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12.1. Introduccion

El suministro de nitrdgeno en exceso respecto a la capacidad asimilativa de los estanques
de cultivo o de los cuerpos de agua costeros provoca un deterioro de la calidad del agua, ello a
través de la acumulacién de compuestos nitrogenados como el amonio, nitritos y nitratos, los
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cuales son toxicos para la biota. La toxicidad de los compuestos del nitrdgeno en algas,
zooplancton, peces y crustaceos es un fendmeno que ha sido tratado por numerosos
investigadores (e.g. Randall y Wright, 1987; Niederlehner y Cairns, 1990; y referencias dadas
en estos articulos y en el presente capitulo).

De los tres compuestos mas estudiados, nitritos, nitratos y amonio, el que ha llamado mas
la atencién es amonio, el cual sobresale por ser generalmente el mas téxico y el que se
encuentra frecuentemente en mayor concentracion en las aguas de desecho tanto domésticas,
industriales y de la acuicultura. EI amonio, es uno de las sustancias quimicas industriales y
agricolas mas utilizadas, y no es sorprendente que sea considerado comunmente un
contaminante acuatico. En adicion a su presencia en el agua como un producto natural del
metabolismo de las proteinas de los organismos acuaticos, el amonio es frecuentemente
descargado a través de los efluentes municipales, efluentes industriales y en la agricultura.

Tanto el amonio, los nitratos y nitritos ocurren naturalmente en las aguas marinas y
continentales. Mucho del nitrato resulta de la nitrificacion, proceso por el cual el amonio
producido durante la descomposicion bacteriana y la excrecién animal es primeramente
convertido a nitritos y subsecuentemente a nitratos por las bacterias aerdbicas autotroficas. Al
igual que el amonio, los nitratos y nitritos estan también presentes como consecuencia de los
escurrimientos terrestres, las descargas municipales, ciertas industrias y las actividades
agricolas.

Las concentraciones de amonio, nitritos y nitratos que resultan de las descargas puntuales y
no-puntuales son algunas veces elevadas, de manera tal que provocan efectos agudos y/o
subletoles sobre los organismos que habitan en las aguas receptoras o en estanques de
cultivo que son alimentados con aguas que reciben tales descargas. Debido a que los
compuestos del nitrdgeno (amonio, nitritos y nitratos) son omnipresentes y téxicos, las
consecuencias adversas potenciales a largo y mediano plazo, y exposiciones a bajos niveles
son de interés conocerlas. La mayoria de la informacién sobre la toxicidad de los compuestos
del nitrégeno tradicionalmente se ha centrado en los peces, sin embargo, recientemente, se
han estudiado los efectos en crustaceos incluidos los camarones. En este capitulo se presenta
una revision sobre los aspectos mas sobresalientes de la toxicidad de los compuestos del
nitrégeno en los camarones con un especial énfasis hacia las especies de importancia para la
camaronicultura en el noroeste de México.

12.2. Equilibrio quimico y toxicidad del amonio

La toxicidad del amonio en los organismos acuaticos se ha atribuido a la especie quimica
NHs (amoniaco o amonio no-ionizado) mientras que la especie quimica NH," (i6n amonio o
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amonio ionizado) se considera no téxica o significativamente menos téxica (Emerson et al.,
1975). Los métodos analiticos tradicionales no permiten medir por separado a las dos especies
quimicas del amonio, en contraste existen varias técnicas analiticas para la determinacion de
la concentracion total de amonio en soluciones acuosas (e.g. Strickland y Parsons, 1972;
Grassoff et al., 1983) y el porcentaje de amonio total como NH; puede solamente ser
determinado por calculos a partir del equilibrio amonio-agua.

En soluciones acuosas el amonio no ionizado existe en equilibrio con el ibn amonio y el
hidroxilo, la ecuacién de este equilibrio ha sido descrita como sigue (Thurston et al., 1981):

NH;s (g) + nH20 (1) ----- > NHs. nH20 (ac.) ----> NH4+ + OH + (n-1)H:0 (1)

La molécula del amoniaco NH; disuelto existe en forma hidratada, i.e. se une mediante
puentes de hidrégeno al menos a tres moléculas de agua. Por conveniencia el amonio no-
ionizado se representa simplemente como NHs y la forma ionizada como NH,", el amonio total
se refiere a la suma de estas dos especies (NH; + NH;").

Otra manera de representar resumidamente el equilibrio del amonio es la siguiente (Millero,
1996):

Donde la constante de equilibrio queda representada por la expresion:

Ka = (NHz)(H")/(NH.")

a partir de esta expresiéon se tiene que las concentraciones relativas de las especies del
amonio son dependientes del pH. En realidad la concentracién relativa de las dos especies
depende de un gran numero de factores; en adicion a la concentracion del amonio total, entre
los mas importantes esta el pH y la temperatura. La fuerza iénica es otro factor de peso
importante que influye significativamente en la proporcién relativa de las dos especies del
amonio. De manera resumida las dificultades para calcular el porcentaje y la concentracion de
las especies del amonio se relacionan con la evaluacion correcta de la constante de ionizacion
(pKa=-log Ka ) o constante de disociacién acida del ion NH,4".

Emerson et al., (1975) presentan tabulados los pK, para diferentes temperaturas y también
los porcentajes de NH; en soluciones acuosas para diferentes intervalos de pH sin considerar

255



Camaronicultura y Medio Ambiente

la salinidad, o sea estos pK, se aplican para las aguas dulces. Bower y Bidwell (1978)
presentan los pK, y los porcentajes de amonio no-ionizado para diferentes intervalos de
temperatura y pH para salinidades de 18 a 40 partes por mil. Soderberg y Meade (1991)
presentan una expresion para calcular el pK, y la fraccion de amonio no ionizado para aguas
diluidas con una fuerza iénica menor que 0.1 M, i.e. aguas dulces cuya salinidad es inferior a 5
partes por mil.

Millero (1996) presenta una expresion para calcular la constante de disociacion en funcion
de la temperatura y la salinidad como sigue:

Ln KNH4" = 6285.33/T + 0.0001635T — 0.25444 + (0.46532-123.7184/T)S +(- 0.01992 + 3.17556/T)S

Donde T es la temperatura en K y S la salinidad en ups. Esta expresion se propone para
aplicarla en el agua de mar, sin embargo, no se sefiala para que intervalo es adecuada. A
partir de lo anterior es claro que para los valores de pH mas comunmente encontrado en las
aguas naturales (6.5-9.0), el equilibrio favorece la forma ionizada del amonio. En pH elevados
(>9.0) se favorece la predominancia de la forma del amonio no-ionizada. Por ejemplo, para un
agua de mar tipica de 35 ups, con un pH de 8.1 y a una temperatura de 25°C se tiene un pKa
de 9.5 y un porcentaje de amonio ionizado del 95%, mientras que de la forma no-ionizada que
viene a ser la mas téxica, un 5%.

La toxicidad del amonio no-ionizado se puede concluir que es funcion principalmente del
pH, temperatura, alcalinidad, salinidad y obviamente de la concentracion total del amonio
medido en la superficie de las branquias de los organismos expuestos. EI amonio es mas
toxico para los organismos a pH y temperaturas elevadas, debido a que el equilibrio de
disociacién se desplaza hacia la forma téxica no-ionizada NHs;. Finalmente, es importante
sefialar que el riesgo a pH elevados y del amonio no-ionizado es mayor en aguas pobremente
“buferizadas” o “amortiguadas” al final de la tarde, que es cuando el balance de la respiracion-
fotosintesis acoplado con el sistema carbonatos produce los pH mas criticos.

12.3. Excrecion del amonio en crustaceos

De acuerdo con Audesirk y Audesirk (1996) las células vivas se han asemejan con
pequenas fabricas que requieren una entrada constante de materias primas y generan
productos de desecho, algunos de los cuales son toxicos si se encuentran en concentraciones
elevadas, por lo cual deben ser excretados. La excrecion se define como la eliminacién de
sustancias de desecho corporales, la cual dependiendo de las especies puede ocurrir por el
sistema digestivo, glandulas de la piel, sistema urinario y pulmones. Aunque una gran variedad
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de tejidos y 6rganos contribuyen a la excrecion de desechos metabdlicos en crustaceos, los
organos primarios de la produccion de orina son las glandulas antenales y maxilares (Parry,
1960; McLaughlin, 1983).

Claybrook (1983), comenta que para un mejor entendimiento de la biologia de los
crustaceos es esencial un detallado conocimiento de los constituyentes nitrogenados, de las
rutas metabdlicas y de los mecanismos reguladores que controlan su cantidad y distribucion.
Los compuestos nitrogenados (acido nucleicos, aminoacidos, enzimas y proteinas, purinas y
pirimidinas, coenzimas e innumerables intermediarios metabdlicos) son algunos de los
principales reguladores de la capacidad genética, control metabdlico y transferencia de
energia, lo que repercute en la nutricion, crecimiento, desarrollo genético y ajustes fisiolégicos
a diversas variables endogenas y exdgenas de los crustaceos.

Generalmente, la captura de amonio es considerada la fuente primaria de nitrégeno para la
sintesis de aminoacidos no esenciales en animales, donde el glutamato funciona como el
donador del grupo amino en los procesos de transaminacion (Leninher, 1975). El catabolismo
de aminoacidos y proteinas puede servir como una fuente significativa de energia metabdlica,
ya que estas sustancias son los principales constituyentes de los tejidos de crustaceos
(Claybrook, 1983). Sin embargo, los productos finales del metabolismo del nitrégeno y de la
descomposicion de tejidos deben ser eliminados conforme son producidos, ya que usualmente
son toxicos en cualquier cantidad (Parry, 1960). La formacién de amonio es considerada como
el sistema mas primitivo para la excrecién de nitrégeno y la menos cara con respecto al gasto
de energia (Forster y Goldstein, 1969).

En crustaceos, como en otros organismos, el amonio es el principal producto nitrogenado
de desecho, pero la urea y el acido urico son detectables en la mayoria de los casos (Regnault,
1987; Dall et al., 1990). Cockcroft y McLachlan (1987) al medir el nitrégeno total excretado por
el decapodo Macropetasma africanus, observaron que el amonio varié entre el 85y 93%, urea
del 2 al 4 % y aminoacidos del 5 al 13% del total del nitrégeno excretado. Por esta razon los
crustaceos como grupo, pueden ser llamados amoniotélicos (Parry, 1960; Regnault, 1987). Sin
embargo, el amonio no es el principal producto de desecho en todos los organismos. En la
Tabla 12.1 se presentan la clasificacion general de los animales tomando en cuenta sus
principales productos de desecho nitrogenados (Campbell, 1973).

En el cangrejo Carcinus maenas, la cantidad de amonio excretado varia de acuerdo con un
numero de factores internos y externos, tales como la dieta, heridas, muda, entorno, salinidad,
temperatura y proximidad de otros animales (Needham, 1957). De acuerdo con Parry (1960),
la excrecién de amonio no parece ser una funcion importante de las glandulas excretoras en
los crustaceos (maximilar en la clase Entomostraca, antenal en Malacostraca), ya que la orina
de la mayoria de las especies contiene solamente pequenas cantidades de amonio, urea y
acido urico o aminas, insuficiente para explicar el balance metabdlico del nitrégeno.
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Tabla 12.1. Principales productos nitrogenados excretados por los organismos (Modificado de
Campbell, 1973).

Forma Principal producto Ejemplos

excretado
Amoniotelismo (acuaticos) NH," Invertebrados y peces
Amoniotelismo (terrestres NH; Isdpodos terrestres
Ureatelismo Urea Planaria, mamiferos
Amoniotelismo-ureatelismo NH,"-Urea Gusanos terrestres
Uricotelismo Acido Urico Gasteropodos. Insectos, reptiles, aves
Ureatelismo-Uricotelismo Urea — Acido urico Quelonios, reptiles
Amoniotelismo-Uricotelismo NH," - Acido drico Cocodrilos
Guanotelismo Guanina Aracnidos, escorpiones

Boivin (1929) notd por primera vez la incapacidad de la glandula antenal para la excrecion
del nitrogeno. Este mismo autor observo que el cangrejo Maja sp. con un peso de 1000-1500 g
excretaba en la orina solamente de 1 a 2 g de nitrégeno en 24 hr, lo cual era insuficiente para
un animal de ese tamafo. Krogh (1939) y Parry (1960) concluyeron que todo el nitrégeno de
desecho no era eliminado por la glandula antenal y que el epitelio permeable de las branquias
debia ser el principal sitio de excrecion.

Dall et al. (1990) expresaron que las glandulas antenales son érganos para la regulacion
idnica y que cantidades muy pequefias de sustancias nitrogenadas son incluidas en su
secrecion. Raghavaiah et al. (1980) y Kormanik y Cameron (1981) encontraron que el amonio
es excretado via branquias, pero todavia no ha sido resuelto si es por simple difusién o por un
mecanismo activo de intercambio de NH,/Na" a través del epitelio permeable de las branquias
(Regnault, 1987).

En la Fig. 12.1 se presentan los procesos incluidos en la eliminacién (excrecion) del amonio.
La hemolinfa, ademas de distribuir nutrientes y oxigeno a las células, es la encargada de
transportar los productos de desecho celulares (amonio) a las branquias; y es en la membrana
basolateral de esta ultima, donde inicia la excreciéon del amonio. Debido a que las
concentraciones de amonio son mayores en la hemolinfa que en el interior de la célula
branquial, este proceso se lleva a cabo a través de un mecanismo pasivo, y en el momento en
que la molécula del amonio debe ser expulsada al medio acuatico, se requiere de un
mecanismo de transporte activo (intercambio catiénico: Na’/NH,") donde la enzima ATPasa es
la encargada de acelerar este proceso. Posteriormente, el i6n Na" es transportado a partir del
borde apical al basolateral, y este lado, aparentemente requiere de otro transporte activo para
expulsar el Na" a la hemolinfa.
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Figura 12.1 Procesos incluidos en la excrecion de amonio en las células de las branquias de
los crustaceos (“J Energia).

La compensacion de la salida de NH;" por una entrada equivalente de Na" fue verificada en
el cangrejo Callinectes sapidus (Pressley et al., 1981) y en el langostino Macrobrachium
rosenbergii (Armstrong et al., 1981), donde la excrecion de amonio es consumada a través de
las branquias, siendo los tres pares posteriores, al menos en esos organismos, los que hacen
la mayor contribucién (Pequeux y Gilles, 1981); y como en los peces, este intercambio iénico
requiere de la enzima Na/K-ATPasa como el compuesto acarreador (Towle et al., 1976).

Por otro lado, la excrecién de amonio en crustaceos depende de varios factores que incluye
a la salinidad, temperatura, el ciclo de muda, el nivel nutricional y el control endocrino, a
continuacién se discuten por separado cada uno de ellos. Es importante sefialar que esto ha
sido estudiado en diferentes crustaceos, mas no en los camarones de interés comercial de la
region noroeste de México, sin embargo, se puede asumir en principio que los procesos que
ocurren entre las especies son comparables.
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12.3.1. Influencia de la salinidad y la temperatura

Algunos investigadores como Magnum et al. (1976) y Claybrook (1983) han observado un
incremento en la tasa de excrecién de amonio de crustaceos al transferirlos a un medio diluido,
donde el contenido de aminoacidos libres decaia. Esto puede deberse al intercambio de NH,"
por Na“ del medio, y/o por un incremento en el catabolismo de aminoacidos u otros
compuestos nitrogenados incluidos en la regulacion osmotica (Emerson, 1969).
Krishnamoorthy y Srihari (1973) expresaron que la enzima glutaminasa suministra iones NH,"
para intercambiar iones Na" del medio ambiente.

Siebers et al. (1972) al transferir al cangrejo Carcinus maenas de 11 a 38 °/o, encontraron
que el contenido de aminoacidos libres sufrié un gran incremento dentro de las primeras 12 hr,
seguido por un aumento gradual del 60% dentro de los primeros 10 dias. Sin embargo, estos
autores y Gilles (1975) observaron un decremento en las proteinas de la hemolinfa, sugiriendo
que la hidrdlisis de las proteinas de la hemolinfa provee aminoacidos libres para incrementar la
osmolaridad de los fluidos extracelulares.

De acuerdo con Regnault (1987), la tasa de excrecion de amonio generalmente se
incrementa cuando la temperatura aumenta, sin embargo la relacion entre la tasa de excrecion
y la temperatura difiere segun la especie y el intervalo de temperatura considerado.

12.3.2. Influencia del ciclo de muda

La excrecion de amonio presenta un patrén ciclico durante el ciclo de muda (Regnault,
1987). En Crangon crangon la excrecion fue minima antes de la ecdysis, y maxima
inmediatamente después (Regnault, 1979). Las variaciones en la tasa de excrecion a través
del ciclo de muda pueden estar directamente relacionadas con las perturbaciones del
metabolismo del nitrégeno en varios tejidos como el musculo, el hepatopancreas y el
integumento (Regnault, 1987). Sin embargo, Chang (1996) observé que en la fase postmuda,
los peneidos reducen al maximo su tasa de excrecion, esto con el fin de evitar la pérdida de
agua en esa fase, ya que esa agua sera reemplazada por tejido, contribuyendo a un mejor
crecimiento del crustaceo.

12.3.3. Influencia del nivel nutricional

De acuerdo con Regnault (1987) el efecto del ayuno sobre la tasa de excrecion ha sido
estudiado en varias especies. El primer efecto observado durante las primeras 24 hr de ayuno
fue un decremento general en la tasa de excrecion de amonio. Needham (1957) con Carcinus
maenas y Regnault (1981) con Crangon crangon, notaron que después de un decremento
temporal, la tasa de excrecién incrementd y se mantuvo mas alta que la tasa de excrecién de
los organismos alimentados, manteniéndose esta nueva tasa por varias semanas; por lo tanto,
los cambios en la tasa de excrecion con el ayuno son dependientes de las reservas del cuerpo
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que los organismos metabolizan para su gasto de energia.

Por otro lado, la cantidad de amonio excretada por los camarones esta determinada en
funcién directa con la cantidad de proteina contenida en el alimento. Rosas et al. (1996)
midieron la cantidad de amonio excretado en postlarvas de P. setiferus, P. schmitti, P.
duorarum y P. notialis alimentadas con diferentes cantidades de proteinas en el alimento y
observaron que la excrecién de amonio se incrementé conforme aumentaba la cantidad de
proteina ingerida en el alimento. Posteriormente, Shishehchian et al. (1999) al alimentar a
postlarvas de P. monodon con diferentes dietas, encontraron una mayor cantidad de amonio
excretado en aquellos organismos alimentados con dietas artificiales que con dietas naturales
(rotiferos, zooplancton, oligoquetos, etc.). Por lo anterior, se deduce que la comida natural
juega un papel muy importante en los estanques de cultivo de camaron, por lo que un balance
adecuado entre el alimento artificial y el natural puede ser mas eficiente para un mejor
crecimiento de los peneidos y regular la calidad del agua, y con esto evitar los efectos toxicos
del amonio.

12.3.4. Influencia del control neuro-endocrino

Algunas hormonas secretadas por los pedunculos oculares de decapodos regulan diversos
procesos fisioldgicos (Anantha-Raman et al., 1981). Con base en lo anterior, Raghavaiah et al.
(1980) en un experimento con el decapodo Oziotelphusa senex, al extirparle los pedunculos
oculares notaron dos efectos: (1) un incremento en la tasa de eliminacion del nitrégeno no
proteico como resultado de un aumento del metabolismo; por lo tanto, estos organos
normalmente secretan, durante el estadio de intermuda, uno o mas factores que inhiben el
catabolismo de componentes nitrogenados de los tejidos. (2) Un incremento en la tasa de
eliminacion de amonio. La mayoria del amonio eliminado es probablemente derivado de la
desaminacion de aminoacidos y de la hidrdlisis de los grupos aminos de la glutamina vy
asparagina, infiriendo estos autores que los pedunculos oculares inhiben estos procesos.
Anantha-Raman et al. (1981) observaron el mismo fendmeno en Macrobrachium lanchesteri
por lo que se puede esperar que suceda lo mismo con otros crustaceos incluidos los
camarones.

Posteriormente, Ramamurthi et al. (1982), continuando con el experimento anterior,
encontraron cambios en la actividad de las enzimas que liberan amonio (glutaminasa y
asparaginasa) por hidrdlisis u oxidacion de aminoacidos, concluyendo estos autores que el
sistema neuro-endocrino de los pedunculos oculares actua para prevenir la pérdida de
nitrégeno durante el estadio de intermuda.
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12.4. Toxicidad del amonio en diferentes estadios de los peneidos

El entendimiento de la accion fisiolégica de un toxico es la clave para predecir importantes
efectos subletales. El conocimiento de su modo de accion podria ayudar a prevenir
conclusiones incorrectas acerca de la toxicidad del compuesto (Sprague, 1971). En la
acuicultura, la toxicidad de los compuestos del nitrégeno excretado, es el parametro mas
limitante, una vez que los niveles de oxigeno son mantenidos adecuadamente (Colt y
Armstrong, 1981).

La mayor fuente de compuestos del nitrdgeno en sistemas de cultivo proviene del
metabolismo de las proteinas contenidas en el alimento (Colt y Armstrong, 1981). Por otro
lado, el amonio es el principal producto de desecho del catabolismo de las proteinas de peces,
crustaceos (Dall et al, 1990) y moluscos (Campbell, 1973). Por esto, los problemas de
toxicidad pueden ocurrir en todos los tipos de sistemas de cultivo.

Como se sefald en el inicio En el agua, el amonio esta comprendido de una forma no
ionizada (NHs) y otra ionizada (NH4"), siendo el primero mas téxico debido a su habilidad para
difundirse rapidamente a través de la membrana celular (Fromm y Guillette, 1968), mientras
que el segundo es considerado menos téxico (Tabata, 1962). Esto se debe a que el NH; es
lipofilico y el NH," lipofébico (Kormanik y Cameron, 1981). Chen y Chin (1989) demostraron
que la toxicidad del amonio se incrementa conforme aumenta la proporcion de NH; en una
soluciéon dada. EI mecanismo mas directo de toxicidad letal parece ser el deterioro del
metabolismo de la energia cerebral debido al elevado gasto de compuestos de energia en el
cerebro (Smart, 1978).

12.4.1. Efectos a nivel celular

El NH; liberado desde el medio circundante a la hemolinfa o el que se genera a partir de la
produccién metabdlica, es convertido a NH," con la liberacion de OH". Esto quizas provoca un
aumento del pH intracelular afectando las reacciones enzimaticas y la estabilidad de la
membrana (Campbell, 1973). Ademas, altas concentraciones de NH," provocan una reaccion
inversa de la enzima glutamato-deshidrogenasa, retirando cetoglutarato del ciclo de Kreb’s,
decreciendo la cantidad de NADH disponible para la oxidacion (Campbell, 1973). Por lo tanto,
el aumento en la concentracién de glutamato podria servir para disminuir la concentracion
celular de ATP debido al incremento en la conversion de glutamato a glutamina (Colt y
Armstrong, 1981) y disminuir la cantidad de energia para cualquier proceso fisiolégico (e.g.
reproduccion, crecimiento, osmoregulacion).

12.4.2. Efectos sobre la excrecién de nitrégeno
Conforme el nivel de amonio en el agua aumenta, la excrecién de amonio de la mayoria de
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los animales acuaticos decrece y el nivel de amonio en la hemolinfa y tejidos aumenta. Este
incremento puede tener serios efectos sobre la fisiologia del animal a nivel celular, de érganos
y sistemas (Colt y Armstrong, 1981). Por lo tanto, al volverse dificil la excrecién, la primera
reaccion del organismo puede ser el cese y/o reduccion de la alimentacion, lo cual reduce la
formacion de amonio metabdlico. Por lo anterior, uno de los principales efectos subletales del
amonio es la reduccion en la tasa de crecimiento (Colt y Armstrong, 1981), lo cual tendria
graves efectos en los sistemas de cultivo camaronicolas.

Chen y Nan (1993) concluyeron que en Penaeus chinensis la tasa de excrecién de amonio
fue mayor en los organismos expuestos a 5 mg/L amonio-N que en los controles (aquellos que
no tenian amonio en la solucion), sugiriendo que el organismo podria mejorar la actividad de la
ATPasa y gastar energia extra para prevenir la captura de amonio y consume menos alimento
para evitar la produccion de éste. Chen y Kou (1993) en un experimento con Penaeus
monodon, indicaron que las concentraciones de NHs; y NH," afectan la acumulacion de amonio
en la hemolinfa de los camarones. Chen y Lin (1991) determinaron que la excreciéon de amonio
en P. chinensis fue reducida cuando este compuesto en el ambiente excedié 10 mg/L. Esto
sugiere que cuando el camarén es expuesto a mas de 10 mg/L de amonio-N, la difusion de
NH; de la hemolinfa al agua es invertida, y una vez que el organismo acumula arriba de 20
mg/L en la hemolinfa, este finalmente muere (Chen y Kou, 1993).

12.4.3. Efectos sobre la osmoregulacion

Niveles altos de amonio pueden afectar la osmoregulacion de especies acuaticas,
incrementando la permeabilidad del animal, y por lo tanto, reduciendo la concentracion idnica
de la hemolinfa (osmolaridad) (Lloyd y Orr, 1969; Chen y Chen 1996). Por otro lado, la adicion
de iones NH," al medio externo resulta en la inhibicién de la absorcién de Na* (Magnum et al.,
1976) y siendo este el cation mas abundante de la hemolinfa, se reduce su osmolaridad (Chen
y Chen, 1996). Chen et al. (1994) observaron que los aminoacidos taurina y glutamina, asi
como la urea, son los principales constituyentes organicos que actuan como osmoreguladores
cuando P. japonicus es expuesto a amonio, y de esta manera aumenta la osmolaridad de la
hemolinfa; aunque la captura/entrada de amonio puede afectar el metabolismo de las
proteinas de la hemolinfa.

La Na/K-ATPasa, la cual juega un papel en la regulacion idnica y en la excrecién de amonio
(Chen y Nan, 1993), es la enzima especifica que se requiere para el intercambio activo
Na’/NH4". Varios estudios han descrito la presencia de Na/K-ATPasa en las branquias de
crustaceos, las cuales son el principal sitio de la absorcién de sales (Towle, 1981). Chen y Nan
(1993), en un estudio con Penaeus chinensis determinaron que los camarones expuestos a 5
mg/L de amonio-N, tuvieron una actividad mayor de esa enzima que los controles, mientras
que a 10 y 20 mg/L la actividad fue menor. Estos autores concluyeron que cuando el
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organismo es expuesto a una baja concentracion, se incrementa su metabolismo para hacer
frente a esa situacion, y el incremento en la actividad de la enzima se debe a una continua
difusién de NH; o NH,;" de la hemolinfa al medio ambiente y ocurre un intercambio de
Na'/NH4". Mientras que el decremento en la actividad de dicha enzima a mayor concentracion
sugiere que un flujo inverso tiene lugar.

12.4.4. Efectos sobre el transporte de oxigeno

De acuerdo con Colt y Armstrong (1981), el amonio puede tener varios efectos sobre la
habilidad de las especies acuaticas para transportar O, a los tejidos. Estos efectos incluye
danos a las branquias, reduccidon de la capacidad de la sangre para transportario a
consecuencia de cambios en el pH, un incremento en la demanda de oxigeno y dafos
histolégicos a las células rojas y 6rganos que las producen.

Aunado a esto, la toxicidad del amonio puede aumentar a bajas concentraciones de O..
Allan et al. (1990) encontraron que a 1.6 mg/L NH;-N y 2.3 mg/L de O,, Penaeus monodon
tuvo una mortalidad del 90% en 96 hr de exposicidon; mientras que en ese mismo tiempo y esa
misma concentracion, pero con nivel de O, de 5.7 mg/L, la mortalidad fue del 33%. Esto ha
sido atribuido a un incremento en la captura de amonio como consecuencia de un incremento
en la tasa de ventilaciéon de las branquias para prevenir la hipoxia (Allan et al., 1990). Alcaraz et
al. (1999a) al someter postlarvas de P. setiferus a 0.7 mg/L de NHs, observaron severos
efectos sobre la tasa respiratoria, siendo letal a bajas concentraciones de oxigeno disuelto.

12.4.5. Pruebas de toxicidad aguda en crustaceos

Por lo anterior, el conocimiento del efecto tdxico de las substancias quimicas sobre la biota
acuatica es especialmente importante cuando se trata de preservar a las especies y los
ecosistemas (Espina y Vanegas, 1996) y para poder evaluar el nivel de riesgo para el
ecosistema son necesarias evidencias tanto biolégicas como quimicas y toxicoldgicas (Cairns y
Pratt, 1989), que se puedan obtener directamente mediante pruebas ecotoxicolégicas. Una
prueba de toxicidad acuatica es un procedimiento mediante el cual se usan las respuestas de
los organismos acuaticos para detectar y cuantificar la presencia y/o el efecto de una o mas
substancias, desechos o factores ambientales solos o en combinacién sobre un organismo
determinado. De acuerdo con APHA-AWWA-WPCF (1989) las pruebas de toxicidad son utiles
para una variedad de propdsitos que se refieren a la deteccion de:

o La adaptacioén de la vida acuatica a las condiciones ambientales

e Factores ambientales favorables y/o desfavorables

e Los efectos de factores ambientales sobre el grado de toxicidad de substancias de
desecho
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o Latoxicidad de substancias de desecho sobre los organismos de prueba
o La sensibilidad relativa de los organismos acuaticos a un efluente o téxico en particdar
e El tipo, el grado y la duracion del tratamiento para el control de la contaminacion de las

aguas

e Las tasas de descarga de efluentes permitidos.

Tabla 12.2. Valores de LCsy (mg/l) de N-amonio para algunas especies de peneidos a

diferentes estadios.

Especie LCso Referencia
24hr  48hr 96 hr

P. indicus (mysis) 46.01 Jayasankar y Muthu /1983a)
P. paulensis (PL1) 2419  8.59 5.49 Ostrensky y Wasielesky (1995)
Metapenaeus ensis (PL1) 30.3 16.7 Chen et al. (1991)
P. monodon (PL6) 52.1 27.7 11.5 Chiny Chen (1987)
L. vannamei (PL12) 17.9 12.5 12.2  Frias-Espericueta et al. (2000)
P. japonicus (PL12) 53.4 33.8 28.9 Chen et al. (1989)
P. setiferus (PL25) 11.5 9.4 Alcaraz et al. (1999b)
P. semisulcatus (juvenil, 0.3-2.4 g) 23.7 Wajsbrot et al. (1990)
P. chinensis (juvenil, 0.36 g) 79.9 51.1 35.1  Chen et al. (1990a)
L. vannamei (juvenil, 0.99 g) 1134 925 65.2 Frias-Espericueta et al. (1999)
M. macleayi (juvenil, 2 g) 26.3 Allan et al. (1990)
P. monodon (juvenil, 2.2 g) 37.7 Allan et al. (1990)
L. vannamei (juvenil, 3.8 g) 110.6  70.9 Frias-Espericueta et al. (1999)
P. monodon (juvenil, 4.87 g) 97.7 88 42.6 Chen et al. (1990Db)
P. paulensis (juvenil 5.4 g) 51.8 43.1 38.7 Ostrensky y Wasielesky (1995)

En la Tabla 12.2 se presentan los valores de las LCsy de N-amonio (nitrégeno como
amonio) para diferentes especies de camarones en diferentes estadios, desde el larvario hasta
la talla juvenil. Claramente se aprecia que los juveniles poseen una mayor resistencia al toxico
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que los estadios tempranos y que la tolerancia al amonio varia de especie a especie.

Uno de los objetivos de las pruebas de toxicidad aguda es la de determinar la sensibilidad y
la potencialidad de las diversas sustancias quimicas en las especies acuaticas, y con base en
estos resultados, obtener concentraciones “seguras” bajo condiciones continuas de exposicion
al toxico, utilizando los valores de las LCsg y factores de aplicacion (Sprague, 1969; 1971; Chen
et al., 1990a; 1990b; Frias-Espericueta et al., 1999; 2000). Dicho valor obtenido, no debera
provocar efecto adverso alguno sobre cualquier proceso fisiologico de las poblaciones
expuestas, i.e. sobre el crecimiento, respiracion, reproduccion y enfermedades (Buikema et al.,
1982; Frias-Espericueta et al., 1999).

Con base en los resultados obtenidos por Frias-Espericueta et al. (1999, 2000) en
postlarvas y juveniles de Litopenaeus vannamei, se concluyd que es importante monitorear
continuamente los niveles de amonio en las aguas de cultivo de esta especie, y dichos valores
no deben ser mayores a 1.2 y 6.5 mg/L para postlarvas y juveniles, respectivamente, y de esta
formar evitar los efectos téxicos que este compuesto produce y obtener asi mejores resultados
en el cultivo de esta especie.

Aunque no existe una relaciéon directa entre los resultados de los bioensayos llevados a
cabo bajo condiciones de laboratorio con respecto a las condiciones del campo (estanques
camaronicolas) esta informacion es util para predecir el efecto de los diferentes niveles del
amonio y otros compuestos nitrogenados, lo cual resulta de gran importancia para determinar
la maxima concentracién que puede ser alcanzada en los estanques de cultivo sin ningun
efecto deletéreo sobre la salud de los peneidos y la produccion del estanque (Alcaraz et al.,
1999Db).

12.5. Toxicidad de los nitritos y nitratos en postlarvas y juveniles de
peneidos

De acuerdo con Colt y Armstrong (1981), tanto el amonio como el nitrito pueden estar
presentes en los sistemas de cultivo a niveles toxicos; al igual que el amonio, el nitrito
recientemente ha llamado la atencidon como contaminante en los sistemas acuaticos (Russo et
al., 1981), puesto que como un producto intermediario durante la nitrificacion, puede estar
presente a altas concentraciones en los sistemas de cultivo camaronicolas, atiin con recambios
de agua frecuentes (Chen y Chen, 1992) e incluso en cuerpos acuaticos que reciben los
efluentes nitrogenados de diversas industrias, debido a un desbalance entre las poblaciones
de bacterias encargadas de los procesos de nitrificacion y denitrificacion (Cheng y Chen,
1998). Entre los principales efectos toxicos del NO, sobresalen aquellos que tienen una
relacion directa sobre el transporte del oxigeno, oxidacién de importantes compuestos y dafios
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a los tejidos. Jensen (1990) al someter al crustaceo Astacus astacus a diferentes
concentraciones de NO;, observd que éste era rapidamente acumulado en sus
compartimentos extracelulares provocando un incremento en el pH (“alcalosis”) de la
hemolinfa, originado por el incremento en la concentracion de CO,, el cual es convertido a
HCO;. Sin embargo, Chen y Cheng (1996) observaron que el pH de la hemolinfa de P.
Japonicus (juveniles) disminuye al incrementar la concentracion de NO, en el ambiente. Estos
autores explicaron que la formacion de HNO, es el responsable de este fenédmeno. Empero,
tanto el aumento como la disminucion del pH de la hemolinfa, alteran la actividad de varias
enzimas, interrumpiendo algunos procesos fisiologicos de los camarones.

Tabla 12.3 Valores de LCsy (mg/L) de N-nitritos para algunas especies de peneidos a
diferentes estadios.

Especie LCso Referencia
48 hr 96 hr

P. indicus (zoea) 15.37 Jayasankar y Muthu (1983b)
Metapenaeus ensis (mysis) 20.67 Chen y Nan (1991)
Macrobrachium rosenberqgii (larva) 27.7 11.5 Armstrong et al. (1976)
Macrobrachium rosenberqgii (larva) 12.5 12.2 Cheny Lee (1997)
Metapenaeus ensis (PL1) 33.8 28.9 Chen y Nan (1991)
P. paulensis (PL1) 9.4 Ostrensky y Poersch (1992)
P. japonicus (PL2) 23.7 Cheny Tu (1990)
P. monodon (PL6) 51.1 35.1 Chen y Chin (1988)
P. japonicus (PL12) 92.5 65.2 Lin et al. (1993)
P. setiferus (PL25) 26.3  Alcaraz et al. (1999b)
P. chinensis (juveniles) 37.7 Chen et al. (1990a)
P. monodon (adolecentes) 88 42.6 Chen et al. (1990b)

Los crustaceos contienen hemocianina en lugar de hemoglobina (pigmento respiratorio de
los peces) la cual cambia a metahemoglobina en presencia del nitrito y provoca hipoxia y
cianosis. De acuerdo con Wickins (1976), esta misma reaccion pudiera ocurrir en la
hemocianina de los camarones. En la hemocianina, cada sitio de union con el O, contiene dos
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atomos de cobre (Cu' Cu', conocida como deoxihemocianina) la cual cambia su estado de
oxidacion cuando se le une el O, (CuII cu", conocida como oxihemocianina) (Chen y Cheng,
1995). De esta manera, la hemocianina sufre una reaccion de oxido-reduccion en los procesos
de oxigenacion-deoxigenacion, y el NO, puede reaccionar con la hemocianina de los
crustaceos para formar metahemocianina, y asi reducir su afinidad por el O.. Tahon et al.
(1988), demostraron que la reaccién del NO; con la deoxihemocianina es 15 veces mas rapida
gue con la oxihemocianina, lo cual imposibilita la capacidad de la hemolinfa para transportar el
O, incrementandose la pO. (presion parcial del oxigeno) en la hemolinfa (Chen y Cheng,
1996). Chen y Cheng (1995) y Chen y Lee (1997) al someter a Penaeus japonicus y
Macrobrachium rosenbergii, respectivamente, a concentraciones externas de nitritos,
observaron una reduccion en la cantidad de oxihemocianina, lo cual indica un decremento en
la habilidad de la hemocianina para transportar oxigeno.

La presencia de iones de Ca™ y CI en el medio (Russo et al., 1981), pueden reducir la
toxicidad en peces por un factor de 20 a 60. Recientemente, Chen y Lee (1997) observaron
que la toxicidad de los nitritos en el crustaceo Macrobrachium rosenbergii era disminuida al
incrementar la concentracion de CI en el medio, pero en menor proporcién con respecto a
peces. Esto es debido a que estos iones compiten con el NO, por el mismo sitio de transporte
a través de las branquias, y de esta manera reducen la toxicidad (Colt y Armstrong, 1981). Otro
efecto deletéreo no menos importante que los anteriores, es el efecto en la osmoregulacion,
una actividad fisiolégica muy importante de los camarones como L. vannamei y L. stylirostris.
Cheng y Chen (1998) observaron una reduccion en la osmolaridad de la hemolinfa de Penaeus
Japonicus al ser expuesto a nitrito; donde los principales electrolitos (iones) que disminuyeron
su concentracién fueron el ClI' y el Na’, los iones mas abundantes en la hemolinfa de
crustaceos; lo cual puede provocar desajustes en el equilibrio osmético (osmoregulacion) de
dichos organismos.

Wickins (1976) presenta una LCs, para peneidos de 8.5 a 15.4 mg/L NO,. Catedral et al.
(1977) observaron una sobrevivencia del 60% en larvas de Penaeus monodon al ser
sometidas a 15 mg/L de NO,. Chen y Chin (1989) hacen referencia a una mortalidad del 20%
en juveniles de P. monodon (2.5 cm) expuestos a 66.96 mg/L de NO; . Esto demuestra que los
juveniles tienen una mayor tolerancia al nitrito que las larvas y postlarvas. Manthe et al. (1984)
observaron que niveles de 20 mg/L de NO,-N provocaron la mortalidad en el cangrejo
Callinectes sapidus en el estadio intermuda, pero en aquellos que se encontraban en la fase
ecdysis, la mortalidad se presentd a niveles mas bajos (2 mg/L). Por lo anterior, es necesario
estudiar el efecto del nitrito en camarones en la fase ecdysis, ya que en esta fase se
incrementa la demanda metabdlica de energia para satisfacer los diversos procesos
fisiolégicos.

El efecto del nitrito sobre el crecimiento de camarones dulceacuicolas y marinos ha sido
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documentado por Armstrong et al. (1976) y por Wickins (1976); quienes observaron que 1.8 y
6.4 mg/L de NO2-N provoca una reduccién del 35 y 50 % en el crecimiento de larvas de
Macrobrachium rosenbergiiy postlarvas de Penaeus indicus, respectivamente. Posteriormente,
Chen et al. (1990c) determinaron que un nivel de concentracién de 21.38 mg/L de NO»-N
redujo el 50% del crecimiento de P. monodon. Con base en lo anterior, Chen y Chen (1992)
sometieron a juveniles de P. monodon a concentraciones subletales de NO, por un periodo de
80 dias consecutivos y observaron que tanto el peso como la longitud de los organismos
fueron reducidos significativamente (P<0.05) entre los peneidos expuestos a 20 mg/L con
respecto a aquellos que se mantuvieron en el control (sin NO.). Durante los 80 dias de
exposicion, el peso medio final de los camarones mantenidos en el control fue de 4.1 veces
mayor que el peso inicial, mientras que en aquellos mantenidos a 20 mg/L, el crecimiento fue
s6lo de 2.7 veces mayor que el inicial. Ademas, el NO; incrementd la frecuencia de muda en
los juveniles de P. monodon. De acuerdo con Wassenberg y Hill (1984), factores externos
como la luz y la temperatura pueden estimular el sistema nervioso e incrementar la secrecion
hormonal, lo cual podria afectar el ciclo de muda de los crustaceos. Debido a que tanto la
temperatura como el ciclo diurno durante el experimento, fueron similares a los del ambiente
natural, los mecanismos por los cuales el NO, estimula la frecuencia de la muda en Penaeus
monodon, requiere de futuras investigaciones (Chen y Chen, 1992).

Con respecto a los nitratos, el producto final de la nitrificacion aerébica (Pierce y Weeks,
1993), estos son los compuestos nitrogenados inorganicos menos toxicos, sin embargo
pueden ser un potencial problema cuando sus niveles aumentan y se acumulan. La toxicidad
de estos compuestos es debido a sus efectos sobre la osmoregulacién y posiblemente sobre el
transporte de oxigeno (Colt y Armstrong, 1981). De acuerdo con Wickins (1976), el valor de la
LCso a 96-hr para organismos acuaticos varia de 1000 a 3000 mg/L de N-NOs".

En sistemas cerrados y semi-cerrados, tales como los sistemas de cultivo, los nitratos
frecuentemente, se hallan presentes en niveles mucho mas elevados que los que se
encuentran en las aguas costeras naturales. El nitrato esta presente en estos sistemas debido
a la nitrificacion y particularmente, en la acuicultura como consecuencia de la adicién de
microalgas que se emplean en algunos casos como fuente de alimentacion. Los nitratos son la
principal fuente de nitrégeno en la mayoria de los medios de cultivos de microalgas vy
usualmente se proporciona en exceso para asegurar el crecimiento algal adecuado.
Consecuentemente, el nitrato no asimilado es afadido en el medio de cultivo. Esta practica es
comun en los cultivos de larvas para peces, moluscos y crustaceos.

Los nitratos, tienden a acumularse debido a la ausencia de los procesos que normalmente
remueven los nitratos. En algunos de estos sistemas semi-cerrados o cerrados se ha
involucrado a los métodos bioldgicos a partir de la asimilacién y la denitrificacion. Sin embargo,
su aplicacion es limitada debido a las dificultades de operacion y a que se considera que los

269



Camaronicultura y Medio Ambiente

nitratos no constituyen un riesgo en las concentraciones en que normalmente se encuentran
en tales sistemas o en las aguas contaminadas (Spotte, 1979). El nivel aceptable de nitratos
para agua de mar de cultivo se considera generalmente de 88.6 mg NOs;/L (Kinne, 1976;
Spotte, 1979). Aunque este nivel se basa sobre relativamente poca informacién experimental,
la mayoria referente a pruebas de toxicidad aguda en peces adultos. La toxicidad en estadios
tempranos son generalmente los mas sensibles y en los que no se ha determinado para la
mayoria de los organismos marinos. Muir et al. (1991) examinaron aparentemente por primera
vez, los efectos de los nitratos en Penaeus monodon protozoea, y encontraron que se
presenta una significante mortalidad dentro de las 40 horas en concentraciones de nitratos tan
bajas como de 1 mg NOs;/L. Los efectos subletales de esta concentracion resultaron en
cambios en las neuropilas gangliénicas y los musculos. En concentraciones mas elevadas (10-
100 mg NOgs/L) fueron adicionalmente afectadas la hipodermis, la glandula digestiva y el
proventriculus.
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