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INTRODUCCION GENERAL

La acuicultura representa un importante sector de la produccién alimentaria mundial
y constituye una importante fuente de proteinas, empleo e ingresos, siendo la base
del sustento de una gran parte de la poblacion mundial. En concreto, el camarén es
un producto de alto valor, que se produce principalmente en Asia y América Latina,
fundamentalmente para su exportacion, generando riqueza en muchos de los

paises en vias de desarrollo de estas regiones (FAO, 2004).

Desde la década de los noventas hasta la fecha, han surgido considerables
problemas en el cultivo del camardn, en particular en América Latina, donde
Litopenaeus vannamei es la principal especie cultivada. Estos problemas estan
asociados principalmente con enfermedades virales y bacterianas, enfermedades
que se han diseminado por todo el continente americano, afectando incluso a
especies del Golfo de Meéxico (FAO, 2004), enfermedades que afectan el
crecimiento y la sobrevivencia, causando un estancamiento en la produccion

haciendo dificil conseguir larvas libres de patdgenos.

Este referente, hace la necesidad de tener un gran interés por el camarén blanco
del Golfo de México, Litopenaeus setiferus, ya que podria ser una especie
alternativa para la acuacultura en la costa Atlantica de las Américas si el suministro
de postlarvas de L. vannamei se encarece o se infecta por IHHN (Sandifer et al.,
1990; Williams et al., 1996), ofreciendo las siguientes ventajas a los cultivadores: Es
una especie nativa; no es un huésped natural para el virus del IHHN, por lo que se
desarrollaria un stock libre de IHHNV; las crias estan disponibles en el campo, por
lo tanto no dependeria de la importacion y permisos; el escape accidental no
representaria una amenaza ecolégica para el Golfo de México y sur del océano

Atlantico.

Existen evidencias experimentales que han demostrado que Litopenaeus setiferus
€S una especie con gran potencial para la acuacultura con un crecimiento
aproximado al de Litopenaeus vannamei (Robertson et al. 1993) e incluso se

considera una especie manejable para un sistema de cultivo intensivo, ya que se ha



cultivado con éxito a una densidad de 40 ind m? con una sobrevivencia del 97.5 %
produciendo 5,258 Kg ha™ con un peso promedio de 13.5g (Sandifer et al. 1990;
Browdy et al., 1991)

La Unica desventaja que presenta el camaron blanco del Golfo L. setiferus es que su
crecimiento comercial es significativamente mas lento que el de L. vannamei
(Browdy et al., 1991).

El éxito de la produccion intensiva de camardn juvenil se limita principalmente a
Litopenaeus vannamei, especie preferida para los cultivadores en la costa Atlantica
de las Américas, por tener un potencial de produccion superior en cultivos semi-
intensivo e intensivos en estanques con un rapido crecimiento y una elevada
supervivencia lograda en densidades de hasta 4,514 camarones m™ (Samocha et
al., 1993b; Samocha, 2001).

La produccion intensiva de camardn juvenil en todo el mundo esta ganando cada
vez mas atencion como un medio potencial para mejorar la produccion de la
acuicultura mediante la aplicacion de un sistema de guarderias de transicién (es
decir, entre la sala de incubaciéon y los estanques de engorde), esperando por
ejemplo, un aumento en la supervivencia de camarones en el estanque, una
reduccion en el tiempo de salida al estanque , aumentando el nUmero de cosechas
al afio y la mejora de la eficiencia de conversiéon alimenticia (Sandifer et al., 1988;
Samocha et al., 1993a, b; Peterson y Griffith, 1999).

Ademas, la produccién intensiva de camaron juvenil podria apoyar y mejorar la
demanda comercial de la pesqueria natural y mitigar los problemas asociados con el
rendimiento de la pesca variable debido a las fluctuaciones estacionales en el
reclutamiento de larvas (Loneragan et al., 1998; Rothlisberg et al., 1999).

El éxito en el manejo de camarones peneidos en cautiverio, con vistas a lograr el
cultivo integral, consiste en el conocimiento de cada uno de los aspectos
relacionados a su fisiologia y requerimientos nutricionales, asi como los factores
ambientales que pueden alterarla. Entre los factores que determinan el éxito de la
camaronicultura estan la densidad de siembra y la calidad ambiental asociada con

un recambio de agua optimo, los cuales impactan directamente en el crecimiento y



la sobrevivencia, ambos, producto de los mecanismos fisiol6gicos que permiten a

los organismos vivir en una amplia diversidad de ambientes.

OBJETIVO GENERAL

El presente estudio fue disefiado con el objetivo de generar informacioén que permita
por un lado establecer los efectos de la densidad de siembra y el recambio de agua
sin las interferencias propias de otros factores que normalmente se presentan en
condiciones de cultivo, y por el otro, describir o establecer la forma en que los
camarones despliegan las respuestas fisioldgicas que les permiten mantener la
homeostasis en condiciones que no siempre estan dentro del intervalo de tolerancia

para la especie.

En el primer caso, el aislamiento de las variables recambio de agua y densidad de
siembra en condiciones de laboratorio, permitira establecer con méas precision la
forma en que éstas actuan sobre los animales y asi, dejar a los usuarios una guia
general de las posibles respuestas que pueden los organismos desplegar ante una

condicién particular de cultivo.

En este contexto, la segunda parte del estudio pretende ofrecer informacion que
amplie los conocimientos de la biologia de los camarones y al mismo tiempo
permita que al entender los mecanismos fisiol6gicos compensatorios asociados a un
ambiente en particular, se puedan establecer lineas de investigacion y/o
condiciones de produccion en las que se favorezcan las capacidades adaptativas de

estos organismos.

Para responder a este objetivo el presente estudio se dividié en dos capitulos:

Capitulo |

“Efecto combinado de la densidad de siembra y recambio de agua en el crecimiento

y sobrevivencia de postlarvas de Litopenaeus setiferus.”

Capitulo 1l



“Efecto de la salinidad y niveles altos y bajos de una combinacion de amonio y nitrito
en el metabolismo energético, en la osmorregulacién y en el manejo de reservas en

juveniles de Litopenaeus setiferus.”



Capitulo |

“Efecto combinado de |la densidad de siembray
recambio de agua en el crecimiento y
sobrevivencia de postlarvas de Litopenaeus

setiferus”

RESUMEN

Se realizé un experimento con postlarvas de Litopenaeus setiferus con nueve dias
después de la ultima muda metamorfica (PL o), con una duracion de 28 dias en tanques
de 5L, en el cual se determind el efecto combinado de la densidades de siembra (50,
150, 250 y 350 ind m™) y la tasa de recambio de agua por dia (0, 6, 12 y 18 % d™) sobre
el crecimiento, la sobrevivencia y el indice de rendimiento. Se observo que el recambio
de agua, asi como la combinacion de éste con la densidad de siembra tuvieron un
efecto significativo sobre el crecimiento (p < 0.05) no teniendo efecto por si sola la
densidad de siembra. Los mejores crecimientos (0.556, 0.531, 0.469 y 0.377 mg d* ph)

1 con las diferentes

se obtuvieron con una tasa de recambio de agua del 12% d
densidades de siembra (50, 150, 250 y 350 ind m ) respectivamente, observandose
una disminucion en el crecimiento conforme se incrementa la densidad. La
sobrevivencia tuvo valores variables con las méas altas a densidades de 50 y 150 ind m™
con los diferentes recambios de agua en un intervalo de 74.95 - 100 %. Se observé un
importante incremento en la sobrevivencia, conforme aumentaba el recambio de agua

para las diferentes densidades de siembra (p < 0.05).

Asimismo se detectd que el amonio, el nitrito y la salinidad fueron los factores que se
modificaron a consecuencia de la tasa de recambio de agua y la densidad de siembra.
Se registraron valores de amonio (0.04 a 3.10 mg NH,* L™), de nitrito (0.04 a 6.19 mg
NO, L") y de salinidad de 38 a 93 ups, asociados con los valores mas altos cuando no
hubo recambio 0% d* y los valores mas bajos a un recambio de agua del 18% d™* para
las diferentes densidades de siembra. Se concluyé que L. setiferus puede ser cultivado

en altas densidades, considerando las necesidades propias del cultivador.



ANTECEDENTES

Dada la problemética econdémica actual mundial de la pesqueria natural, surge la
necesidad de hacer mas eficientes los sistemas de cultivo de camardn mediante

la intensificacion de los cultivos

Las investigaciones sobre la intensificacion de los cultivos (densidad de siembra)
y la tasa de recambio de agua por dia, factores que inciden en la produccion final
del cultivo de estos organismos (Hopkins et al, 1993), estan enfocadas
principalmente para determinar el desarrollo de un cultivo con una determinada

especie que resulte potencialmente comercial.
Tasa de recambio de agua

El cultivo de los camarones marinos (familia Penaeidae) se practica en varias
partes del mundo. A menudo la tecnologia de cultivo varia entre y dentro de las
regiones geograficas. Sin embargo, todos los métodos de cultivo de camardn
exigen una cierta cantidad de recambio de agua. Los procedimientos del
recambio de agua estan basados en observaciones del trabajador, mas que en
una evaluacion sistematica de los parametros de la calidad del agua que los
organismos pueden necesitar. Sin embargo, en la mayoria de los lugares, las
investigaciones sistematicas para la determinacion de la tasa de recambio de

agua en sistemas de produccion son escasas (Hopkins et al., 1996).

La tecnologia utilizada en los estanques de cultivo de camarén ha sido
categorizada como extensiva, semi-intensiva e intensiva (Clifford 1985). En un
cultivo extensivo, el recambio de agua esta pensado para introducir al estanque
presas adicionales que sirvan para la alimentacion de los camarones (Allan y
Maguire 1993) y/o reclutar postlarvas o juveniles silvestres (Whetstone et al.,
1988). En los sistemas semi-intensivos el recambio de agua puede servir para
mitigar los efectos de la eutrofizacion resultado de la adicion excesiva de
alimento suplementario; de esta forma se pueden suministrar altas cantidades de
alimento al sistema sin utilizar aireacion complementaria (Brune y Drapcho
1991). En un encierro intensivo en estanques, el recambio de agua es necesario
para prevenir la acumulacion de metabolitos toxicos (Chamberlain 1987). Otro
proposito del recambio de agua en sistemas de cultivo de camarones es el de



reemplazar las pérdidas por evaporaciéon o evitar la disminucion de oxigeno

disuelto en el agua.

La tasa de recambio de agua de los sistemas de cultivo, generalmente se
incrementa al acercarse la época de cosecha, y en algunos casos, incrementa

con los niveles de intensificacion del sistema.

Se han reportado tasas de recambio de agua para varias especies de camarones
con valores desde el 5 hasta 30 % d™ del volumen del estanque entre el tiempo
de siembra y la cosecha, con intervalos de densidades de siembra de 5 a 200 ind
m? (Aquacop, 1984). También se han reportado tasas de recambio promedio
para sistemas extensivos, semi-intensivos e intensivos del 1 al 5 %, del 5 al 15 %
y del 25 al 30 % por dia respectivamente (Clifford, 1985) y tasas de recambio de
agua promedio para sistemas semi-intensivos, intensivos y super-intensivos del
12.6%, 18.5% y 20.6 % por dia respectivamente (Kongkeo, 1990).

Se ha reportado también que el recambio de agua se puede reducir a niveles
bajos < 4% d™* e inclusive eliminar completamente sin afectar negativamente la
produccion de camardén, siempre y cuando se mantengan los niveles de oxigeno
disuelto (Sandifer et al., 1991).

Aunque el recambio de agua mejora la calidad de agua, también un incremento
de éste puede producir efectos contrarios. Se ha reportado que cuando se
utilizan recambios de agua muy elevado, se remueve junto con el amonio y los
desechos el fitoplancton y las bacterias asociadas al detritus, los cuales suelen
ser parte del primer paso en el procesamiento del amonio presente en la
columna de agua. Asi, aunque el amonio en la columna de agua puede ser
removido de manera efectiva por un rapido intercambio de agua, este mismo
proceso reduce la capacidad del estanque de procesar el amonio disuelto a
través de la interaccion con las particulas suspendidas, las bacterias y el
fitoplancton (Hopkins et al., 1996).

Intensificacion de sistemas de cultivo de camarén

La intensificacién de los cultivos, se ha sugerido como un primer recurso para
mejorar la situaciébn econémica de los sistemas de cultivo (Wyban y Sweeney,
1989).



La intensificacion de un sistema de produccién en estanques es ejemplificado
por los trabajos de Sandifer et al.,, (1987a, 1987b, 1988, 1993), en donde
concluyeron que la densidad de siembra y el recambio de agua no tienen un
efecto significativo en el crecimiento y sobrevivencia de L. vannamei y L.
setiferus, pero que la produccion de cosecha incrementa directamente con la
intensificacion, asumiendo una buena aireacién, un recambio de agua baja y un

buen manejo de las condiciones del estanque.

En otros estudios de practicas de manejo de estanques comerciales de camardn
también concluyeron que el recambio de agua y el nivel de intensificacion del
sistema no tuvieron un efecto significativo sobre el crecimiento y /o la
sobrevivencia (Wyban et al., 1988; Hopkins et al., 1991; Hopkins y Villalébn 1992;
Browdy et al., 1993).

Sin embargo, se ha demostrado para P. monodon (Whay y Chien, 1992), L.
setiferus (Williams et al., 1996), L vannamei (Reid y Arnold, 1992; Williams et al.,
1996; Moss y Moss, 2004) y Penaeus esculentus (Stuart et al., 2005, Stuart et
al., 2006), que la densidad de siembra asi como el recambio de agua si afectan
significativamente el crecimiento y/o la sobrevivencia del camarén concluyendo
que hay una reduccion en el crecimiento y una disminucion en la sobrevivencia

con un incremento en la densidad de siembra.

Aunque se han realizado considerables avances en las técnicas de cultivo
intensivo, hay poco entendimiento acerca de la forma en que las distintas
variables que intervienen en el crecimiento modulan el desempefio de los
camarones en cultivo. Por esta razon el presente estudio fue disefiado para

responder la siguiente pregunta:

Pregunta de investigacion

¢De qué forma la calidad del agua (definida como niveles de amonio, nitrito,
oxigeno disuelto y salinidad) determinan el crecimiento y la sobrevivencia de los
camarones mantenidos en diferentes combinaciones de recambio de agua y

densidad de siembra en el laboratorio?



HIPOTESIS

Si en estudios realizados a la fecha se ha observado que el crecimiento y la
sobrevivencia pueden o no ser afectados por la densidad de siembra y que este
efecto podria estar relacionado con la pérdida de la calidad del agua necesaria
para sostener el crecimiento y la sobrevivencia de los camarones, entonces
aquellas combinaciones de densidad-recambio que mantengan los parametros
de la calidad del agua dentro de los intervalos de tolerancia de las postlarvas de
L. setiferus (salinidades entre 5 y 35; amonio total menor de 2 mg N-NH3 L™ y
nitritos menores de 10 mg NO, L™) seran las que reflejen los mayores

crecimientos y las mejores sobrevivencias en condiciones de cultivo.

Para esto se plantearon los siguientes objetivos particulares.

OBJETIVOS PARTICULARES

1) Determinar el efecto de la densidad de siembra y la tasa de recambio de agua

en el crecimiento y la sobrevivencia de postlarvas de Litopenaeus setiferus.

2) Determinar la variacién de los parametros de la calidad del agua en relacién a
la densidad de siembra y la tasa de recambio de agua en un sistema

experimental para el cultivo de postlarvas de Litopenaeus setiferus.

MATERIALES Y METODOS

Origen de los animales

En mayo de 1998 se realiz6 la captura de reproductores de camaron blanco L.
setiferus frente a la Isla del Carmen en la Laguna de Términos, localizada en el
litoral del Golfo de México a 19° 10’ 40.22” de latitud norte y 92° 28 12.80”
longitud oeste (CONANP, 2000) en el estado de Campeche, a una profundidad
maxima de cuatro brasas, utilizando una red de deriva con apertura de malla de
¥% de pulgada. El trabajo experimental se realiz6 en las instalaciones del
Laboratorio de Ecologia y Biologia Marina Experimental de la Facultad de
Ciencias, UNAM, Sede Cd del Carmen, Campeche.



Los organismos capturados se aclimataron en el area de maduracién de dicha
instalacion. Las larvas fueron obtenidas de una hembra madura de medio natural
la cual fue inseminada artificialmente. De un desove se obtuvieron 10,000 larvas
(nauplio V) que fueron cultivadas en tanques de 400 L en el area de cria del
mismo laboratorio. Se alimentaron con el esquema propuesto por Gallardo et al.
(1995), que consiste en una combinacion de microalgas (Diatomea: Chaetoceros
ceratosporum y Flagelado: Thetraselmis chuii) y nauplios de artemia (Artemia

franciscana).

Una vez que las larvas tenian nueve dias después de la ultima muda
metamorfica (PLg), se cosecharon Unicamente 600 postlarvas para el montaje del

experimento.

El resto de las postlarvas se siguieron cultivando hasta PL,. Estas postlarvas se
cosecharon y se transfirieron al area de engorde del mismo laboratorio en donde
se sembraron en un estanque exterior de 20 m®. En esa etapa la alimentacion
fue a base de alimento balanceado particulado, con un diametro mayor de
500um. Estas postlarvas fueron posteriormente utilizadas para realizar la

segunda etapa de experimentos en etapa juvenil.

Criterios para establecer las variables experimentales

La densidad de siembra fue establecida considerando como base los métodos
tradicionales de cultivo de camaron, siendo la minima utilizada en sistemas de
produccién comercial (50 PL m™) y otras tres densidades por arriba de ésta: 150,
250 y 350 PL m™?. El nimero de postlarvas que fue colocada por tanque fue
calculado tomando en consideracion la densidad de siembra deseada y el area
del tanque experimental (area de 0.060m?). La tasa de recambio de agua se
calculé de acuerdo al volumen total del tanque (5L), considerando éste el 100%
(Tabla 1).

Disefio experimental

El experimento fue disefiado para conocer los efectos de la combinacion de la
densidad de siembra y la tasa de recambio de agua por dia en el crecimiento y la
sobrevivencia de postlarvas de Litopenaeus setiferus.
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Se plantearon cuatro densidades de siembra (50, 150, 250, 350 ind m™) y cuatro

tasas de recambio de agua por dia (0, 6, 12, 18 % d™).

La combinacién de estas dos variables dio una resultante de 16 tratamientos.
Cada tratamiento se llevd por triplicado haciendo un total de 48 tanques

experimentales (Tabla 1).

Tabla 1.- Disefio Experimental para evaluar el efecto de diferentes densidad de siembra
en combinacién con diferentes tasas de recambio de agua sobre el crecimiento y
sobrevivencia de Litopenaeus setiferus.

Densidad de siembra
Tasa de recambio (ind m?)*

de agua 50 150 250 350

Numero de postlarvas por tanque

ml (% d™)* 3 9 15 21
0 0 R1D1 =N 3 R1D2 = N3 R1D3 = N3 R1D4 = N3
300 6 R2D1 =N 3 R2D2 =N 3 R2D3 = N3 R2D4 =N 3
600 12 R3D1 = N3 R3D2 = N3 R3D3 = N3 R3D4 = N3
900 18 R4D1 =N 3 R4D2 = N3 R4D3 = N3 R4D4 = N3

*R 1, 2, 3, 4 = diferentes tasas de recambio,
**D 1, 2, 3, 4 = diferentes densidades de siembra, N3 = tres repeticiones.

Los ml denotan el volumen de recambio diario correspondiente al % del volumen total del dispositivo
experimental utilizado (5L).

Montaje del experimento

La designacion de densidad de siembra y tasa de recambio de agua para los 48
tanques experimentales se realizd al azar. Los tanques se llenaron con 5L de
agua de mar (salinidad de 38 = 1, pH 7.3 = 0.5, T°C 30 % 1) filtrada (20 um) y
esterilizada con UV. La aireacion fue suministrada a cada tanque utilizando una
manguera de 3/16” de didmetro acoplada a distribuidores de aire. Cada uno de
los tanques fue cubierto con una malla con luz de 2mm para evitar el salto de las
postlarvas. Las postlarvas se sembraron una por una (PLg) en cada tanque
experimental segin su correspondencia con la densidad de siembra

experimental (Tabla 1). El tiempo de experimentacion fue de 28 dias.
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Rutina de mantenimiento

Después de medir los parametros fisicoquimicos del agua, se llevé a cabo la
limpieza de los tanques, al retirar los residuos de alimento y heces del fondo por
medio de un sifébn. Posteriormente se realizd el recambio de agua
correspondiente a cada condicidbn experimental (Tabla 1). Finalmente los

camarones eran alimentados con su racion correspondiente (Tabla 3).

Alimentacion

La alimentacion de las postlarvas fue a base de alimento artificial
microparticulado con un 50% de proteina, con un tamafio de particula entre 210
y 364um. El alimento fue preparado de acuerdo a la formulacién propuesta por
Gaxiola (1994), Tabla 2.

Los camarones se alimentaron dos veces al dia (8:00 am. y 8:00 pm.) a razén
del 120 % del peso corporal (Gaxiola 1994). La racion diaria se calcul6 con el
peso promedio de 50 postlarvas (PLg), (0.83mg por postlarva). Este valor se
consideré como el 100 % de la biomasa corporal y se utiliz6 para calcular la
cantidad de alimento a suministrar por animal. Asi, para un 120 % de biomasa se
proporcioné 1mg de alimento por postlarva por dia (Img ind™ d%). Al cabo de 13
dias de experimento se incremento la racién de alimento a 1.5mg por postlarva
por dia (mg ind™ d), (Tabla 3).

1.- Evaluacion de latasa de crecimiento, la sobrevivenciay el indice

de rendimiento

Después de 28 dias se desmonto el experimento y se cuantificaron el nimero de

postlarvas vivas de cada tanque para evaluar la sobrevivencia y el crecimiento.

1.- La tasa de crecimiento (C) se evalué como la diferencia entre el peso final y el
peso promedio inicial de las postlarvas de cada tratamiento. Las postlarvas de
cada tratamiento se pesaron individualmente en una balanza analitica estandar
OHAUS modelo AS120 (peso humedo: ph), considerando como peso inicial el
promedio de 50 postlarvas y como peso final el peso himedo individual de los

organismos sobrevivientes en cada tratamiento. El crecimiento se expresd en
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funcién a la ecuacion 2, mg de peso humedo (ph) por dia:

Ecuacién 1

_ Pf—Pi

C = AP/t

Donde: AP/t es la diferencia entre el peso final (Pf) y el peso inicial (Pi) de las

postlarvas y (t) es el tiempo de duracion del experimento (28 dias).

2.- La sobrevivencia (S%) se calculé como la diferencia del nimero de postlarvas
gue sobrevivieron a cada tratamiento con respecto a las postlarvas sembradas al

inicio. Estos resultados se expresaron en porcentaje:

Ecuacién 2

S = (No. PL; — No. PLg) %100

Donde: (No. PL ) es el numero de postlarvas sembradas al inicio menos el

namero de postlarvas al final del experimento (No. PL ;) por 100.

3.- El indice de rendimiento (IR) se calcul6 como un indicador practico que

combina la tasa de crecimiento y la sobrevivencia (Taboada et al. 1998).

Ecuaciéon 3

IR = TC(mg.dia™t ph) = S (%)

Donde: (TC) es la tasa de crecimiento por la sobrevivencia (S)
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Tabla 2.- Composicion del alimento microparticulado para postlarvas y juveniles de
Litopenaeus setiferus.

Postlarvas Juveniles
Ingredientes
(50% Proteinas) (40% Proteinas)
Harina de pescado 31 25
Harina de calamar 15 10
Harina de soya 33 36
Almidon 8.5 16.0
Lecitina de soya 1.0 1.0
Aceite vegetal 15 1.74
Aceite de harina de 15 1.74
Colesterol 0.5 0.5
Ac. Ascorbico 0.5 0.5
Premezcla de vitaminas** 1.7 1.8
Premezcla de minerales** 0.8 0.7
CMC* 5.0 5.0
Total 100% 100%

*Carboximetil celulosa (aglutinante)
** Donadas por Ralstron Purina de México

Tabla 3.- Cantidad de alimento a suministrar por dia a cada tratamiento experimentas en
funcion a la densidad de siembra

Densidad de siembra Postlarvas Racion de Racion de
(ind m?) por tanque alimento alimento
PLg - PLy; PLy, - PLas
(1 mg ind*d™) (1.5 mgind™d™

50 3 3 4.5
150 9 9 135
250 15 15 22.5
350 21 21 315

2.- Evaluacién de los parametros fisicoquimicos del agua

Todos los dias se escogio al azar un tanque de cada uno de los 16 tratamientos
a los que se les registraron los siguientes parametros: Oxigeno disuelto y
temperatura (+ 0.05°C) con un oximetro de campo modelo YSI55 conectado a
un electrodo polarografico con sensibilidad (0.01 mg L™); pH con un equipo
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ORION modelo 1290 (+ 0.05); salinidad con un refractometro marca ATAGO
con una precision (1 %0). Cada cinco dias se midieron los niveles de amonio y
nitrito (técnica de azul de indofenol y sulfanilamida, respectivamente; APHA,
1992) tomando una muestra de 5ml de los 16 tanques representantes de cada

tratamiento.

ANALISIS DE RESULTADOS

Se realizdé un andlisis de varianza de dos vias para evaluar el efecto de los
tratamientos sobre la tasa de crecimiento y la sobrevivencia. Se utilizo la prueba
de rangos multiples de Duncan para determinar las diferencias significativas

entre los tratamientos (Zar 1974).

RESULTADOS

1. Indicadores zootécnicos
1.1. Tasa de crecimiento

El analisis estadistico demostré que la densidad de siembra no tuvo un efecto
significativo sobre el crecimiento (P>0.05), sin embargo, la tasa de recambio de
agua, asi como la interaccién entre la densidad de siembra y el recambio de

agua si tuvieron un efecto significativo sobre el crecimiento (P <0.05).

La tasa de crecimiento obtenida por los camarones bajo las diferentes
condiciones experimentales tuvo un intervalo de 0.185 mg d™ph a 0.557 mg d
oh (Tabla 4). El valor mayor fue obtenido con una combinacién de recambio de
agua del 12% d™* con 50 ind m?y el valor minimo se obtuvo sin recambio de

agua 0% d* con 250 ind m™.

Se puede observar que las mayores tasas de crecimiento se obtuvieron con una
tasa de recambio de agua del 12% d* para cada una de las diferentes
densidades de siembra (50, 150, 250 y 350 ind m™), siendo éstas tasas de
crecimiento significativamente mayores a las obtenidas con una tasa sin

recambio de agua de 0 % d™ para las densidades de 50, 150 y 250 ind m™ (P <
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0.05; Fig. 1). Se observé también una disminucién en el crecimiento conforme se
incrementa la densidad de siembra aunque ésta no resulto ser estadisticamente

significativa (P>0.05).

Asimismo se pudo observar que conforme hay un incremento en el recambio de
agua para cada una de las densidades de siembra (50, 150, 250 y 350 ind m™)
hay un incremento en la tasa de crecimiento con los recambios de agua de (0, 6
y 12% d?), disminuyendo la tasa de crecimiento con una tasa de recambio de
agua del 18% d*, (Tabla 4; Fig. 1).

Las tasas de crecimiento con una densidad de siembra de 50 ind m? con los
diferentes recambios de agua resultaron significativamente diferentes (P < 0.05),
mientras que con la densidad de siembra de 150 ind m™ solo existe diferencia
significativa en el crecimiento con un 12 % de recambio. Con una densidad de
250 ind m™ la tasa de crecimiento es significativamente diferente con recambios
de agua del 6y 12% d*, mientras que con una densidad con 350 ind m™ la tasa
de crecimiento no tiene diferencias significativas (P>0.05) entre las diferentes

tasas de recambio de agua, (Tabla 4; Fig. 1).

1.2. Sobrevivencia

La tasa de recambio de agua tuvo un efecto significativo en la sobrevivencia (P <
0.05), mientras que la densidad de siembra y la interaccion entre la densidad de
siembra y el recambio de agua no tuvieron un efecto significativo en la

sobrevivencia (P > 0.05).

La sobrevivencia de los diferentes tratamientos tuvo un intervalo de entre 25 a
100 % (Tabla 4; Fig. 2), obteniendo la supervivencia mas alta con una
combinacién de recambio - densidad de 6% d* y 50 ind m? y la minima con una
combinacién 0% d™* y 50 ind m?. Las sobrevivencias mas bajas se obtuvieron
cuando no hubo recambio de agua (0% d™) con las diferentes densidades de
siembra teniendo un comportamiento muy variable. Se pudo observar que la
sobrevivencia de los organismos cuando se someten a un recambio de agua del
6y 12% d* disminuye conforme se incrementa la densidad de siembra hasta
250 ind m™? e incrementa sin ser significativa (P>0.05) con una densidad de 350

ind m?. Mientras que, con un recambio de 18% d* podemos observar
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claramente que la sobrevivencia disminuye conforme se incrementa la densidad
de siembra con un intervalo de sobrevivencia de 73.3% a 100%. En general se
pudo observar que la sobrevivencia con tasas de recambio de agua de 6, 12 y
18% d* tiende a disminuir conforme se incrementa la densidad de siembra
manteniéndose con un intervalo de sobrevivencia de 73.3% a 100%. A diferencia
cuando no hay recambio de agua (0% d™), la sobrevivencia es significativamente
menor en relacién a las tasas de recambio de agua de 6, 12 y 18% d™* y muy
variable con respecto a las diferentes densidad de siembra, con un intervalo de
sobrevivencia de 25 a 84.9%, (Tabla 4; Fig. 2).

1.3. indice de rendimiento

Utilizando el indice de rendimiento (IR) como una herramienta para comprender
el efecto de la densidad de siembra y el recambio de agua sobre el crecimiento y
la sobrevivencia, podemos observar que existe una reduccion del IR en relacién
con un incremento en la densidad de siembra, excepto cuando no hay recambio
de agua. El intervalo de valores del IR fue de entre 0.054 hasta 0.517, (Tabla 4;
Fig.3). Como se puede apreciar, el IR mayor fue obtenido con una tasa de
recambio de agua del 12%, decreciendo conforme se incrementaba la densidad
de siembra (50,150, 250 y 350 ind m®) con un intervalo de IR de 0.502 a 0.302.
Este comportamiento se puede observar también para las tasas de recambio de
agua de 6 y 18 % d™. Mientras que el IR menor fue obtenido en camarones
mantenidos sin recambio de agua (0% d™*) con un comportamiento variable con
respecto a la densidad de siembra, con un intervalo de IR (0.083 a 0.247), (Tabla
4; Fig.3).
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Fig. 1.- Tasa de crecimiento (mg d'ph) de postlarvas de Litopenaeus setiferus
expuestas por un periodo experimental de 28 dias a una combinacion de cuatro
densidades de siembra (50, 150, 250, 350 ind m™) con diferentes tasas de recambio de
agua (0, 6, 12, 18 % d™). Valores expresados en promedio + Error estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos.
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Fig. 2.- Sobrevivencia (%) en postlarvas de Litopenaeus setiferus expuestas por un
periodo experimental de 28 dias a una combinacién de cuatro tasas de recambio de
agua (0, 6, 12, 18 % d™) con diferentes densidades de siembra (50, 150, 250, 350 ind m
2). Valores expresados en promedio * Error estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre los tratamientos.
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Fig. 3.- indice de rendimiento de postlarvas de Litopenaeus setiferus expuestas por un
periodo experimental de 28 dias a una combinacién de cuatro densidades de siembra
(50, 150, 250, 350 ind m?) con diferentes tasas de recambio de agua (0, 6, 12, 18 %
dh.
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Tabla 4. Tasa de crecimiento (mg dia™ ph), Sobrevivencia (%) e indice de rendimiento
de postlarvas de Litopenaeus setiferus expuestas por un periodo experimental de 28
dias a una combinacién de diferentes tasas de recambio de agua (0, 6, 12 y 18 % dia™)
y diferentes densidades de siembra (50, 150, 250 y350 ind m™®). La densidad de siembra
esta expresada también como postlarvas por tanque. Datos expresados en Promedio +
error estandar ES. Las letras diferentes en superindice indican diferencias significativas

entre los tratamientos (p <0.05).

Tasa de recambio de Densidad de Postlarvas Tasa de Sobrevivencia indice de
agua por dia siembra por tanque crecimiento rendimiento
(% dia™) (ind m?) (mg dia ' ph) (%)
50 3 0.218 + 0.088% 25 + 25° 0.054
0 150 9 0.209 + 0.026% 74.95+ 117" 0.156
250 15 0.185 + 0.021° 45.06 + 13.09%° 0.083
350 21 0.291 + 0.033%° 84.87 +0.01°™ 0.247
50 3 0.517 + 0.052° 100 +0° 0.517
6 150 9 0.306 + 0.034%° 96.68 + 3.32™ 0.296
250 15 0.415 +0.041 73.35+0.25% 0.305
350 21 0.354 +0.032%° 79.53 +0.73™ 0.282
50 3 0.557 +0.102° 90.20 + 9.80™ 0.502
12 150 9 0.531 + 0.085° 81.84 + 1.20°™ 0.434
250 15 0.469 + 0.056° 71.49 +0.11° 0.335
350 21 0.377 + 0.030°" 80.05 + 0.34°™ 0.302
50 3 0.408 + 0.056 96.98 + 3.02™ 0.395
18 150 9 0.254 + 0.031%° 94.72 +5.28™ 0.241
250 15 0.348 + 0.029™° 77.30 + 0.46™™ 0.269
350 21 0.240 +0.021%° 75.32 +0.63™ 0.181
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2.- Pardmetros fisicoquimicos del agua
2.1. Oxigeno disuelto, temperaturay pH

El oxigeno disuelto se mantuvo sin grandes fluctuaciones debido a que los
tratamientos tuvieron una regulacién constante en la aireacion, obteniendo un
intervalo de entre 5.15 y 6.87 mgO, L™* con un promedio de 5.96 + 0.012
mgO, L™

El régimen de temperatura en los tanques experimentales se control6 mediante
el uso de un equipo de aire acondicionado, obteniendo un intervalo entre 27 y
28.5 °C con una temperatura promedio de 27.5 + 0.5°C. El pH fluctu6 entre 7.9 y
8.8 (8.32+ 0.02) durante todo el periodo experimental.

Los parametros fisicoquimicos de salinidad, amonio y nitrito registrados en este
estudio, presentaron variaciones importantes a lo largo de los 28 dias

experimentales (Fig. 4).

2.2. Salinidad

Los intervalos de salinidad para la combinacién de cada recambio de agua (%

d™) con las diferentes densidades de siembra (ind m?) se muestran en la tabla 5.

El comportamiento de la salinidad fue oscilante y con una tendencia a
incrementar en el transcurso del tiempo dependiendo de la tasa de recambio de
agua (% d™), a mayor recambio de agua menor es el incremento de la salinidad.
Se puede observar claramente un incremento de la salinidad en los tratamientos
que no tuvieron recambio de agua (0% d™), obteniendo los valores mas altos de
salinidad con un intervalo de entre 42 y 93 ups (Tabla 5; Fig. 4). Al calcular la
diferencia de la salinidad entre los valores al inicio y final del experimento se
pudo notar que en los tanques con 0 recambio hubo un incremento neto de 36 a

48 ups en el transcurso del experimento, (Tabla 5; Fig. 4).

Con un recambio de agua del 6% d™* se obtuvo un incremento en la salinidad de
entre 40 a 56 ups, con un incremento neto de salinidad de 11 a 15 ups. Con un
recambio de agua del 12% d™* tenemos un incremento de la salinidad con un

intervalo de 40 a 50 ups, el cual significo un incremento neto de 7 a 10 ups. Y
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finalmente con un recambio de agua del 18% d™ se obtuvieron los valores més
bajos de salinidad con un intervalo de 38 y 49 ups con un incremento neto de 6 a
9 ups, (Tabla 5; Fig. 4).

Tabla 5. Intervalos de salinidad obtenidos cuando postlarvas de L. setiferus estuvieron

expuestas por un periodo experimental de 28 dias a diferentes combinaciones de tasas

de recambio de agua (0, 6, 12, 18 % d™) y densidad de siembra (50,150, 250 y 350 ind
-2

m™).

Tasa de recambio de agua
Densidad de siembra

(ind m) (% dia™)
nam
0 6 12 18
50 45 — 93,4 41 — 5645 40 — 48,4 40 — 465
150 42 — 783 41 - 52, 40 — 504 40 — 49,
250 43 — 83, 40 — 55,4 41 — 504 40 — 465
350 42 — 784 42 — 544, 41 — 48, 38— 47,

El subindice denota la diferencia de la salinidad para cada intervalo, indicando el incremento
neto de ups en 28 dias.

2.3. Amonio

Como era de esperarse el comportamiento del amonio fue incrementando en los
tratamientos con respecto a un aumento en la densidad de siembra (ind m?)y
con una disminucién en la tasa de recambio de agua (% d*) a lo largo del

tiempo (Fig. 4).

Los valores mas altos de amonio (0.76, 1.26, 1.52 y 3.10 mg N-NHz L) fueron
obtenidos cuando los tratamientos no tuvieron recambio de agua (0% d*) para
cada densidad de siembra (50, 150, 250 y 350 ind m™) respectivamente. Los
valores méas bajos (0.04 mg N-NH; L™?) se obtuvieron con una combinacion de
recambio de agua — densidad de siembra de 6% d™* — 50, 150 ind m?y 18% d*
— 50 ind m™. Los valores de 0.14 y 0.23 mg N-NH3 L™ se obtuvieron con una
tasa de recambio de agua del 18 % d™* con densidades de siembra de 250 y 350

ind m? respectivamente (Tabla 6; Fig. 4).
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Tabla 6.- Intervalos de concentraciones de amonio (mgN-NH; L) obtenidos cuando
postlarvas de L. setiferus estuvieron expuestas por un periodo experimental de 28 dias a
diferentes combinaciones de tasas de recambio de agua (0, 6, 12, 18 % d™) y densidad
de siembra (50,150, 250 y 350 ind m™).

Tasa de recambio de agua
Densidad de siembra

(% dia™)
(ind m?)
0 6 12 18
50 0.08 - 0.76 0.04 - 0.36 0.05 - 0.44 0.04 - 0.28
150 0.24-1.26 0.04-0.77 0.08 — 0.49 0.15-0.38
250 0.32-1.52 0.21-1.02 0.26 - 0.76 0.14 - 0.60
350 0.37-3.10 0.34-2.76 0.27-1.97 0.23-1.55
2.4. Nitrito

Se observé en todos los tratamientos un incremento pronunciado en las
concentraciones de nitrito en el tiempo en relacion a un incremento en la

densidad de siembra y una disminucién en la tasa de recambio de agua (Fig. 4).

Los niveles de nitrito mas altos fueron observados cuando no hubo recambio de
agua (0% d™*) con valores (3.54, 4.95 y 6.19 mgNO, L ™), correspondientes a las
densidades de 50, 150 y 350 ind m™ respectivamente. Y un valor de nitrito de
5.62 mgNO, L™ en los tanques mantenidos con una densidad de 250 ind m™ con

un recambio de agua del 6% d*, (Tabla 7; Fig. 4).

Los valores mas bajos (0.04 y 0.09 mgNO, L™) se observaron con un recambio
de agua del 18% en los tanques mantenidos con densidades de siembra de 50 y
250 ind m?y (0.06 y 0.08 mgNO, L ™) con un recambio de agua del 12% para las
densidades de 150 y 350 ind m™ (Tabla 7; Fig. 4). Es interesante resaltar que a
partir del dia 20, los niveles de nitrito tuvieron un incremento brusco hasta el dia
25 y disminuyeron de igual forma en todos los tanques con particular intensidad
en los que contenian densidades de siembra de 150, 250 y 350 ind m™ (Fig. 4).
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Tabla 7.- Intervalos de concentraciones de nitrito (mgN-NO,™ L™) obtenidos cuando
postlarvas de L. setiferus estuvieron expuestas por un periodo experimental de 28 dias a
diferentes combinaciones de tasas de recambio de agua (0, 6, 12, 18 % d™) y densidad
de siembra (50,150, 250 y 350 ind m).

Tasa de recambio de agua
Densidad de siembra

(ind m?) (% dia™)
Ina m
0 6 12 18
50 0.14 — 3.54 0.08 —2.12 0.13-1.07 0.04 —0.62
150 0.16 — 4.95 0.12 — 4.84 0.06 — 2.85 0.09 —2.10
250 0.09-5.18 0.14 —5.62 0.09 — 2.94 0.09 —1.92
350 0.12 -6.19 0.12 -2.87 0.08 —4.11 0.09 —2.92
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DISCUSION

A la fecha se han desarrollado una variedad de investigaciones para determinar el
efecto de la densidad de siembra y/o el recambio de agua en sistemas de cultivo de
camaron sobre la tasa de crecimiento y / o la sobrevivencia, en algunos casos se ha
concluido que la densidad y / o el recambio de agua no tienen un efecto significativo
sobre el crecimiento y / o la sobrevivencia (Sandifer et al., 1985, 1986, 1987 a, b;
Wyban et al., 1988; Hopkins et al., 1991; Hopkins y Villalbn 1992; Browdy et al.,
1993), sin embargo otras investigaciones han determinado que la densidad de
siembra y / o el recambio de agua si tienen un efecto significativo sobre la tasa de
crecimiento y / o la sobrevivencia concluyendo que las causas principales de estos
efectos podrian estar relacionadas con la interaccion entre las variaciones de los
factores del medio ambiente (oxigeno disuelto, amonio, nitrito, pH, salinidad, etc.)
(Sandifer et al. 1987a; Browdy et al. 1993; Hopkins et al. 1993), asi como a un
incremento en la competencia por el espacio, debido a la aglomeracion o
hacinamiento de individuos provocada por altas densidades (Williams et al., 1996;
Peterson y Griffith, 1999; Stuart et al., 2006), y/o a los efectos causados por el
canibalismo (Abdusamad y Thampy, 1994, Stuart et al., 2006), y/o a la competencia
por el alimento de origen natural (Robertson et al., 1993; Maguirre y Leedow, 1983;
Peterson y Griffith, 1999). Como se puede apreciar hay una variedad de razones y

ninguna en particular.

En el presente estudio se concluyo que la densidad de siembra por si sola no caus6
un efecto significativo sobre la tasa de crecimiento ni la sobrevivencia, mas sin
embargo la interaccion entre la densidad de siembra y el recambio de agua, si

ocasionaron un efecto significativo en la tasa de crecimiento.

Investigaciones previas sobre practicas de manejo de estanques de camaron
comercial (Hopkins y Villalon 1992) encontraron una correlacion inconsistente entre
el recambio de agua y los niveles de intensificacion del cultivo. A este respecto
Hopkins et al. (1993) reportaron que el crecimiento no se vio afectado por el
recambio de agua, sin embargo, la sobrevivencia si fue afectada significativamente

por la densidad de siembra y el recambio de agua. Estos autores observaron
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mortalidad masiva de postlarvas de L. setiferus cuando se cultivaron a una densidad
de 66 y 44 ind m?y 0% de recambio de agua. Bajo estas condiciones y después de
haber realizado mediciones detalladas de diferentes parametros de la calidad del
agua, concluyeron que, aunque los parametros ambientales por separado no
pudieron ser correlacionados directamente con la mortalidad masiva porque no
llegaron a niveles toxicos, la interaccién de éstos, con el aumento de la materia
organica suspendida, mas la reduccién de la superficie respiratoria en las branquias
producida por el crecimiento de algas y bacterias epicomensales y una disminucion
del oxigeno disuelto producido por el incremento en la densidad y los excesos de
alimento, pudieran estar asociadas a la baja sobrevivencia y a la mortalidad masiva.
Aunque en nuestro estudio no se realizaron observaciones de las branquias de los
organismos muertos es posible pensar que las algas en las branquias y los
epicomensales no fueron un factor determinante de la sobrevivencia pues en
nuestras condiciones el agua de mar que se usé fue siempre filtrada a través de
filtros de 20 um y esterilizada con UV. Por el contrario el exceso de alimento pudo
haber jugado un papel en la sobrevivencia sobre todo si se considera que la racion

se mantuvo constante independientemente de la mortalidad diaria.

Asimismo, Sandifer et al. (1987b) sefialaron que la tasa de crecimiento y la
sobrevivencia no se vieron afectados significativamente cuando los camarones se
mantuvieron a densidades relativamente altas (60 , 80 y 100 ind m) con recambios
de agua relativamente bajos (13.6 ,18.4 y 20.8% d). Aunque no se observé un
efecto significativo sobre el crecimiento, se observd una tendencia clara hacia una
talla pequefia de los organismos con un incremento en la densidad. De igual
manera, Browdy et al. (1993), determinaron el efecto de la tasa de recambio de
agua (10, 50 y 100 % d™) con dos densidades de siembra vy alta densidad (60 y
100 ind m™) en postlarvas de L. vannamei y sefialaron que la tasa de recambio de
agua no afectd significativamente la tasa de crecimiento asi como tampoco la
sobrevivencia excepto para una combinacién de bajo recambio 10% d™ con 60 ind
m. La concentracién baja de oxigeno disuelto provocé mortalidad en masa en
varias ocasiones. Estos autores concluyeron que intervalos de recambio de agua

ente 10 — 100% d* tienen muy poco impacto sobre el crecimiento y la
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sobrevivencia, siempre y cuando los niveles de oxigeno disuelto al amanecer se
mantengan dentro los niveles aceptados, dejando claro que altos niveles de

recambio de agua no mejoran el crecimiento o la sobrevivencia.

En el presente estudio se observO que la sobrevivencia fue afectada
significativamente por la tasa de recambio de agua, principalmente en condiciones
sin recambio de agua (0 % d*) independientemente de la densidad de siembra,
aunque hubo una tendencia a disminuir con un incremento en la densidad sin llegar
a tener un efecto significativo. Se observo mortalidad del 100% en dos de los tres
tanques experimentales mantenidos en ésta tasa de recambio de agua con
densidades de siembra de 50 ind m? y un tanque a 250 ind m?, poniendo en

evidencia los efectos de la tasa de recambio de agua sobre la sobrevivencia.

Al igual que Hopkins et al. (1993), la causa de la mortalidad en el presente trabajo,
no se le pudo atribuir a un efecto téxico de cualquiera de los parametros medidos de
calidad de agua. Ya que el oxigeno disuelto, el pH y la temperatura se mantuvieron
controlados dentro de los niveles aceptados de cultivo.

Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente estudio con respecto a la
salinidad, la cual varié entre los tratamientos en respuesta a la tasa de recambio de
agua y a la evaporacion, muestran que los tratamientos sin recambio de agua (0 %
d?) alcanzaron un intervalo (78 hasta 93ups) muy por encima de los niveles
recomendados como Optimos (25%0) para las postlarvas de esta especie (Rosas et
al. 1999b), afectando posiblemente la tasa de crecimiento y la sobrevivencia bajo

estas condiciones, aun siendo considerada como una especie altamente eurihalina.

Meade, (1985) menciona que el amonio es uno de los factores causantes de la
mortalidad de los organismos acuéticos. En el presente estudio los niveles de
amonio y nitrito incrementaron con una disminucion en la tasa de recambio de agua
y con un incremento en la densidad de siembra. Los niveles de amonio mas altos
se registraron con una densidad de siembra de 350 ind m? (3.10, 2.76, 1.97 y 1.55
mg L™?) con tasas de recambio de agua (0, 6, 12 y 18% d), respectivamente. Los
valores de nitrito méas altos, también se registraron con una densidad de siembra de
350 ind m? (6.19, 4.11 y 2.92 mg L™Y) con tasas de recambio de agua de 0, 12 y
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18% d™ respectivamente y 5.62 mg L™ con un 6% d* con una densidad de 250 ind

m.

Los valores de amonio obtenidos en el presente estudio resultaron ser 65% mas
bajos que los niveles téxicos reportados para esta especie (8.69 mg L™; Alcaraz et
al., 1999), sugiriendo que los niveles registrados ahora pudieran estar dentro de
niveles sub letales que afectaron la tasa de crecimiento. A este respecto Hopkins et
al., (1993), trabajando con la misma especie, sin recambio de agua (0 % d ™) y con
densidades de 22, 44 y 66 ind m? en las que registré mortalidad masiva, obtuvo
valores de amonio (2.1, 2.8 y 2.6 mg L) y de nitrito (3.1, 6.3 y 15.0 mg L)
respectivamente, concluyendo que la mortalidad no se pudo correlacionar con
ninguno de los parametros de la calidad de agua. Esos valores de amonio y nitrito
se acercaron pero no llegaron a los niveles toxicos reportados para P. japonicus
(Kou y Chen, 1991) y letales en el caso del nitrito para P. monodon (Chen y Lei,
1990), ya que la mortalidad no ocurrié cuando se registraron estos valores. Chin y
Chen, (1987) sugieren que los niveles de seguridad de amonio —N de postlarvas de
P. monodon estan en 1.15 mg L™ y Chin y Chen, (1988) sugieren que los niveles de
seguridad del nitrito en postlarvas de esta especie estan en 1.355 mg L. El
incremento del amonio en el agua en un cultivo de la langosta americana (Homarus
americanus) fue gradual permitiendo con esto a los organismos aclimatarse al
ambiente hasta el punto donde el crecimiento fue afectado pero no la sobrevivencia
(Delistraty et al., 1977). Ray y Chien, (1992) investigaron el efecto de la
densidades de siembra y el sustrato en P. monodon (PL35) y mencionan que los
metabolitos tdéxicos son proporcionales a la densidad de siembra lo cual afecta
directamente la calidad de agua, en particular, el amonio en el agua que incrementé
con la densidad de siembra con una concentracién promedio de 0.285 mg L™. Estos
autores mencionaron que el valor de amonio registrado esta por debajo de los
niveles de seguridad para esta especie (1.15mg |, Chin y Chen 1987) y concluyeron
que el amonio afectd el crecimiento, aun cuando el incremento de amonio fue

gradual permitiendo al organismo aclimatarse al ambiente.

De acuerdo con todo esto es posible pensar que en L. setiferus, al igual que en

otras especies de camarones y langostas el amonio y el nitrito pudieron haber

30



afectado el crecimiento sin afectar la sobrevivencia simplemente porque los
organismos tuvieron la oportunidad de aclimatarse al aumento paulatino de ambos
iones a lo largo del experimento.Williams et al., (1996) sefalaron que una de las
razones para explicar la alta variabilidad en la sobrevivencia en este tipo de estudios
es la frecuente pérdida de organismo por salto, posiblemente por estrés como una
forma de escape, cuando el ambiente (ya sea por el aumento de la salinidad, el
amonio, o el nitrito) o la alta densidad provocan esa respuesta de escape. En el
presente estudio aun cuando los tanques estaban tapados con malla los animales
lograban saltar y quedar pegados en las paredes del tanque. El salto pudiera estar
relacionado como respuesta al escape al canibalismo cuando estdn mudando, ya
que es un periodo en el que el camardn es mas susceptible Abdussamad y Thampy,
(1994). También la alta variabilidad de la sobrevivencia pudiera estar influenciada
por un incremento en la interaccion de conducta negativa tal como es el
canibalismo. Peterson and Griffith (1999) sugirieron que una de las razones de la
reduccidon en la sobrevivencia de L. vannamei a altas densidades fue el

canibalismo.

La posible causa de la reduccion del crecimiento en los cultivos de camardn en
altas densidades pudieran estar relacionadas también con un incremento en la
competencia por el mismo espacio y por el alimento y en interaccion con los
factores ambientales que se establecen de acuerdo con la combinacion densidad de
siembra y recambio de agua (Maguire y Leedow, 1983; Peterson y Griffith, 1999;
Stuart et al., 2006). En el presente estudio se observo que la tasa de recambio
experimental mas adecuada para el crecimiento de las postlarvas de L. setiferus fue
de entre 6 y 12%, poniendo en evidencia la existencia de una posible relacién entre
la tasa de recambio y los requerimientos de las postlarvas de esta especie (PL =
0.83 mg) . En este contexto Rosas et al. (1997) y Martinez et al. (1998) sefialaron
gue las postlarvas de L. setiferus son mas sensibles a la disminucion del oxigeno
disuelto, a variaciones del pH y a la salinidad que los juveniles, lo cual pudiera
estar asociado diferencias en los requerimientos de cada fase del ciclo vital. Esto
podria ayudar a explicar las diferencias observadas en la tasa de recambio de agua

optima (2.5%) reportada por Hopkins et al. (1993) y las obtenidas en el presente
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estudio (6 y 12%).

Williams et al. (1996), estudiando el efecto de la densidad de siembra en el
crecimiento de juveniles tempranos de L. setiferus (0.24g) encontraron que la tasa
de crecimiento de los camarones se reduce con el aumento de la densidad de
siembra con tasas maximas en densidades de entre 28.4 y 56.8 ind m. Aunque en
el presente estudio también se observo que la tasa de crecimiento disminuye con la
densidad de siembra sin causar un efecto significativo, los resultados obtenidos
mostraron una densidad 6ptima mayor para postlarvas (50-150 ind m™@) que la
obtenida para juveniles por Wiliams et al. (1996). Estas diferencias podrian
explicarse en relacién con las caracteristicas biolégicas y las demandas de espacio

y alimento inherentes a cada fase del ciclo de vida de los camarones.

Diferentes investigaciones, han sefialado que en la etapa de pre-engorda las
postlarvas de la mayoria de las especies cultivadas de camarones pueden ser
mantenidas en densidades tan altas de 300 ind m™?. Normalmente en condiciones
de pre-cria, los camarones son alimentados con dietas combinadas con alimento
vivo, lo cual reduce de manera importante los efectos adversos (descomposicion del
alimento, el aumento de la materia organica, aumento de la demanda bioquimica de
oxigeno, etc.) que tiene el alimento balanceado en la etapa de engorda (Aquacop y
Cuzon, 1989). El manejo de la etapa de pre-cria esta basado en el comportamiento
de las postlarvas en las areas de reclutamiento de las lagunas costeras y estuarios.
Normalmente en estas areas las postlarvas se agrupan en grandes densidades al
amparo de la cobertura de los pastos marinos, los cuales les proporcionan la
materia organica y el alimento vivo necesarios para un crecimiento rapido (Wennery
Beatty, 1993). Esto explicaria por qué las postlarvas de L. setiferus pueden tolerar
las altas densidades 6ptimas (50 a 150 ind m™) reportadas. En tales circunstancias,
la sobrevivencia de las postlarvas dependeria de la cantidad de alimento disponible
el cual es un factor crucial en esta etapa del desarrollo de los camarones. En el
presente estudio la racién de alimento diaria fue establecida con base en el peso
inicial de los organismos y cuantificada en funcion del nUmero de organismos por
tanque. Aunque en teoria la cantidad de alimento disponible para todos los

camarones era similar, al parece el efecto densidad pudiera alterar la disponibilidad
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de alimento, afectando la energia disponible y por ende el crecimiento. Este efecto
pudiera ser por dos vias, una a través de la bio-turbacion producida por los
camarones con la consecuente lixiviacion del alimento balanceado y la otra por via
de un incremento de la tasa de consumo de alimento como consecuencia de las
presiones ejercidas por la densidad de camarones presentes en el tanque. Estudios
llevados a cabo en peces, han demostrado que la densidad afecta la tasa de
ingestion del alimento con la consecuente disminucion del crecimiento (Evans
1993). Aunque en el presente estudio no se cuenta con las evidencias de un cambio
en el comportamiento de los camarones en este sentido, es posible que las
presiones de competencia ejercidas en las condiciones experimentales utilizadas
ahora, afectaran de manera importante la tasa de crecimiento en densidades por
arriba de entre 250 y 350 ind m™.

Para dilucidar estos efectos es necesario realizar estudios de comportamiento y de
tasa de ingestion los cuales permitan ayudar a conocer los efectos de la densidad
sobre el comportamiento de los camarones en cultivo y sus consecuencias en el

crecimiento.

Asi los resultados obtenidos en este estudio ponen en evidencia que bajas tasas de
recambio pueden alterar significativamente el ambiente del cultivo pues en tales
condiciones aumenta la evaporacién, con la consecuente concentracion de las sales

y de los contaminantes.

Considerando la escasa literatura existente en la cual se evalUen los efectos de los
factores ambientales producidos por los efectos de la evaporacion sobre la fisiologia
de los camarones en cultivo, se diseflaron una serie de experimentos en los cuales
se pretende determinar el efecto combinado de la salinidad y mezclas de
concentraciones altas y bajas de amonio nitrito sobre el consumo oxigeno, la
excrecion nitrogenada y el glucogeno del hepatopancreas en juveniles tempranos

de L. setiferus.
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Capitulo Il

“Efecto de la salinidad en combinacion con niveles
altos y bajos de amonio - nitrito en el metabolismo
energetico, en la osmorregulacion y en el manejo de
reservas en postlarvas y juveniles de Litopenaeus

setiferus”

RESUMEN

Se realizaron dos experimentos con Litopenaeus setiferus, uno con postlarvas con 45 dias
después de la ultima muda metamérfica (PL 45) y otro con juveniles con 99 dias después de
la dltima muda metamorfica (PL g9), con una duracion de 5 dias en tanques de 50L. Se
evaluo el efecto de la salinidad (25, 40, 50 y 65 ups) y la combinacion de la salinidad con
niveles bajos de amonio — nitrito (0.04 mg N-NH; L™ - 0.04 mg NO, L™ y niveles alto de
amonio-nitrito (3.10 mg N-NH; L — 6.19 mg NO, L™) sobre el consumo de oxigeno, la
excrecion nitrogenada, la razén ON, el glucégeno en la glandula digestiva y la

osmorregulacion.

El metabolismo respiratorio de las postlarvas fue afectado por la salinidad y las
concentraciones de amonio-nitritos, como un reflejo del aumento de la excrecién amoniacal,
produciendo valores de la razén O:N directamente relacionados con el catabolismo de
proteinas. Las reservas de glucdégeno se vieron afectadas por la mezcla de amonio- nitrito.
Sin embargo en los juveniles, a pesar de resultar afectada la excrecién amoniacal por la
mezcla de amonio-nitrito, esto no se vio reflejado en la tasa respiratoria de los organismos.
Los valores de la razén O:N en los camarones con una mezcla alta de amonio-nitrito
dirigieron su catabolismo principalmente a las proteinas y se sugiere como una respuesta
de alerta. Las reservas de glucégeno y la presion osmorreguladora resultaron afectadas
por la mezcla de amonio —nitrito. Se sugiere realizar estudios mas especificos sobre los

procesos de reservas y osmorregulacién del camaron L. setiferus.



ANTECEDENTES

La cuantificacion de los diversos componentes del metabolismo, a través de las
mediciones de la actividad fisiol6gica puede ayudar a esclarecer el estado fisiol6gico
de los organismos. El consumo de oxigeno, la excrecion nitrogenada, la razén O:N,
el glucogeno y la capacidad osmdética del organismo son indicadores que permiten
explicar los cambios del metabolismo asociados a una condicién en particular
(Rosas et al., 2002).

El consumo de oxigeno es un indicador del metabolismo aerobio de los organismos,
y ha sido utilizado para evaluar los ajustes fisiol6gicos que experimentan las larvas y
postlarvas en relacion a los factores ambientales (Rosas et al., 1995b; Rosas et al,.
1995c¢). El amonio y el nitrito son los contaminantes mas comunes en los sistemas
de cultivo. El amonio es un producto de la degradacién de las proteinas, siendo un
producto excretado por los animales acudaticos. El nitrito se forma a partir del amonio
por los procesos de la nitrificacion y se acumula en los sistemas acuaticos como
resultado de un desequilibrio de la actividad bacteriana nitrificante de Nitrosomonas
sp. y Nitrobacter sp. (Mevel y Chamroux, 1981). Por esa razén el amonio y el nitrito
a menudo ocurren simultdneamente en los sistemas de cultivo. EI amonio afecta al
sistema nervioso ya que es un compuesto neurotoxico capaz de causar fallas en la
neurotransmision, interfiriendo asi, en la funcién nerviosa normal (Meijer, Lamers, y
Chamuleau, 1990). El nitrito en crustaceos induce la formaciébn de meta
hemocianina, causando hipoxia en el tejido y desajustes en el metabolismo
respiratorio de camarones, (Chen, Nan y Kuo 1991; Chen y Chen 1992; Needham
1961).

Altos niveles de amonio y nitrito en el agua son factores potenciales que disparan el
estrés en los organismos acuéticos (Lewis y Morris 1986; Wickins J.F. 1976). La
mayoria de los estudios con postlarvas de peneidos han sido enfocados hacia los
efectos de ambos toxicos en la mortalidad la cual ha sido determinada como el
punto final en experimentos agudos (Chen y Chin 1988; Chen y Lin 1991; Ostrenski
y Wasielesky 1995).



Los crustaceos son considerados fundamentalmente amoniotélicos debido a que
excretan los desechos nitrogenados como amonio (NHs3) independientemente del
habitat que ocupen (Rosas, et al., 1995b). El amonio es el principal producto
excretado del catabolismo de las proteinas en crustaceos y representa el 70% del
nitrégeno total eliminado (Claybrook 1983; Quetin, et al., 1980). EI metabolismo del
nitrogeno es producto de la oxidacion de los aminoacidos la cual puede seguir
diferentes vias, dependiendo de la conformacion de las proteinas del alimento
(Mayzaud y Conover 1988). Por esta razon la excrecion de nitrégeno, medida como
excrecion de amonio, resulta ser un buen indicador de la oxidacion de los
aminoacidos (Rosas, et al.,, 1995b). La contaminacion del amonio frecuentemente
esta relacionada tanto con la excrecion de éste, como con el incremento del
alimento no consumido y con un incremento en la densidad de siembra (Véase

capitulo I).

Una forma de conocer la naturaleza del sustrato que ha sido oxidado en crustaceos
en relacion con una dieta determinada es a través de la razén atémica O:N, la cual
es calculada a partir del oxigeno consumido y el amonio excretado (Dall y Smith
1986; Mayzaud y Conover 1988; Rosas, et al., 1995b). La estimacion de la razén
O:N puede proporcionar informacion sobre la estrategia nutricional de los
camarones debido a que éstos organismos tienen una limitada capacidad de

almacenamiento de nutrientes.

De acuerdo con Mayzaud y Conover (1988), los intervalos de la razon O:N entre 3y
16 corresponden al catabolismo de proteinas ; valores entre 50 y 60 corresponden
al catabolismo en iguales proporciones de proteinas (50%) - lipidos vy
carbohidratos (50%) y valores mayores a 60 corresponden al catabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas. Se han realizado investigaciones sobre L.
setiferus que se enfocaron al conocimiento ecoldgico, fisiolégico, (Rosas, et al.,
1997; Rosas, et al., 1995c; Rosas et al., 1998), nutricional (Gallardo et al., 1995;
Gaxiola 1994; Rosas, et al.,, 1995b; Rosas et al., 1996; Rosas, 1998) y genético
(Arena, 1999) de esta especie. Como resultado de estas investigaciones ha sido
posible implementar bases para la produccion de postlarvas en ambientes

controlados, asi como el manejo de larvas y postlarvas en condiciones de cautiverio



(Gallardo, et al. , 1995; Rosas et al., 2001; Rosas, et al., 1999b; Rosas et al,.
1999a; Rosas, et al.,, 1998). En el capitulo | de este trabajo se observd que en
condiciones de alta densidad y bajo recambio, la salinidad, los niveles de amonio y
nitrito pudieran ser los responsables de las bajas sobrevivencias y crecimientos
observados en camarones cultivados. Tomando en cuenta ese antecedente y el
conocimiento generado para el cultivo de L. setiferus el presente estudio ha sido

enfocado para contestar la siguiente pregunta:

Pregunta de investigacion

¢De qué forma la combinacion de la salinidad, el amonio y el nitrito modulan la
condicién fisiolégica (medida a partir del metabolismo energético, la regulacion

osmdtica y el manejo de las reservas de glucégeno) en camarones en cultivo?

HIPOTESIS

Si se ha observado que en condiciones de bajo recambio de agua en sistemas
experimentales de cultivo la salinidad aumenta progresivamente y que en alta
densidad esta condicién es acompafiada también con un aumento en los niveles de
amonio y nitrito, es de esperar que al exponer a los juveniles de camardn
simultdneamente a los efectos combinados de la salinidad, amonio y nitrito se
puedan identificar las formas en que el metabolismo energético (consumo de
oxigeno, excrecion de amonio), la utilizacion de las proteinas como soporte
energético (razén O:N), la disposicion de reservas de glucogeno y la regulacion
osmotica son utilizadas con el fin de mantener la homeostasis.

Para probar esta hipétesis se plantearon los siguientes objetivos particulares.



OBJETIVOS PARTICULARES

1) Conocer los efectos de la salinidad en combinacion con mezclas altas y bajas de
amonio - nitrito sobre el consumo de oxigeno, la excrecién nitrogenada y la razén
ON como una forma de explicar como esos factores ambientales modulan el

metabolismo de los camarones en cultivo.

2) Conocer los efectos de la salinidad en combinacion con mezclas altas y bajas de
amonio - nitrito sobre los niveles de glucégeno de la glandula digestiva de
postlarvas y juveniles de Litopenaeus setiferus como una forma de establecer cémo

esos factores ambientales modulan el uso y aprovechamiento de las reservas.

3) Conocer los efectos de la salinidad en combinacion con mezclas altas y bajas de
amonio - nitrito sobre la capacidad osmotica de juveniles de Litopenaeus setiferus
mantenidos en condiciones de laboratorio como una forma de establecer como esos

factores modulan los procesos involucrados en la osmorregulacion.

MATERIALES Y METODOS

Origen de los animales

Se realizaron dos experimentos, uno con postlarvas (PL4s) y otro con juveniles
(PLgg). Estos animales corresponden a los animales mencionados en el capitulo I.
Las condiciones de mantenimiento de estos animales fueron las siguientes:
temperatura de 31 + 2 °C, salinidad de 35 + 2 ups, recambio de agua diario del 15 al
20 %, alimentacién con una dieta balanceada con 40 % de proteina con un tamafio
de particula > 500 um la cual se proporciond tres veces al dia (Ver Cap. |, Tabla 2).
Los animales fueron capturados del estanque externo con red y posteriormente
fueron transferidos al area experimental en donde se aclimataron a las condiciones

experimentales de acuerdo al protocolo que se describe a continuacion.



Criterios para establecer las variables experimentales

Las variables de este experimento fueron: salinidades de 25, 40, 50 y 65 ups;
mezclas bajas de amonio- nitrito (0.04mg N-NH5 L™ - 0.04g NO, L™) y mezclas altas
de amonio- nitrito (3.10 mg N-NH; L™ - 6.19 mg NO, L™Y). Considerando que la
salinidad tuvo una variacion entre 30 — 93 ups, se decidio trabajar con 25 ups como
optimo y tres salinidades por arriba de éste, 40, 50, y 65 ups. Estos valores fueron
los maximos y minimos obtenidos de los resultados registrados de los parametros
fisicoquimicos del agua del primer experimento de crecimiento y sobrevivencia en

postlarvas de L. setiferus, (Capitulo I).

Disefio experimental

Se disefiaron 2 experimentos, uno con postlarva 45 (PLss) y otro con juveniles
(PLgg).

1.- El disefio experimental consistio en exponer por un periodo de 5 dias a las
postlarvas a cuatro salinidades diferentes (25, 40, 50 y 65 ups) considerandose este
el grupo control , asi como a la combinacion de la salinidad (25, 40, 50 y 65 ups)
con una mezcla baja de amonio - nitrito (0.04mgNH3 L™ - 0.04g NO, LY y a la
combinacién de la salinidad (25, 40, 50 y 65 ups) con una mezcla alta de amonio —
nitrito (3.10 mg N-NHs L™ - 6.19 mg NO; L™). Este disefio tuvo como resultado 12
tratamientos diferentes, esto es, cuatro salinidades diferentes correspondientes al
Control, cuatro salinidades diferentes y cada una de ellas con una mezcla baja de
amonio — nitrito (MBa-n) y cuatro salinidades diferentes y cada una de ellas con una

mezcla alta de amonio — nitrito (MAa-n), (Tabla 1).

2.- El disefio experimental para juveniles consistio en exponer por un periodo de 5
dias a los juveniles a tres salinidades diferentes (25, 40 y 50 ups) considerandose
este el grupo control, asi como a la combinacion de la salinidad (25, 40, 50ups) con
una mezcla baja de amonio - nitrito (0.04mgNH3 L™ - 0.04g NO, LY y a la
combinacién de la salinidad (25, 40, 50 ups) con una mezcla alta de amonio — nitrito
(3.10 mg N-NH3 L™ - 6.19 mg NO, LY. Este disefio tuvo como resultado nueve

tratamientos diferentes, esto es, tres salinidades diferentes correspondientes al
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Montaje del experimento

Para la realizacion del experimento con postlarva se utilizaron 12 tanques
experimentales de 50 | y nueve tanques para el experimento con juveniles. Los
tanques se acondicionaron con aireacién constante regulada y se cubrieron con una
malla de luz de 2mm para evitar el salto de las postlarvas. Los parametros
fisicoquimicos como la temperatura (27° C + 1), el oxigeno disuelto (5.7 + 0.85 mg

L") y el pH (8.3) se mantuvieron regulados.

El primer experimento se realiz6 con postlarvas con 45 dias después de la ultima
muda metamorfica (PL4s) con una siembra de 45 postlarvas por tanque. Para el
segundo experimento con juveniles se mont6é siguiendo la misma estrategia, so6lo
que la densidad de siembra se modificé a 40 postlarvas con 99 dias después de la

altima muda metamoérfica (PLgg) por tanque.

Para preparar el agua de mar de cada tratamiento, se consideré el criterio de
incrementar o bajar la salinidad entre 3 y 5 ups por dia (Rosas, et al., 1999b) hasta
obtener la salinidad deseada, considerando que la salinidad de la toma de agua en
el laboratorio fue de 37 ups (Tabla 1). Para aumentar la salinidad se utilizé sal
marina natural proveniente de la salinera de Yucatan “Las Coloradas”. Para bajar la
salinidad se utiliz6 agua destilada. El agua de cada tratamiento fue recambiada un
20% todos los dias tomando en cuenta los niveles de salinidad y amonio-nitrito

experimentales.

Siguiendo el disefio experimental (Tabla 1) se montaban los tratamientos
correspondientes  sembrando los camarones e incrementando o bajando la
salinidad segun fuera el caso. Una vez alcanzada la salinidad deseada comenzaban
los cinco dias de exposicion al tratamiento ya sea a la salinidad Unicamente
(control) 0 a la mezcla baja de amonio-nitrito (0.04 mg N-NH3 L™ — 0.04 mg NO, L™)
o0 a la mezcla alta de amonio-nitrito (3.10 mg N-NH3; L™ — 6.12 mg NO, L. Al sexto
dia se realizaron las evaluaciones fisiolégicas que consistieron en la medicion de
consumo de oxigeno, excrecion nitrogenada, determinacién del glucégeno en la

glandula digestiva asi como la presion osmoética de la hemolinfa.



Alimentacion

Los organismos fueron alimentados con una dieta balanceada microparticulada con
un 40% de proteina. El alimento fue preparado de acuerdo a la formulacion
propuesta por (Gaxiola, 1994) (Tabla 2, Cap. I). El alimento se proporcioné dos
veces al dia (8:00 am y 8:00 pm). En el experimento con postlarvas (PLys) los
animales fueron alimentados a razon del 8% del peso corporal. La racion diaria se
calcul6 con el peso promedio de 50 PLss (0.00107 g ind ™). Este valor se considerd
como el 100% de la biomasa corporal y se utilizé para calcular la cantidad de
alimento a suministrar por tanque. Asi, se obtuvo que para una biomasa de 45
postlarvas al 8% del peso corporal se suministraran 3.852 mg por dia y 1.926 mg

por toma.

En el segundo experimento, los juveniles fueron alimentados a razén del 10% de su
peso corporal tomando en cuenta el peso promedio de 50 juveniles (PL g9) con un
peso individual de 1.3174 g ind™. El nimero de animales por tanque fue de 40 lo
que correspondié a una biomasa de 52.7g por tanque. Este valor se consideré6 como
el 100% de la biomasa por tanque. Asi el 10% por tanque fue de 5.3 g por tanque, el

cual se dividio en dos raciones diarias de 2.63 g cada una.

Evaluacién de indices fisiolégicos

Una vez cumplidos los cinco dias de exposicion a la condicion experimental, al
sexto dia se realizaron simultaneamente todas las mediciones, tanto de consumo de
oxigeno, de excrecion nitrogenada, de glucogeno en hepatopancreas y la medicion

de la capacidad osmorreguladora.
1.- Experimento con postlarvas
1. 1. Consumo de oxigeno en postlarvas

Al quinto dia de exposicion al tratamiento a las 8 pm se tomaron diez camarones
con red del tanque experimental y se colocaron individualmente en camaras
metabdlicas, en donde permanecieron sin alimento por 12 horas. Las mediciones

del consumo de oxigeno, asi como las de excrecion nitrogenada, se realizaron en



un sistema cerrado, que consistia de 12 cadmaras respirométricas de vidrio (50ml),
conectadas entre si con manguera de latex y a su vez a un sistema de circulacion
de agua para controlar la temperatura a 27°C. Diez camaras contenian una
postlarva y la camara once era el control sin organismo. Se contd con un reservorio
con agua de mar del tratamiento a trabajar (salinidad, con o sin la mezcla alta o baja
de amonio — nitrito) para realizar cada hora después de cada medicion recambios

del 100% de forma manual por medio de una manguera.

La evaluacién del consumo de oxigeno se realizé a partir de la diferencia entre la
concentracion de oxigeno inicial y final utilizando un oximetro (Strathkelvin
Instruments modelo 781) con un micro electrodo de alta sensibilidad (+ 0.01 mg L™).
El electrodo se introdujo en cada camara de tal forma que la membrana funcionaba
como tapa de ésta. La medicion del consumo de oxigeno se realizdé haciendo un
seguimiento de la disminucion de la concentracion de oxigeno en un intervalo de 5

minutos.

1. 2. Excrecién nitrogenada en postlarvas

Las muestras para medir el amonio se tomaron simultineamente al consumo de
oxigeno. Se evaluaron en recipientes de 5 ml que se tomaron antes y después del
sellado de cada camara, utilizando las técnicas de azul de indofenol (435nm) y de
sulfanilamida (690nm). APHA, (1992). Las evaluaciones se realizaron durante 5
horas consecutivas. Primera medicion en ayuno (animales sin alimentar durante 12
horas) como valor inicial. Después de realizar las mediciones en ayuno se
alimentaron considerando la racién establecida, una hora después, se retird el
alimento remanente, se recambidé el agua y se realizaron las subsecuentes
mediciones después de alimentados (cuatro mediciones cada hora después de ser
alimentados). Al término de las mediciones los camarones fueron colocados
individualmente en papel aluminio para secarlos a 60°C por 48 hrs. Posteriormente

se pesaron individualmente para obtener el peso seco en una balanza analitica.



1. 3. Razon O:N en postlarvas

La razon O:N se calculd a partir de la conversion de los datos de consumo de

oxigeno y excrecion nitrogenada en sus equivalentes atomicos (UgAt O,/ ugAt N).

1. 4. Glucogeno en la glandula digestiva en postlarvas

Simultaneamente a las mediciones de consumo de oxigeno y excrecion, se evalud
el glucégeno en hepatopancreas con camarones en ayuno (primera hora) y con
camarones alimentados por 3 horas seguidas. A los mismos animales que se les
tomaba la muestra de hemolinfa para evaluar la presidbn osmatica posteriormente se
les realiz6 una diseccion para extraer el hepatopancreas, se pesaba y colocaba en
un tubo eppendorf que contenia 200ul de &cido tricloroacético (TCA). El
procedimiento para evaluar el glucégeno en hepatopancreas se basoé en la técnica
propuesta por Dubois, et al. (1965): Para esto el tejido fue homogenizado en TCA'y
luego centrifugado a 7000 rpm durante 6 minutos. Posteriormente se tomaron
muestras de 15ul del sobrenadante que se colocaron en un tubo eppendorf con 75ul
de alcohol etilico al 95%. Después de un tiempo de reposo, las muestras se
colocaron en una estufa a 37-40 ° C durante 3 hrs. Posteriormente las muestras
fueron centrifugadas a 7000 rpm por 15 min. El sobrenadante fue desechado y el
tubo fue escurrido de forma invertida por 2 min. Se agregaron 20 ul de agua
destilada hirviendo para disolver el glucogeno, 200 ul de fenol al 5 % y 1000 nl de
HsSO,4 concentrado. El contenido del glucogeno se midié en un espectro fotobmetro a
una absorbancia de 490 nm (Spectronic 21D). Los blancos se preparan con 20 pl
de agua destilada hervida, 200ul de fenol al 5%, 1000ul de HsSO4 concentrado, y se

utilizaron 10 pl de glucégeno como concentracion patron.

2.- Experimento con juveniles
2. 1. Consumo de oxigeno en juveniles

Al quinto dia de exposicion al tratamiento, a las 8 pm se tomaron nueve camarones



con red del tanque experimental y se colocaron uno en cada camara metabdlica, en
donde permanecieron sin alimento por 12 horas. Se utilizé un respirémetro de flujo
con un sistema de circuito abierto, con diez camaras respirométricas de acrilico de
400 ml; nueve de ellas contenian un camaron y la décima camara fue el control sin
organismo. El respirometro conté con un reservorio de 30 L de agua de mar a la
salinidad deseada con/sin la mezcla alta o baja de amonio - nitrito, segun fuera el
tratamiento. Este reservorio contaba con diez salidas de agua que pasaban por una
bomba peristéltica que regulaban la entrada de agua a cada una de las camaras. El
agua de salida de las camaras se canalizd hacia un filtro biolégico que contenia una

bomba de agua, que la reciclaba.

Cada hora se regul6 el flujo de salida de agua de cada camara mediante un matraz
de 25 mly un cronédmetro. El consumo de oxigeno se midié con un oximetro modelo
YSI 50B conectado a un electrodo polarografico calibrado con agua de mar a
saturacion (£ 0.01 mg I'"), tomando una muestra de 20 ml a la entrada y salida de
cada camara, tomandose el mismo criterio de tomar muestras en ayuno (primera
medicion sin alimentar por 12 horas) y después de alimentados (5 horas
consecutivas). El consumo de oxigeno se calculé a partir de la diferencia entre las
concentraciones de oxigeno a la entrada [O;]e y salida [O,]s de cada camara,
tomando en cuenta el flujo (TF; L/h) y el peso seco de los camarones: VO, = ([O2] e -

[O2]s) * TF/peso seco

2. 2. Excrecion nitrogenada en juveniles

El amonio y el nitrito se midieron en muestras de 5 ml de acuerdo a las técnicas de
azul de indofenol y de sulfanilamida APHA, (1992). Los resultados del consumo de
oxigeno y la excrecién nitrogenada fueron expresados en ambos casos como mgO,
h* g* ps y mg N-NH; h™* g* ps, respectivamente. La excrecién nitrogenada se

obtuvo a partir de la ecuacion: N-NH3; = [NH3]s - [NH3]e* TF/peso seco

Donde [NHs)s es la concentracién de amonio a la entrada de la cAmara (mg L™),

[NHs]e es la concentracion de amonio a la salidamg L™y TF es el flujo (L h™).



El peso seco (ps) de los camarones se obtuvo al colocar a los camarones
provenientes del respirometro en una estufa a 60°C hasta obtener el peso constante
48 hrs.

2. 3. Razén O:N en juveniles

La razon O:N se calculd a partir de la conversion de los datos de consumo de

oxigeno y excrecion nitrogenada en sus equivalentes atomicos (HgAt O,/ pgAt N).

2. 4. Glucdgeno en la glandula digestiva en juveniles

Se sigui6 la misma técnica mencionada para postlarvas (4 a)

2.5. Osmolaridad de la hemolinfa (mOsmol kg™) en juveniles

La osmolaridad de la hemolinfa Gnicamente se midié en los juveniles ya que en las
postlarvas no fue posible obtener muestras de sangre lo suficientemente grandes
como para realizar estas mediciones. Simultdneamente a las mediciones de
consumo Yy excrecion se evalué la osmolaridad de la hemolinfa a partir de muestras
de sangre tomadas a animales en ayuno y en camarones alimentados por un
periodo de 6 horas consecutivas. Cada hora se tomaron cinco camarones con una
red de acuario y se colocaban en un recipiente con agua de mar del mismo
tratamiento, se le bajaban subitamente la temperatura en 5°C, con el fin de disminuir
el metabolismo y asi disminuir el estrés que se pudiera provocar por la
manipulacién. Después de 5 minutos se tom6 una muestra de 20 ul de hemolinfa
con una jeringa de insulina. Esta muestra se tomaba del seno venoso, ubicado en la
parte ventral justo por debajo de la camara branquial. Esta muestra fue analizada en
un micro - osmémetro (modelo 3MO plus). Al mismo tiempo se determind la
osmolaridad el agua de mar con el fin de calcular la capacidad osmorreguladora de

los organismos experimentales.



ANALISIS DE RESULTADOS

Se realizé un analisis de varianza de dos vias para evaluar el efecto de los
tratamientos sobre cada respuesta fisiologica medida. Se utilizé la prueba de rangos
multiples de Duncan para determinar las diferencias significativas entre los
tratamientos (Zar 1974).

RESULTADOS

Para definir los diferentes tratamientos se utilizaron las siguientes abreviaturas:
Tratamientos con solo salinidad (Control), tratamientos salinidad méas la mezcla baja
de amonio - nitrito (MB a-n), tratamientos salinidad mas la mezcla alta de amonio —
nitrito (MA a-n).

1.- Experimento con postlarvas
1. 1. Consumo de oxigeno en postlarvas

El consumo de oxigeno de las postlarvas se vio afectado significativamente por la
salinidad, asi como por la combinacién de niveles altos y bajos de amonio-nitrito y
por la interaccion entre la salinidad y las mezclas bajas y altas de amonio — nitrito
(P <0.05).

El intervalo de consumo de oxigeno fue de entre 2.74 a 14.19 mgO, h™ g™ ps. Los
niveles mas altos de consumo de oxigeno se obtuvieron con los tratamientos con 40
y 65 ups con una (MB a-n) con valores de 14.19 y 12.12 mgO, h* g* ps,
respectivamente, estos valores resultaron ser significativamente mayores (P< 0.05)
a los obtenidos en los tratamientos con 25 ups control y (MA a-n), 50 ups con (MB
a-n) y 65ups con (MA a-n) con valores de 5.3, 2.74 , 5.55 y 6.08 mgO, h™ g* ps,
respectivamente, (Fig. 1). Se puede observar en el caso de los tratamientos control
con las diferentes salinidades y los tratamientos que se sometieron a diferentes
salinidades con (MA a-n) que el consumo de oxigeno incrementa conforme
incrementa la salinidad y baja su consumo de oxigeno a 65 ups sin llegar hacer

significativo (Fig. 1).
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Fig. 1. Consumo de oxigeno en postlarvas de Litopenaeus setiferus, expuestas por un
periodo de cinco dias a tres tratamientos: 1.- Diferentes salinidades (25, 40, 50, 65ups) =
Control. 2.- Diferentes salinidades con una mezcla baja de amonio-nitrito (MB a-n). 3.-
Diferentes salinidades con una mezcla alta de amonio-nitrito (MA a-n). Diferentes letras
indican diferencias significativas entre los tratamiento. Promedio + Error Estandar.

1. 2. Excrecidn nitrogenada en postlarvas

La salinidad, como la mezcla alta y baja de amonio-nitrito y la interaccién entre la
salinidad y la mezcla alta y baja de amonio-nitrito tuvieron un efecto significativo

sobre la excrecion de amonio en las postlarvas (P<0.05; Fig. 2).

El intervalo de la excrecion de amonio en las postlarvas fue de 1.77 a 5.87 mgN-
NHs; h™* g ps, valores que corresponden a los tratamientos donde las postlarvas

estuvieron a 40 ups con (MA a-n) y con (MB a-n), respectivamente.

No se observo ningun patron de comportamiento con respecto a la salinidad. Los
valores de excrecién de amonio (4.76, 5.87, 5.07, 3.85 y 4.30 mgN-NHs h™* g™ ps)
correspondientes a los tratamientos de 65 ups control, 40, 50 y 65 con una (MB a-n)
y 65 ups con una (MA a-n) fueron significativamente mas altos que los obtenidos

con los tratamientos Control con 25 y 50ups, 25ups con (MB a-n) y 40 ups con (MA



a-n) con valores de 1.78, 2.06, 2.07 y 1.77 mgN-NH; h™ g* ps, respectivamente
(Fig. 2).
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Fig. 2. Excrecion de amonio en postlarvas de Litopenaeus setiferus, expuestas por un
periodo de cinco dias a tres tratamientos: 1.- Diferentes salinidades (25, 40, 50, 65ups) =
Control. 2.- Diferentes salinidades con una mezcla baja de amonio-nitrito (MB a-n). 3.-
Diferentes salinidades con una mezcla alta de amonio-nitrito (MA a-n). Diferentes letras
indican diferencias significativas entre los tratamiento. Promedio * Error Estandar.

1. 3. Razén O:N en postlarvas

La razon O:N mostré que las postlarvas mantenidas en diferentes salinidades con
mezclas de concentraciones bajas y altas de amonio-nitrito, asi como las del grupo
control presentaron un metabolismo dirigido al catabolismo principalmente de
proteinas con un intervalo entre 1.04 a 5.11 (Fig. 3).
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Fig. 3. Razén O:N en postlarvas de Litopenaeus setiferus expuestas por un periodo de
cinco dias a tres tratamientos: 1.- Diferentes salinidades (25, 40, 50, 65ups) = Control. 2.-
Diferentes salinidades en combinacion con una mezcla baja de amonio-nitrito (MB a-n). 3.-
Diferentes salinidades en combinacion a una mezcla alta de amonio-nitrito (MA a-n).

1. 4. Glucogeno en hepatopancreas en postlarvas

La salinidad no tuvo un efecto significativo sobre los niveles de glucégeno, sin
embargo, la mezcla de amonio — nitrito y la interaccion entre la salinidad y la mezcla

de amonio-nitrito si tuvieron un efecto significativo sobre el glucogeno (P<0.05).

En general el glucdégeno estuvo dentro de un intervalo entre 5.4 a 75.15 mg g™ de
tejido.

Los niveles de glucogeno de los camarones del grupo control con 25, 40 y 50 ups ,
asi como el de los camarones que se mantuvieron a 25, 40 y 65 ups con (MB a-n) y
el de los camarones a 65 ups con (MA a-n) no tuvieron diferencias significativas
entre ellos con un intervalo entre 25.67 a 41.76 mg g de tejido (P>0.05; fig. 4; tabla
3), sin embargo, estos tratamientos si fueron significativamente diferentes a los

niveles de glucégeno de los camarones mantenidos a 65ups control, 25 y 40ups



con (MA a-n) con valores de 7.66, 75.15y 5.4 mg g de tejido, respectivamente
(P<0.05; fig. 4; tabla 3).
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Fig. 4. Glucégeno en glandula digestiva (hepatopancreas) en postlarvas de Litopenaeus
setiferus, expuestas por un periodo de cinco dias a tres tratamientos: 1.- Diferentes
salinidades (25, 40, 50ups) = Control. 2.- Diferentes salinidades en combinaciéon con una
mezcla baja de amonio-nitrito (MB a-n). 3.- Diferentes salinidades en combinacién con una
mezcla alta de amonio-nitrito (MA a-n). Letras diferentes indican diferencias significativas
entre los tratamiento. Promedio + Error Estandar.

2.- Experimento con juveniles
2. 1. Consumo de oxigeno en juveniles

El consumo de oxigeno no se vio afectado significativamente por la salinidad, ni por
las mezclas altos o bajas de amonio- nitrito y ni por la interaccion entre la salinidad y

las mezclas de amonio nitrito (Fig. 5; P > 0.05).

El consumo de oxigeno presenté un intervalo de entre 5.28 a 9.23 mgO, h™* g™ ps,
obteniendo los valore mas alto cuando los camarones fueron mantenidos a 40 y 50

ups del grupo control y el valor mas bajo en el tratamiento con 40 ups con (MB a-n),
(Fig. 5).
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Fig. 5. Consumo de oxigeno en juveniles de Litopenaeus setiferus, expuestas por un
periodo de cinco dias a tres tratamientos: 1.- Diferentes salinidades (25, 40, 50ups) =
Control. 2.- Diferentes salinidades en combinacién con una mezcla baja de amonio-nitrito
(MB a-n). 3.- Diferentes salinidades en combinacion con una mezcla alta de amonio-nitrito
(MA a-n). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamiento. Promedio
+ Error Estandar.

2. 2. Excrecion nitrogenada en juveniles

La excrecion de amonio de los juveniles fue afectada significativamente Uunicamente
por la mezcla de amonio-nitrito (P<0.05), pero no por la salinidad ni por la

interaccion entre la salinidad y las mezclas de amonio-nitrito (P>0.05).

El intervalo de la excrecion de amonio de los tratamientos fue de 0.12 a 0.44 mgN-
NHs; h™* g ps. No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
control y los tratamientos con diferentes salinidades con (MB a-n) obteniendo un
intervalo de 0.12 a 0.17 mgN-NH3; h™* g* ps.

Los valores mas altos se obtuvieron cuando los camarones fueron expuestos a 25,
40 y 50 ups con (MA a-n), con valores de (0.34, 0.29 y 0.44 mgN-NH3z h* g™ ps),
respectivamente resultando ser significativamente mas altos que los obtenidos en
los tratamientos control y tratamientos con diferentes salinidades con (MB a-n)
(P<0.05, Fig.6).
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Fig. 6. Excrecién nitrogenada en juveniles de Litopenaeus setiferus, expuestos por un
periodo de cinco dias a tres tratamientos: 1.- Diferentes salinidades (25, 40, 50ups) =
Control. 2.- Diferentes salinidades en combinacién con una mezcla baja de amonio-nitrito
(MB a-n). 3.- Diferentes salinidades en combinacién con una mezcla alta de amonio-nitrito
(MA a-n). Diferentes letras indican diferencias significativas entre los tratamiento. Promedio
+ Error Estandar.

2. 3. Razén O:N en juveniles

La razon O:N de los juveniles de L. setiferus fue afectada por la condicion

experimental,
Obteniendo un intervalo de entre 13.53 a 74.66.

Se puede observar que en el grupo control con una salinidad de 25 ups que su
metabolismo estuvo dirigido al catabolismo de proteinas, lipidos - carbohidratos
(42.24), con una salinidad de 40 ups el metabolismo estuvo dirigido en iguales
proporciones al catabolismo de proteinas —lipidos — carbohidratos (57.41) y con 50
ups los camarones catabolizaron lipidos - carbohidratos y proteinas en menor
proporcion (68.72). Se observa que en los camarones que se mantuvieron con una
(MB a-n) con 25ups dirigieron su metabolismo para catabolizar lipidos -
carbohidratos y en menor proporcion proteinas (74.66), con 40 ups utilizaron
proteinas y lipidos-carbohidratos (33.13) y con 50 ups dirigieron su metabolismo al

catabolismo de proteinas, lipidos-carbohidratos en igual proporcion. Los camarones



gue se mantuvieron con una (MA a-n) con 25y 40 ups utilizaron en su catabolismo
proteinas y en menor proporcion lipidos — carbohidratos (25.35 y 26.04) y con
65ups con (MAa-n) dirigieron su catabolismo hacia las proteinas principalmente con
un valor de 13.53, (Tabla 2, Fig.7).
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Fig. 7. Raz6n O:N de postlarvas y juveniles de Litopenaeus setiferus expuestas por un
periodo de cinco dias a tres tratamientos: 1.- Diferentes salinidades (25, 40, 50, 65ups) =
Control. 2.- Diferentes salinidades en combinacion con una mezcla baja de amonio-nitrito
(MB a-n). 3.- Diferentes salinidades en combinacién con una mezcla alta de amonio-nitrito
(MAa-n)

2. 4. Glucégeno en juveniles

En juveniles los niveles de glucégeno no se vieron afectados significativamente por
la salinidad, ni por la interaccién entre la salinidad y las mezclas de amonio-nitrito,
sin embargo, si hubo un efecto significativo por las mezclas de amonio-nitrito
(P<0.05; Fig. 8).

No se observaron diferencias significativas entre los niveles de glucégeno de los
camarones del grupo control (25, 40 y 50 ups) y los camarones a 65 ups (MA a-n)
obteniendo valores en un intervalo de 3.27 a 3.43 mg g™ de tejido (P>0.05; Fig. 8,

Tabla 3). Sin embargo estos niveles de glucégeno si fueron significativamente



diferentes a los obtenidos con los camarones que se mantuvieron a 25 y 40ups con

(MB a-n) con valores de 7.69 y 10.63 mg g de tejido, respectivamente (P<0.05;
Tabla 3; Fig. 8).
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Fig. 8. Glucogeno en glandula digestiva (hepatopancreas) en juveniles de Litopenaeus
setiferus, expuestos por un periodo de cinco dias a tres tratamientos: 1.- Diferentes
salinidades (25, 40, 50ups) = Control. 2.- Diferentes salinidades en combinaciéon con una
mezcla baja de amonio-nitrito (MB a-n). 3.- Diferentes salinidades en combinacién con una
mezcla alta de amonio-nitrito (MA a-n). Diferentes letras indican diferencias significativas
entre los tratamiento. Promedio + Error Estandar.

Tabla 2.- Resultados de los indices fisioldgicos (consumo de oxigeno, excrecién
nitrogenada, razén O:N) de postlarvas y juveniles de L. setiferus expuestos por cinco dias a



1.-Diferentes salinidades (25, 40,50 y 65ups ) correspondiente al Control. 2.-A la
combinacién de la salinidad con una mezcla baja de amonio — nitrito (0.04 mgN-NH," - 0.04
mg N-NO;) = MB a-n. 3.- A la combinacién de la salinidad con una mezcla alta de amonio —
nitrito (3.10 mgN-NH," L™ — 6.19 mg N-NO, L) = MA a — n. Valores expresados como
promedio + Error estandar = ES. Las letras en superindice indican las diferencias
significativas entre los tratamientos (P<0.05).

indices Fisioldgicos

25ups 40ups 50ups 65ups
Consumo de oxigeno
mgO; h™ g ps
Tratamiento
Control 530 + 1.13% 887 + 307" 994 + 133" 835 + 212%
Postlarvas MB a—n 899 + 1.64°™ 1419 + 3.36° 555 + 0.88% 1212 + 1.83%
MAa-n 274 + 037° 641 + 099%° 1071 + 2 33°™ 6.08 + 0.72%
Control 661 + 1° 8.93 + 1602 9.23 + 162
Juvenile MBa—n 8.15 + 1.32°% 5.28 + 1.092 7.25 + 072
MAa-n 811 + 1.76% 7.24 + 1.04% 5.67 + 0.66%
Excrecién de amonio
mgN-NHz h™ g *ps
25ups 40ups 50ups 65ups
Tratamiento
Control 178 + 022 271+ 045®° 206 * 036% 476 + 0.92%
Postlarva: MB a—n 207 + 024 587 + 0.71° 507 + 051% 385 + 0.43“
MAa-n 280 + 0.43%¢ 177  + 0382 332  + 0517 430 + 0.75%%
Control 0.15 + 0.03° 014 + 0.01° 014 + 001°
Juvenilee MBa—-n 0.12 + 0.01°% 0.17 + 0.02° 0.14 + 0.02°
MAa-n 034 + 001 029 + 003%® 0.44 £ 0.09°
Razo6n O:N
25ups 40ups 50ups 65ups
Tratamiento
Control 3.16 3.47 511 1.86
Postlarvas MBa—n 4.60 2.57 1.16 3.33
MAa-n 1.04 3.84 3.42 1.50
Control 45.21 57.11 68.72
Juvenilee MBa-—-n 74.66 33.13 54.01

MAa-n 25.35 26.04 13.53




2. 5. Capacidad osmatica en juveniles

La capacidad osmorreguladora (CO) fue significativamente afectada por la salinidad
y las mezclas de amonio-nitrito (P<0.05), pero no fue afectada por la interaccion

entre la salinidad y las mezclas de amonio-nitrito.

El patrbn de comportamiento de los camarones con respecto a la capacidad
osmoética fue similar en el tratamiento control, en (MB a-n) y en (MA a-n)

incrementando significativamente con respecto a un incremento en la salinidad.
El intervalo de la capacidad osmética estuvo entre -3.4 a -598.88 mOsmol Kg™

Los valores mas bajos se obtuvieron con 25 ups control, (MB a-n) y (MA a-n) con un
intervalo entre -3.4 a 36.25 siendo significativamente mas bajos que los obtenidos
con 40 y 50 ups (P<0.05; Tabla 3; fig. 9). El efecto de los contaminantes fue mas
evidente en los camarones mantenidos en 40ups con un intervalo entre -254.25 a —
314.73 mOsmol Kg™*y con 50 ups con un intervalo entre -521.11 a -598.88 mOsmol
Kg™, donde se observaron diferencias significativas entre ellos (P<0.05; tabla 3; fig.
9), resultando mas evidente en ésta ultima la reduccion de la capacidad
osmorreguladora CO (P < 0.05; Tabla 3; Fig. 9).
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Fig. 9. Capacidad osmorreguladora de juveniles de Litopenaeus setiferus expuestas por un
periodo de cinco dias a tres tratamientos: 1.- Diferentes salinidades (25, 40, 50, 65ups) =
Control. 2.- Diferentes salinidades en combinacion con una mezcla baja de amonio-nitrito
(MB a-n). 3.- Diferentes salinidades en combinacién con una mezcla alta de amonio-nitrito
(MA a-n). Diferentes letras indican diferencias significativas entre los tratamiento. Promedio
+ Error Estandar.



Tabla 3.- Resultados de los indices fisiologicos (glucdgeno de la glandula digestiva y
capacidad osmorreguladora) de postlarvas y juveniles de L. setiferus expuestos por cinco
dias a 1.-Diferentes salinidades (25, 40,50 y 65) correspondiente al Control. 2.-A la
combinacion de la salinidad con una mezcla baja de amonio — nitrito (0.04 mgN-NH; L™ -
0.04 mg N-NO, L™ = MB a-n. 3.- A la combinacion de la salinidad con una mezcla alta de
amonio — nitrito (3.10 mgN-NH; L™ - 6.19 mg N-NO, L") = MA a — n. Valores expresados
como promedio = Error estdndar = ES. Las letras en superindice indican las diferencias
significativas entre los tratamientos (P<0.05).

indices Fisiolégicos Salinidad

25 40 50 65

Glucogeno
mg g™ de tejido

Tratamiento

Control 2567 + 45° 4176+ 102° 3153 + 5° 766 + 21%
Postlarvas MBa—n 2733 + 28" 2031 + 26°¢ 1735 + 3% 3153 + 4"
MAa-n 7515 =+ 4.8¢ 540 + 26° 1282 + 4 4082 + 81°
Control 343 + 0.72% 3.42 + 0.97% 342 + 0972
Juveniles MBa-n 769 + 1.22° 1063 + 1.98° 6.83 =+ 0.71%°
MAa-n 327 + 065° 410 + 155 6.33 + 1.73%
25 40 50
Capacidad osmatica
mOsmol Kg™
Tratamiento b
Control 804 + 573° 28352 + 12.60° 574.23 + 18.92°
Juveniles MBa-n -36.25 + 9.33°% -314.73 + 1165° -598.88 + 12.07°
MAa-n 340 + 5292 25425 + 19.45° 521.11 + 18.64°

La razén O:N ha sido ampliamente utilizada como una forma de estimar el sustrato
metabdlico que utilizan los crustaceos para satisfacer sus demandas de energia
(Mayzaud y Conover, 1988). Este concepto ha sido aplicado con éxito en la
determinacion de las necesidades de energia de postlarvas y juveniles de diferentes
especies de camarones alimentados con diferentes niveles de proteinas y
carbohidratos (Rosas et al., 1995a; Rosas et a., 1998; Taboada et al., 1998). En

esos estudios se ha puesto en evidencia que los camarones pueden cambiar el



sustrato energético en funcion de los niveles de proteinas de la dieta, con valores de
O:N entre 3y 16 para el catabolismo de proteinas, entre 50 y 60 para el catabolismo
de 50% proteinas - 50% carbohidratos-lipidos y mayores de 60 para el catabolismo
de carbohidratos-lipidos y proteinas (Mayzaud y Conover, 1988). Asi mismo, la
razon O:N ha sido utilizada para resumir en un so6lo indicador, el estado fisiolégico

de los camarones expuestos a una condicion particular.

Cuando los camarones fueron expuestos a diferentes combinaciones de salinidad y
mezclas de amonio-nitrito, se observo en general que las postlarvas de L. setiferus
catabolizaron proteinas, independientemente de la salinidad o de la mezcla de
amonio-nitrito, con valores entre 1 y 5 (Fig. 3). En contraste se observo que los
juveniles utilizaron una mezcla de proteinas — lipidos- carbohidratos ¢ lipidos-
carbohidratos - proteinas dependiendo de la combinacién salinidad-amonio-nitrito

presente en cada condicion experimental (Fig. 7).

Las diferencias en el catabolismo observadas en relacion a la talla (postlarvas-
juveniles) podrian estar relacionadas tanto con las diferencias en el requerimiento
nutricional de postlarvas (50% proteina) y juveniles (40% proteina), como una de las
estrategias utilizadas por los camarones para eliminar el amonio en presencia de

concentraciones externas elevadas de amonio y nitrito en el agua.

De acuerdo con Gaxiola (1994), las postlarvas de L. setiferus tienen un
requerimiento de 50% de proteinas, las cuales son mayoritariamente utilizadas
como sustrato energético. Como ha sido establecido por (Claybrook, 1983; Mayzaud
y Conover, 1988) , el uso de las proteinas como fuente de energia tiene como
consecuencia el aumento de la excrecion de amonio, debido al aumento en la
desaminacioén de los amino acidos. Durante este proceso, las proteinas ingeridas
son degradadas principalmente en el hepatopancreas donde se llevan a cabo los
principales movimientos de materia y de energia procedentes de la dieta. Debido a
la falta de espacio fisico para el almacenamiento de lipidos, los crustaceos han
desarrollado mecanismos fisiolégicos que les permiten utilizar eficientemente las
proteinas como fuente de energia, la cual es particularmente importante durante la

fase de postlarva (Rosas, et al., 1996). Durante la fase de postlarva, los camarones



requieren tanto de energia metabdlica para realizar las funciones basicas, asi como
de amino acidos para la estructuracion de las proteinas que les permitiran crecer.
Este mecanismos podria explicar porque las postlarvas de L. setiferus en el
presente estudio utilizaron como sustrato energético a las proteinas,
independientemente de la salinidad y de las concentraciones de amonio y nitrito

presentes en el medio externo.

Alcaraz, et al., (1999a) sefialaron que la combinaciébn amonio-nitrito tiene un efecto
sinergistico en la sobrevivencia de las postlarvas de L. setiferus, la cual puede
reducirse hasta en un 40% después de una exposicion a una mezcla de 0.8 mg N-
NH; L y 180 mg N-NO, L* Aunque en el presente estudio los niveles de
combinacién amonio-nitrito fueron mas bajos que los limites letales reportados en
ese estudio (3.10 mg L™ de amonio total y 6.19 mg N-NO, L™) es posible que las
combinaciones usadas ahora hayan afectado la fisiologia de los camarones
experimentales, aunque este efecto pudo ser enmascarado tanto por los altos
niveles de oxigeno disuelto disponible como por la normalmente alta tasa de

excrecion de amonio asociada al requerimiento de proteinas de las postlarvas.

Los juveniles de L. setiferus fueron afectados por la combinacion salinidad, amonio-
nitrito al reflejar el uso de los diferentes sustratos metabdlicos ya que se observo
una reduccion del O:N en relacién con un aumento de los niveles de amonio-nitrito y
salinidad, evidenciando un cambio de sustrato energético de lipidos-proteinas a

proteinas lipidos (Fig. 7).

En este sentido Taboada et al., (1998) reportaron para juveniles de L. setiferus una
razon O:N con valor de 40 cuando los juveniles son alimentados con dietas con 30%
de proteinas. Los valores obtenidos del grupo control (Fig. 7) son similares a los
reportados por Taboada et al, (1998) lo cual demuestra que los organismos de este
grupo experimental se encontraban en condiciones fisiologicas en las que utilizaron
de forma equilibrada las proteinas, los carbohidratos y los lipidos procedentes del
alimento. Al reducirse el O:N en animales expuestos a niveles altos de amonio y
nitrito se alteraron los patrones del uso de los sustratos energéticos, lo cual pone en

evidencia que algun o algunos de los mecanismos fisiolégicos involucrados en el



uso de la energia o en la compensacion metabdlica fueron alterados. Schmitt y
Santos (1999), demostraron que Farfantepenaeus paulensis es capaz de almacenar
amonio cuando son expuestos a altas concentraciones del contaminante. Los
mecanismos de almacenamiento han sido asociados con el aumento del acido drico
y del amonio en la hemolinfa, los cuales pueden ser liberados por difusion simple o
reconvertida en amonio dependiendo de las concentraciones externas presente en
la sangre. Aunque en el presente estudio los niveles de amonio no son tan elevados
como los experimentados por F. paulensis (7, 21 y 50 mg L™) es posible que en las
combinaciones a que fueron expuestas de amonio — nitrito, en las postlarvas de L.
setiferus se afectaran de manera similar los mecanismos de proteccién y/o
almacenamiento de amonio en el medio interno. Esto podria significar que los
niveles de amonio excretado registrado en este estudio pudieran ser tanto reflejo de
un aumento de los flujos de amonio como consecuencia de la formacion de acido
arico 6 realmente un aumento de la produccion de amonio producto de una mayor
utilizaciéon de las proteinas como fuente de energia, con la consecuente reduccion
en el crecimiento. Para comprobar alguna de las dos hipétesis es necesario realizar
otros estudios en los cuales se exponga a los camarones al efecto de la salinidad y
de mezclas similares de amonio—nitrito sobre el crecimiento, la sobrevivencia y los
niveles de acido urico en sangre. Los niveles de amonio en el medio interno y la
tasa de flujo de amonio permitirdn establecer con mayor precision los mecanismos
fisiolégicos involucrados en la compensacion metabdlica asociada con el cambio de

sustrato energético en condiciones experimentales.

El glucégeno ha sido reconocido como una de las principales sustancias de reserva
energética de carbohidratos, el cual, en el caso de los crustaceos es también una
reserva para la constitucion de la quitina, de la cual esta formado el exoesqueleto
(Shiau y Peng 1992; Shiau 1998). En postlarvas y juveniles de L. setiferus los
niveles de glucégeno en hepatopancreas no presentaron un patron de
comportamiento definido tanto en relacién con la salinidad como en relaciéon con los
niveles de amonio-nitrito, aunque se observd en general, que los niveles de
glucdgeno en postlarvas son sensiblemente mayores a las observadas en juveniles

(Fig. 7, 8). Esta diferencia podria estar asociada con las necesidades inherentes a



cada etapa del ciclo de vida (Capuzzo y Lancaster 1979). La variabilidad observada
en los niveles de glucégeno en el presente estudio hace dificil interpretar los
posibles efectos asociados con las variables experimentales utilizadas aunque, por
los niveles observados en los camarones expuestos a 25ups con altos niveles de
amonio-nitrito, es posible pensar que la gluconeogénesis pudiera ser alterada al
afectarse el metabolismo de las proteinas. De acuerdo con Rosas et al, (2000) los
camarones tienen una gran capacidad para sintetizar glucégeno a partir de
proteinas, lo cual les permite utilizar de manera eficiente los diversos componentes
dietéticos. Otras evidencias han demostrado que esta capacidad estd intimamente
relacionada con la salinidad la cual determina en Ultima instancia la cantidad de
amino &cidos libres disponibles para la sintesis de glucogeno. En baja salinidad, los
camarones se ven obligados a descargar amino acidos libres hacia la hemolinfa en
donde son transformados en hemocianina o son eliminados como amonio (Gellisen,
Hennecke, y Spindler 1991; Moon 1988). En esa transicion, algunos de los
aminoacidos son utilizados para la sintesis de glucdgeno, el cual tiende a aumentar
en funcién del aumento de los niveles de amino acidos libres disponibles en
hepatopancreas. Si el aumento de los niveles de amonio y nitrito promueven la
formacion de acido Urico como via de proteccion contra el amonio en exceso, y los
amino &cidos libres también aumentan en baja salinidad, entonces se podria pensar
gue el aumento de los niveles de glucégeno registrados ahora en 25ups con niveles
altos de amonio-nitrito resultaron como consecuencia de un aumento de la actividad
gluconeogénica en el hepatopancreas. Nuevamente es necesario hacer un
seguimiento de la actividad de las enzimas involucradas en el proceso para poder
saber con precision si la sintesis de glucogeno pudiera activar un mecanismo de
proteccién en contra de un exceso de amonio en la hemolinfa. La formacion de

glutamina, también pudiera ser otro mecanismo a explorar en este sentido.

La capacidad osmorreguladora ha sido utilizada como un indicador tanto de estrés
como de las condiciones de cultivo. Aunque los cambios en el crecimiento y la
sobrevivencia son indicadores de estrés también la capacidad osmaética ha sido
considerada como un indicador rapido que permite evaluar la condicién fisiolégica

de los organismos expuestos a un estrés sub-letal (Charmantier, et al., 1994). La



medicion de la capacidad osmorreguladora ha sido utilizada para estudiar los
efectos de la condicién nutricional y de diferentes contaminantes en crustaceos
(Charmantier, et al., 1994; Lignot et al., 1999; Lignot, et al., 1997).

En el presente estudio se observé una reduccion de la capacidad osmorreguladora
de los camarones en funcién a la salinidad y los niveles de amonio-nitrito (Fig. 9),
los cuales fueron mucho mas evidentes en los animales expuestos a 40 y 50 ups.
De acuerdo con Lignot et al. (1999), la capacidad osmorreguladora esta
relacionada con las reservas de substancias osmoéticamente activas que tiene un
organismo para responder a un cambio osmoético externo. Un alto valor de la
capacidad osmorreguladora pudiera significar, que los camarones tienen una alta
concentracion de substancias osmoéticamente activas en comparacion con los que
presentan niveles mas bajos de capacidad osmorreguladora. Es evidente que de los
resultados obtenidos en el presente estudio con salinidades de 40 y 50 , asi como la
combinacién de estas salinidades con niveles bajos y altos de amonio-nitrito
reducen de manera importante la capacidad osmorreguladora de los juveniles de L.

setiferus, haciéndolos mas vulnerables al estrés osmatico.

En los camarones expuestos a altos niveles de amonio-nitrito, se observd que los
animales presentaron una reduccién de la capacidad osmorreguladora con respecto
a los juveniles que se mantuvieron a una mezcla baja de amonio y nitrito (Fig. 9).
Resultados similares han sido obtenidos por Chen et al., (1993) y Chen et al., (1994)
quienes reportaron una reduccion significativa de los niveles de proteinas en sangre
asociadas con un aumento de los niveles de amonio en el medio, los cuales podrian

afectar los mecanismos de regulacién osmotica.



CONCLUSIONES

La densidad de siembra no tuvo un impacto significativo (P > 0.05) sobre el
crecimiento y la sobrevivencia. Solo se observa un efecto significativo (P < 0.05)
cuando interacciona con el recambio de agua. El crecimiento y la sobrevivencia

decrecen conforme se incrementa la densidad de siembra.

El mejor crecimiento se obtiene con una tasa de recambio de agua del 12% d™ con
las diferentes densidades de siembra (50, 150 250 y 350 animales m™) con valores
entre 0.377 a 0.557 mg d* ph, con una sobrevivencia del 71.49 al 90.2 %.

Se concluye que por la tasa de crecimiento, la sobrevivencia, como por el IR la
mejor combinacion para el crecimiento de las postlarvas de L. setiferus se encuentra

entre (50 a 350 ind m?) con una tasa de recambio de 12 % d™.

Se recomienda trabajar con un intervalo de recambio de agua de 6 hasta 12 % d*

con densidad de siembra (50 hasta 350 ind m).

Los parametros fisicoquimicos medidos para determinar la calidad del agua que se
vieron modificados con un incremento en la densidad de siembra y una disminucion
en la tasa de recambio de agua, fueron la salinidad con un intervalo entre 38 a 93
ups, los niveles de amonio con un intervalo 0.04 a 3.10 mg N- NHz L™ y los niveles

de nitrito con un intervalo de 0.04 a 6.19 mg NO, L™,

Se sugiere que la alta mortalidad fue debida a una respuesta de comportamiento al
espacio fisico, al hacinamiento o al canibalismo, ya que no se pudo atribuir a la
densidad de siembra. Se recomienda realizar estudios de ecologia de conducta
para resolver el efecto de la densidad de siembra en la mortalidad de los camarones

en cultivo.

Se concluye que aunque L. vannamei siga siendo la especie preferida para la
acuacultura, L. setiferus puede ser una alternativa viable para el cultivo intensivo,

haciéndolo posible con méas evaluaciones sobre su manejo.

El metabolismo respiratorio de las postlarvas fue afectado por la salinidad y las

concentraciones de amonio-nitritos, como un reflejo del aumento de la excrecion



amoniacal, produciendo valores de la razén O:N directamente relacionados con el
catabolismo de proteinas. Sin embargo en los juveniles, a pesar de resultar afectada
la excreciébn amoniacal, esto no se vio reflejado en la tasa respiratoria de los
organismos. En estos ultimos, las reservas de glucégeno si resultaron afectadas por
la salinidad en presencia de altas dosis de amonio y nitritos, asi como la capacidad
osmorreguladora, ambos procesos que deberan ser estudiados a profundidad con el
fin de establecer los mecanismos que son alterados en presencia de estas

condiciones experimentales.
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