent lene", {w, x, y and ~ iPdicatc 
sign ificanl d iffc"",,,,,,,,, (p '" 0.05) ¡"'lWeen che Le", af cach Ir<latmenl c.kul1l¡ed wilh m e ¡nitiaJ <",""",ntratian (nomina l). 

the trcatrncnts using the stiltic rncthod TS/JIl/l (not fCL'ding + static) and 
TVfJ4 (feeding + static), which indicat.es Ihat fced ing intluenee {he e,<¡

timation of 96 h L~; (ii) when the initial and final concentrations of 
{he nitritc-N are used to estimate the LCso, obtaining the mean LCso, 
prcsumably rcprcscnta{ive of overall test, it is dcar that diffcrent va lues 
of LCso nitritc-N for 96 h valucs are genefated from the four d ifferent 
treatmenr.~ examined (1" .. /f/2 > 1"",/ n(13 > TS/nlll, T./f/ 4). Howcver, 
{he differenL'CS were significant (p < 0.05) only betwt.'Cn {he treat
menr.~ that involve feed ing or not feed ing in the static with rencwal 
method: T"!f/2 and T,../nf/3 (Fig. 2); ( iii) ao:mrding ro the resulrs ob
ta ined in this study, considering the magnitudc and variation of the 
LCso values and the mortal ity of the controls, our recommendation ro 
evaluate acute toxicity is !he static with renewal method with fccding. 
However, if it is ro evaluate biochemical parameters, which can be al
tered by feeding, we recolllmended the (rearmen! (ha! involves not 

Table 1 

feL"tlinK with the static method (TS/Dlj \). 
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Le", valu"" (mg/L) and mnfidence interval. (i n parenlhe<;s) (95%) of nirrile_N fo. L """'''''',,; calculatetl wilh the roncenrration of n;tnte·N rneasured al Ihe initial peliod (O h) and 
those· rneasurnl after of cach 24 h of expos","" (24. 48, 72 .nd 96 h). 

Trearmenl 

Time (h) 

" 
29.53 (44.3&--21.27) 
19.21 (21.07- 15.51)" 
:l6.48 (52.31_2555) 

34.82 (52.46-22.48)" 

32.42 (50.08-21 23) 

25.18 (44.13-22.82)" 
23.46 (35.32 _16.07) 

18.05 (21.5( .... 1189)" 

16.20 (21.58--13.11) 
12.02 (16.95--8.32)" 

11.63 (21.36-11.20) 
14.81 (I1.45-9.S(J)-
14.50 (23.99-8.95) 
12.91 (23.00-s.~)" 
15.5 1 (18.51_10.1 5) 

9 .10 (13.24--6.42)" 

'" 

n 

1.91 (8.10-6.37) 

2 .18 (3.53--2.63)" 

8 .44 (910-6.13) 
B.ll (B. ?I~.25)" 

690 (7 .62-5.60) 
5 .09 (592-4.30)" 
5.36 (1.2_.69) 

52.1 (63.1-3.42)" 

5.28 (9.\13-.4.62) 
2.32 (2 .16-2.09)" 

6 .61 (7 10-5.82) 
6.51 (1.24- 5.65)" 

4.93 (6:¡q.....(.03) 
4 .16 (531-4.00)" 

4.32 (5 .69-3.84) 
36.61 (.1.94-328)" 
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tre"tment< ind iellle signi /kant differe""e, (p <: 0.05) befWeen ,he l.c,., val ue<. 
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Anexo III. Artículo “Acute toxicity of ammonia, nitrite and nitrate to shrimp Litopenaeus 

vannamei postlarvae in low-salinity water”. 
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Abstrac1 
Shlimp farming in lo\v salinities waters is an alternative to increasing production, and counteracting disease problems in 
brackish :lOd marine waters. HO\vever. in 100v-salinity \vaters, toxicity of nitrogen compOllllds increases, and there is no 
3v::ülable data of its acute toxicity in shrimp postlarvae. Tbis study determined the acute toxicity of ammonia, nitrite and 
TlilrllLe iTl lúoprnaru\ \,annm¡I",i posllarvae in 1 ami 3 gil, s:1liTlily, as well as I1le s:1rcly levels. Tlie T ,C._y, eiJIlllrTlls I1ml TliLril.c 

is TTlore Lmie I'h:m !ITTlTTloTlia ami TliLmLe iTl low salinily \\.-aLers, !Imllli:1L iLs loxieily iTlereascs willi a deercase iTl salinily. Thc 

safe leyels estilllated for salin1tles of 1 and 3 gIL were 0.54 and 0.811llgiL 1'or total ammOll1a-X 0.17 and 0.25 IllglL for 

~O::-N, and 5.6 and 21.5 IllgIL for NO,-K, respectively. 

Keywords ACllte tQ-.;:icity . L¡ropcl'ücvt vm;llc;mc: . Ammonig . Kitrite . Kitrate . Silfe level 

The white shrimp LitOPEliuC/{S vumlc;mEi is distributed in the 
tropical \yaters 01' the 1-'acitic hom Mexico to .Peru (1-'érez
Farfante- and Kensley 1997). This species is found in \yaters 
wil.h:1 \\--ide rangc ¡¡I" 'illliTliLies (1--40 gil.) dile L¡¡ ¡¡sTIlon;gllla

Li<lTl TIlecrlanisTlls (CasLille llTl(1 T .:J\\TeTlee 19R 1). lLs :1hilily [() 

adapt to different salinitles Illrrkes 1t the most cultivated spe
cies worldwide. In recent years, .grO\yth 01' shrimp 1'armin.g 

l::J Federico Púez-Oslln~ 
p~ews@ohicmyLl1lmm.mx 
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Sin~l()fl, Pfl,~eo r:l~llo,,~~n ~¡n, R2000 Ylfl7.'ltMn, SinfllOfl, 
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has accelerated in the tropical and subtropical coastal ru-eas 
01' the world; however, it has been si.gniticantly aft'ected by 
tbe impact of viral diseases, \vhich direct1y affect produc
Liml (~ross el al. 200 1) aTl(1 reTllain l.h¡; TIlOs!. eOTllmOJI SOllrcc 

or e¡;()JloTllie l()sscs of IllTTIIs in (li lTerL'TIL l)!IrLs or l.he ~\.-orld 

(Israngkura and Sae-Hae 2CI(2). As a Illeasure to counteract 
the disease problem it is hypothesized that disease control is 
easier to implement in inlilnd than in coaslal environments 

(Boyd 2002). In recentyears this activity has been devdoped 
amI experimenled in sever:~1 regiuI1'; uf Cllilw ~md I\-1exicu 

(Roy et al. 2010). 
However, shümp tolerance to nltrogenous compounds, 

especially ammonÍ3 and nitrite, decreases in low salinity 
waters (Schuler et al. 2010; RamÍl-ez-Rochín et al. 2017) and 
represeTlLs!ITl imporlanl pmhkTll. Dllring I'he cllllllre p¡;ri()(L 

iTl siLII cOTle¡;nLraLions C!ITI r¡;acrl high kvds amI e~Hse low 

Ultes of food illtake, i't~rllIce grmvth, illcn~ase COIlSlllllptioll 

oí' oxy.gen and nitrogen excretion, alter hemolymph protein 
concentrations and free amino acid levels, and even cause 

moderate or bigh mortality (Romano and Zeng 201 J). The 
high levels of nitrogenolls compOllllds are related mainly to 
feedlng, fertllization and the conclitlons of \vater and sedi
ments, which is llnked to management (Ha.rgreaves 1998). 
In L. )<"i.>iTWmei juveniles, the acute toxicity 01' nitrogen 
cOlllpounds in marine and brad:ish \vaters is well known; in 
conlmsL, SIH.;}I infmTTlaLioTl is limiLed rm posLlilrva¡; (Rom:1T1o 



Valencia-Castañeda, G.  2018
 

149 
 

 

:1T1(17.cTlg 20 11). MOfCOVCL ror Irl(; case; iJl"posLlarv:-lc iTl 1¡¡w 

slllinity water"s, thel"e llre cmrelltl}' no .1Vailahle data (Scopns 

201 7). TIlerefore, the objective of this study \vas to deter
mine tbe acute toxicity of ammonia, nitrite md nitrate in L 
h11'.!'.amci postlarne in 1 and '3 giL salinity; .<\s well ss to 

propose &afet)' 1e\'e1s for the culture of this specü',s llllder 
lmv-saliTlÍly comlil.ioTls. S:üc kvel is ddm;d in [his ..... ork 
as tile value that theoretically should not exert ally adverse 
efi"ect to the physiolo,¡;ical processes of an or,ganism exposed 
to a toxic substance (Buikema et aL 19i:C). 

Materials and Methods 

App:oximately 2500 healthy L. >'(I.'iWimei postbrv:le (PL15) 
were provided from a shrimp l.:1.rv3e prodllction Igboratory 
10Ggted in Sinaloa, Mt"xiGO ,md WeTe trm<;portt"d in a salin
iLy or :~O gIl. Lo cxperiTTleTlL11 TTlmllllc iTl MaJaLláTl ciLy. 

Postlarvae \ven~ accllmatlzed fOl" 5 days (PL15-PL20) at 
1 and 3 giL salinity; the rate oí acclimation and the pro
cedure used were accordin.g to McGraw et al. (2002). "lhe 
~urvi val raLl~ ü[ po::;l1arvae uuring l1w ~H.:diIllaLizalion wa::; 

97% ror hoLl1 saliTlilics, v/hicrl arc comparahk lo L·hose 

ohL:1iTled hy \-1c(";-r:1w d al. (2002). SilliTliLy \vas csliHl:1Ic(1 

fmm the electrical conductiv1ty (EC) measurements (¡.ls/cm 
at25 C C X 0.0(063) (Boyd 2(0 2) \vith He-meter (Oakton 
TDS 5). During acclimiltization process org,misms were 
m,ümained in 500 L t,mks at 28°C with 12 h periods of dgy
Tligrll aJl(llcd cvery 4 ·h l1siTlg b.:(l (proLciTl 50%; lipids 6%; 

S-Pak 2/5, I:t>.'lE Aquaculture), with water renewal (50%) 
every 24 h ootil the start oí" the tests. 

.Filtered seawater (5 10 ~un cartrid.ge, activated emban 
auu llllraviüleL rauialiüu; ::;alirlÍly, 34 giL) W~1~ lI~d iu e:Kh 

or L·he lcsl so]¡üioTls ami LIleTl dillllc(l Lo I aJl(13 gil. wil]¡ 

L:1p \valer CF.e, 290 liS/cm) previol1s1y nllcrc(llhrOllgh a 

WaterTec® (Tucson, Az) deep bed (grave], zeolite, sand. 
day and aGtivated carban) filtration system. The experi
ment31 GOilGentratioils of gmmonia, nitrite and nitrate were 
(""bosen from prelimimry tests to determine their toxidty 
Í11llTV:il. Arlllnüni:i :40\."1. :>olllliüm wew prllXifl\U by di,,:>olv

lng 4.776 g ofNHj.CI in 0.5 L of núlli-Q \vater (2500 mgiL 
)/H4-N). The selected ammonla-!\ nomlnal concentrations 
for the salinities oí" 1 and 3 giL were O, 5, 10, 15,20,25, 30, 
35 3nd 40, 3nd O, 10, 20, 25,30, 35, 40, 45 gnd 50 mgl1., 
:1TTlmimia-'l". respcdivc1y. 'l"iLriLc sl¡¡ck solulioTls WL'TC prc

pare(l hy ilis.o,;olviTlg 12.:~21 g orNaN02 iTl I l. or milli-Q 

water (2500 mg/l.. N02-K). The selected nitrite-N nomi
nal coneentrations for the salinities of 1 and J .2;lL were O 
(control), 2.5, 5, 7.5, 10, 15,20, 25 and 35; and O (control). 
2.5, 5, 7.5, 10, 15, 25,35 and 45 mg/L :r-.T):;-N, respec
Lively. Nilrale sli..K:k sülulion::; were prepared by uiswlving 

151.786 g of NaNO) in 1 L of mllli-Q water (25,0(10 mgiL 
)/Ü:~-N). The selectednltrate-!\ nominal concentrations 1"or 

~ Spr1!lger 
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LIlc saliTliLies (Ir I aTl(13 gil. \vcrc O, 50, 100,200,400. 500. 

mo, 700 and 'l(IO; ami 0, 200, 400. <íOO, 800, 1000, 1200. 

1400 and 1600 mg/L~03-~' respectively. Thenominal con
centrations of ammonia, nitrite and nitrate \vere reached by 
addition of 3dequ3te, volumt"B from stock solmion to the, test 
sohltion. ConGentrMions ofnitrogen compollnds in te.st SOhl
LiOlIS wcre eOTlnnned aTlalyLically evcry "24 h lIsiTlg sLamwnl 

methods (APHA 1989). 
10xicity trials were eonducted with the static rene\val 

method for toxicity testin.g (Bui.k:ema et al. 1 ~i:l2) .. I-<or eaeh 
experimental salinity (1 and 3 g/l..) and nitro.>r,en compound 
CaTTlmimia, Tlil.rile mal Tlilralc), LoxieiLy lesLs were eOTl

dllctCrll~y tl·ip1icatc. (";-1'011PS of 10 postl.11·vac (P1.20) WCI·C 

taken J"andomly from the holding tanks and transferred to 
each test and control containers with 0.5 L of tbe test solu
tions (30 shrimps for ("·gch of the nine concentr3tions of a 
seleGted toxic·l. Tberefore a tot31 of 810 PL20 were llsed 
iTl cadl cxperimeTlL:11 saliTlily aTld a L()Lal ()r ló20 Pl.20 

were used in our study. Durlng the toxicity tests continu
ous aeration \vas provided through mr stones CDlUlected to a 
blower and the postlarvae were mmntained at a temperamre 
of 26.1 ± O.TC, 6.5 ±0.3 mg/L ü[ ui&:olw.:d üxygl\n and a 

pH or R.2 ±0.2. Org:misms \vcrc bl eVL'Ty 12 h IISiTlg COTTl

TTlcrci:1l reed (S-Pak 2/5, N'v""F Aqll:1clIllmc). MorL:1liLy W:1S 

checked at 24 h i.ntervals dming 96 h. Death W!lS assumed 
when shrimps were immobile and showed no response \vhen 
tOllCbed with a glass rod. The dead shrimps were re,moved 
d3i1y from tire contginers and (',g(""b te.<;t sollltion was renewed 
evcry 24 ·h. Based iJll l·he TTliJTLalily, lIle 1.C,:! v:1hles or lolal 

ammonia-X N02-K and NO)-K and thei.r 95% confidence 
limits were calculated by the Probit method (ElUley 1 ~7L 
Ramírez-Roehín et al. 2017). A comparison test was per
[orIlle·u bdweeu lhe va111e:> ü[ LC,.c. CZ le::;l) lo esL:-\bli~h 

sib'Tli rleaTlI (li IT CrL'TleeS hcl \vCCTI 1.CSJ (p <" 0.05). Sarc levels 

werc cslim:1Leil IIllllLiplyiTlg Ihc 96-rll.Csü v:1lllC hy 0.05 :1S 

an application factor (Boyd and Tucker 1998). For LC50 val
ues 01" ammonia, coneentrations were expressed as m.giL oí" 
total ammonia-K and :r-.1I,-N (lln-ionized gmmonia) was 
c3lclllated gccording to the eqllilibrium const3nt in low 
:>alinÍly wallT~ corr:;ilkrÍllg lh; l\ficcL of Llw iünic ::;lwngLh on 

un-ionlzed alllmonla concentration (Soderberg and 1{eade 
1 ~<) 1) , fOl" salinities of 1 and 3 giL, a temperatme of 26'C 
and pH of i:l.2. 

Results and Discussion 

"lhe concentrations of ammonia. nitrite and nitrate deter
mined every 24 b were within lO':;;:. of the nominal concen
tr3tion, whicb is an aCGept3ble differenGe for toxicity testing 
CBllikeu1:1 el al. 1982). MorLaliLy pen:tnlages inlhe wnLro1 

groups of all toxlclty tests were 0% for 9G h of exposure. 
LC:,) values 1"or total ammonla (and NH:,-)/) andnitrate llild 
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their Y5% confidence intervals eCl) t'or L 1/~,m!ilI.'¡¿ postlar

V,l(',:tt 1 aod 3 .'2:/L of salinity are showed in Tables 1 and 2-
n:spccLivdy. 1.(':50 VlJ]¡lCS or lolal ll.TTlTllimia ami TlilTilLcs al 

tlle Sllllle ti me ni exposure hut Ilt differellt s.11illities s110werl 

significant clifferences at 24, 48, 72 and 9(i h (;;<0.05). Le:,) 
values of nitrite at t11e same time of exposure but at differ
mt s..qlinities showed signific,mt differences (1'< 0.05) only 

at 24 and 48 h. In generaL our ft".sUItS suggest that the aCllte 

Lo;r;icily or ilHITIIOTlill, TlilriLc aJl(I TliLralc iTl T,. vannomfi PT.20 

is lncreased while decreasing Salillity from3 to 1 giL. Al: the 
same time our results suggest that ilnder low salinity condi

tioos, nitrite exerts a hi.gher acute toxicity than ammonia. 
The acute toxicity of total ammonia and nitrite has been 

slm!icd in se:vcral spceies Ilf {liJSllarvlle: of pCTlaci(1 shrimp 

iTl TTl:1finc ilJl(! hraekisrl \villcrs (Tahk :~ ). Hmve:vLT, lrlere: is 

Httle available lnformatlon for 10\'11 salinlty waters. In the 
case oí' nitrate, the iní'ormation is yet more limited, because 
in marme and brac.kish waters Le, .. leve1s Me non-t"xistent. 

Traditioll3l1y, the &'1.fe !evel has been estimilted using 
:1 faeLor 01' O. 1, (Rl1ikcma d ill. 19::-:2). This 0.1 fadm 1I:1s 

201 ' 

been applied by several authors (e.g., Frias-Espericueta et al. 
2000 ; Cobo et 31. 2014). I1owever, Illlan,g et al. (2006:, cal
clllaLcd Lhe: nilriLe-N silfe villllCS for 7.. vanr;amó amlllse:(1 

tlle f1pplicatioll factor ofO.1, hut shmving th.1t sncll levels of 

nitrite decreased signlficant1y the lmlllune response. Boyd 
and Tucker (1998) have sug.~ested for ,~eneral use in aqua
culmre an appliGation factor of 0.05. As the to!er3nce, of 

shrimp to nitrogen compounds, t".speci.'ll1y ammonia and 
TliLrilc, ¡\ce:rcases iTl \valcrs wiLII Imv salinily, wc decide 

to estimate safety levels with an appHcation factor 01' 0.05 
(Ramírez-Rochín et al. 2017). trom our Leso values the 
safe levels 01' total ammonia, nitrite and nitrate 1'01' rearin,g 
postlarvae of L. vamwm~1 PL20 exposed to salinities of 1 
mI(l 1 glT. \verc: 0.54 :md O.R 1 TTlg/l. :lTTITIliJTlia lolal-N (0.05 
ml(! O.()(i TIlglT. l\t-fs-N; 9.1 ilm! 7.C'i% of 1¡¡lal aTllmOJliil); 

0.17 llild 0.25 mg/LN02-N; llild 5.6 and 21.5 I1lgiL~O:)-N. 
respectively. Hvidently, these sale levels are lower than those 
of ffi3rine 3nd br3cbsh w3ters: 1.15 mglL ammonia-N and 
0.10 mg/L~n,-~ (Chin and Chen 19tn :,; 0.03 mg/Ll\lL-K 

COslrensky ilTll! \Vasicksky 1995:,: 1.22 TTlg/l. amTIIOTli:1-K 

Tabi@ 1 Th~ 24, 4f1, 72 ~nd 
',16 h·LC,,) values ':mgiL) ol' 
IDI"I flmmonia-N and NHrN 

ror T.. l'm']tIl'''~; po;;tl~rv8e fll. 1 

and :3 giL of sillinily 

S>Ilinily (giL) LC,-. lol>ll U111IllUIUU-K 

rime (h) 

24 

48 

72 

9(, 

38.9 (30.2-51J.lt 

14.0 (l3.0---15.Zt 

11.8 (10.7 B.O/, 

10.8 (9.9 11,8¡i' 

95% el are ¡;hown within parenlhes¡,s 

48.4 ,:42.6----Q3A? 

22.5 ':20.5-:24.7) 

18,1 (1(',8 1904', 

1(',3 (15,2 1704', 

3.6 (2.8--4.,)b 3.7 (3.2--4.8/ 

1.3 (1.:2-1.4i· 1.7 (1.6---1.9) 

11 (10 L2l" 1.4 (1.3 1.5', 

1.0 (09 L1¡i' 1.2 (1.1 1.3', 

Diffenmt ¡,,!teJO al th~ sarue "xpoollre time indicat¡,s ~lgnificant dlffeIences (p < 0,05) 

Table2 Th~ 24, 48, n and 96 h-LC:c. valu<:s (mg/L) 01 .NO,¡-l\ and l\OrN 101' L I'amwmei po,tlan'ae al 1 and 3 giL 01 saJinity 

Time(h) 

24 

4R 

Sdlinüy (giL) 

Time(h) 

24 

48 

n 
9(, 

95% C1 ar" ¡;[lOwn wilhin panmth¡,s"s 

29,1 (21,1--40. Tlv 

.~,1 (4.5_5.R:,o 

4.0 (3.5--4.5:" 

3.3 (EI-3.7/ 

Le,,) KO:.-N 

774.K (541.9-11IP,X)O 

221.4 (179.7-272.7/ 

140.2 (122.6-1tJJ.2/ 

112.8 (985 129,l)t 

Diff'-'I"Jlll~LlCTh al ¡]¡e ~U1n~ c."po>ur~ lime inJicalc~ :;igni[j~tlIll Ji[f'-'IeJl~~~ (1' < 0.05) 

17.9 (2fi.:'i-:'i4.1) ' 

R.O (1.0-9.2)' 

5.7 (5.1---6.3) ' 

4.9 (4.3-5.5) ' 

lfihO,2 (:'i2711.1-21fl.')KI' 

568.5 (516.5-625.7)' 

510.1 (465.7-558.7)' 

430.0 (390.7 473.W 
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Table3 Le:.) of total ammonia :'>/, N02 :'>/, and 1\03 N (mgIL)in sevBml posdalvae penaeid sF'"cies 

Spocies Size Salinity (g/U Le,) 

24 h 

Le'J (JI wlill alUIllUIUlI-!\ 

Ptn:¡t'~~ i+¡cn.:JQ P1.6 34 52.1 

L "';;·¡,·'';;''ri.CI PL! 34 13.2 

1, v."·,'I."'I.'.¡' PUl 15 17.9 

Ll'c.,'l-.'ic.má l'L25 10 

Ll'c.,'l-.'!c..'IUi l'L20 3::;.\1 

L ,'';''''';''''-'' PL:20 48.4 

P{>UlC'~~ j~,pN"¡C;~~ PLI 3(, 32.5 

p J .. yo,!..:;vs PL2 33 31.7 

jJ, i¡;¡~(nicvs 1'L12 33 53.4 

Me>ap€'l.:<éllS uds l'Ll 33 30.3 

M U,H~ PLIO 33 24.4 

Pc'"l{'~~ scii/c/, ;¡, PL2-" 25 11.5 

P ¡ · IOP.S ¡w',.1E ·,,,"¡s PL! 2R 24.2 

l'e.'l{ii'.<s SerrúS/iICatll.ó' 27,5 mg 15 14,8 

P. )'6mÜ¡¡Ji::ir,¡;, '2.7.5 1lI.1( 25 31.9 

P. ),6'm i)'¡¡Ji::it~., '2.7.5 llIg 40 66,7 

LC,) of NO;: , 
M~:r;¡l'f·!ú.s' .. ¡ ;.",;.1 PU 11 70.1 

f' jii.,'",,,i,¡:V¡ PUl Xi.K 

p /lip.)niuo' PL2 83.4 

P. munudc'n PL6 34 61.9 

P yavicnsis PLI 277.8 

p Ntlf~n~' PT~25 2,~ 2óKl 

Ll'c. .... ..c.má I'L25 10 

Ll'c. .... ..c.má I'L20 2'},3 

L ,'""",,,,,,c, PL20 37.9 

LC,) of NO, , 
L ''''''_''''''ri~-i PL20 774.8 

Ll'c. ...... c.má I'L20 161:)0 

:md 0.n4fl mglT. NH3-'l' (Fríil:-;-E"pe:riclle:la el al. 2nOO ); 
0.7 mg/L ammonia h :lOd 0.034 mg/L NH" ~ (Kir and 
Kumlu 20ll6); 0,71 mg/L nitrite ~ (Chen and han lYY1 ), 

The toxicity and condition of aquatic or,ganisms during 
t"-xposme to elevilted levds of nitrogen compounds ís rebted 
witl1 tl1cir' ,1ccunmlatioll in hClllolYlllph. ACClllllubtirlll is 

influenced by factors such as bmnc1üal penneability, spe
ciation oí' ¡ütrogenous \vaste, mechanisms to reduce their 
passive, diffusion, ability to exerete them ttrrough a gradie,nt 
interml detoxifieation proce,sst"B and environmental L:'lctors 
(Ronr:mo aml7e:Tlg 20 1 :~ ). ATTlOJrg Ihe:TII. saliTliLy. iL is OJIC 
or I.Ile v:1Tiahks IrlaL TIIosL iTlnllCTlCCS Lhe: l¡¡xiciLy or aTIITllO

nia and nitríte, showing an inverse reLltionship; that ís, the 
toxicity increases as the salinity decreases (Kir and Kumlu 
2006 ; Ramirez-Rochin et al. 2017). 

The proeesses of detoxifieation, llptake, and elimination 
or Ihe L1rree TlilrogeTl COTTlpi~ITI(ls hwe: heeTl widdy discllsse:r\ 

~ Spr1llger 

ReferencB 

4'" nh YOh 

17.7 17.0 11.5 Chin ami Ch"Il (1 <)87 ) 

Cobo Bt al (1014 ', 

12.5 12.2 12.1 rlí~_~-",~pericllet;¡ ~T.:l.l. (200m 

39.7 Schuler el aL (2010) 

14,1) lUl lO,::; l'hi, study 

12.5 1&1 IG.3 Thió slnd)' 

22.8 17A 15.5 Lin el aL ( 1993) 

Chen el al (1989) 

Chen eral. (1989 ) 

16.7 Chen eral. (l \N l) 
Chen el al (1991) 

9.4 8.7 AkamzBt ru. (1 999 ) 

R.' 5.6 5.5 O~trenl;ky and W~~iele~ky (199YI 

11.2 7,9 7.1 Kit and Kumlu (2006) 

17.0 12.5 8,<:1 Kir lIuJ KlIInlu (2006 ) 

32,S 23.2 19,1 Kir lIuJ KlIInlu (2006) 

27.1 Chen ano N:m ( 199n 

55,0 2'l.1l 211.(, l,inet ~).( 1 99:; ) 

53,8 21.8 13.0 Chcn ami Tu (1<)<) 0) 

33,2 20.5 13.5 Chcn anu Chill (1988) 

41.6 14.5 10,7 Oótl'Bnsky alld Poorsch (lCf92 ) 

2411.11 167.1 Alc~r~7: daL ,: 1999) 

153,7 Schuler el al. (2010) 

5.1 4.0 3,3 rhi> sludy 

8.0 5.7 4,<:1 Thió stuJy 

221.4 140.2 112.8 Thió study 

56::; 510 430 rhü sludy 

iTl Irlc rcvie\\-s or ROTII:-JTIO :-JTld ZeTlg (2012, 20 I T) ami rere:r

ences therein. 'l11e organisms developed the active excre
ríon oí" ammonia against a ,gradiem to avoid the excessive 
accumulation of ammonia in the hemolymph, thus miti,gat
ing its toxícíty, According to tbis proee"ss, which is dosely 
l'Cbtcrl to OSIllOl'cgll\atiílll, whcrc NH, diffllSCS tlUOllgl1 

the lipid bilayers of the 1ll0St permeable gills and is pro
tonated to NH4 ,NHj. I is replaced by K I during the activ
ity of the Na+/K+-ATPase 10C"_qted in the basolatenli bor
der, which transports it to the apícal membrane ofthe gills, 
FiTla11y. Irle NH,I- is excrded iTl LIle cTlviromlle:TlI Ilrrollgrl 
lI le LraTlsporL or Na+/NH.I- locaLed iTl Lhe: apicil\ parl. TIlc 

detoxífication mechanism has been reported in numerous 
crustacean species and ís an important adaptation sínce 
hemolymph accumulation ís predictable during their pro
longed and/or elevated exposure (Un and Chen 2(01). The 
L()xid Ly (j)' TliLri Lc iTlCTeaSes w'tleTl saliTliL y rkcrcases hcCill1SC 
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nitrite and C¡- compete tor the same trmsport site in the 
I1co,!-/cr exC"n:mger 00 the apic.:l.l side of brallchial cells. 
This pmccss iJl(licaLcs I.ImL TliLril¡; cTlLcrs Irlf(JIIgrl mlc DI ['he 

llleChilllislllS of el nphl-;-e hy t11e Illitocholldrifll cells of 

the gms -probably through the el Meo) exchanger. This 
exchanger is driven by a .gradient of ab:upt concentraban of 
I1CO:,- towilrds the, exterior cre,ated by the c3tillytic activity 
of carboniG anhydrilSi". Similar to the, e1evilted exposure of 

:1TTlHlimill, ¡riere is l:vidl:TlCC lrlal. ¡.;'hows Lhe: ahilí Iy or cfllsLa

ceallS to detoxüy nltrite: illl increase in nitrite levels and the 
duration oí' eXPJsure lead to higher concentrations oí" urea 
hemolymph in difi"erent sW'imp species (Chen :lOd Chen.g 
2(00). The processes of uptake and elimination of nitrate 
iTl efllslm::eaTls is less eOTTlp1cx sim::c activc Lr:msporL docs 

TloL seeTTl lo he iTlvo!ved, wlli1c gill {lL-rTTlcahiliLy lo TliLraLe is 

probably low, thus reduci.ng passive diffusion. Consequently, 
it is believed that one ot the main reasons that nitrate is 

less toxiG is due to redl1ced hemolymph aCGumulation. It 
has been considered thM the rOllte involved in the llptake of 
TliLrllLc in cflIsL:1eeans is siTTlilar L() l'haL ()f TlilriLe. 

Comparlng the acute toxlclty (LC50-48 h) amlllonia llild 
nitrite in L. ,'wlllwná postl:lrvae (PL25) at a salinity oí' 

10 .giL their ratio LC5ü total ammonia N: LC5ü hü:: N is 
3.87 (Schuler el al. 2010) (T:~bk 3); whik in our ~luuy :1L 

:1 s:-¡liTlily or:" g/l. iTl P1.20 Sllcrl raLio is 0.:"1. Trlc T.C~J 
V:-¡111C (Ir aTTlHl(lTIi:1 and TlilriLc iT1I)()sL1:-¡rv:-¡c ()r L varm.c;mú Li) 

salillities of 3 gt1.. ls 1.8 alld 19.2 times lower in comparlson 
to the those LC~ü to a salinity oí' 10 .giL. 'ihis confirms that 
nitrite is more toxiG than ammoni3 in low &'1linity wMers, 

and that the toxicity of both incn',ases (Le., reduce LC:~t,) 
wiLh a uccn,a~l: in salinily. HO\\,'CVlT, iL is suggesku Ihan 

sublethal chronic studies must be conducted to corroborate 
that under the estimated safe concentrations, physiological 
stams oí' or.ganisms is not compromised ensuring shrimp 
produGtion. 
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“Un poco de ciencia aleja de Dios, pero mucha ciencia devuelve a Él”. 

Louis Pasteur (1822-1895) 
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