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RESUMEN

Se evalud el efecto del sulfato de cobre en la supervivencia del camaron Penaeus
vannamei y el mejillon invasor Mytella strigata, asi como los efectos subletales en P.
vannamei, resultando: DL50% de CuSQO,4.5H,0 para mejillon 0,57 mg/L y 2,91 mg/L
para camaron. La biomasa en P. vannamei fue aumentando a medida que transcurria el
tiempo del ensayo, tanto para los dias de cultivos como para el tipo de cultivo, donde
fueron encontradas diferencias significativas, sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas en la interaccion de esos dos factores. Con respecto a la talla
se observaron diferencias significativas solo en los dias de cultivos, en el tipo de
cultivo, mientras que, en la interaccién de los dos factores no se observaron diferencias
significativas. En relacién a los niveles de cobre en tejido y exoesqueleto, solo se
encontraron diferencias significativas entre el tejido y los dias de cultivos, a diferencia
del exoesqueleto donde no se apreciaron diferencias significativas. La depuracion de Cu
en P. vannamei también fue analizada obteniendo que en los organismos expuestos al
metal los niveles de Cu fueron mas elevados en el exoesqueleto (expuestos: 146,34 +
26,24 y depurados: 97,88 = 13,57ug/g) que en el tejido (expuestos: 53,29 + 9,88 y
depurados: 6,24 + 1,25ug/g). Sin embargo, el porcentaje de depuracion fue mas elevado
en el tejido 88,29 % que el exoesqueleto 48,46 %. Finalmente, con respecto a las
macromoléculas solo se encontraron diferencias significativas en el contenido lipidico
de organismos expuestos y depurados, para lipidos, mientras que para proteinas y

carbohidratos no se encontraron diferencias significativas.



INTRODUCCION

La acuicultura, en comparacion con otros sectores productivos, ha tenido un
repunte en su crecimiento en las Ultimas décadas, especialmente en paises en vias de
desarrollo (FAO 2018). Esta practica ha tomado gran relevancia en las comunidades
costeras, ya que logra dotar a las personas, a través del uso de recursos naturales, de
fuentes de empleo y nuevas oportunidades para comercializar sus productos,

contribuyendo a minimizar los indices de la pobreza mundial (FAO 2018).

El camar6n marino Penaeus vannamei es una de las especies de camarones mas
cultivadas y econémicamente importantes alrededor del mundo (Qian et al. 2020), con
un total de la produccion global de 4.966,2 toneladas para el afio 2018, es actualmente
una de las tres especies de camarones mayormente cultivadas (FAO 2020; Sadralsadati
et al. 2020). Hasta el afio 2005, la produccion por hectarea en Venezuela era una de mas
altas de Latinoameérica (Miranda et al. 2010).

Con el objetivo de prevenir grandes pérdidas y/o mejorar la produccién, los
acuacultores han incorporado al manejo de los estanques, la aplicacién de varios
productos quimicos como antibidticos, desinfectantes, alguicidas, compuestos
terapéuticos, pesticidas, aditivos en el alimento y tratamientos a sedimentos y agua, los
cuales provocan alteraciones bioguimicas y/o fisiologicas en los organismos de cultivo
(Bainy 2000; Tavares 2021).

Uno de los compuestos naturales, encontrado en plantas, es la saponina, y un
esteroide o glucésido triterpenoide encontrado en muchos ingredientes alimenticios
alternativos para animales derivados de plantas (Francis et al. 2001), que deriva su
nombre de su capacidad para formar espumas de jabdn en soluciones acuosas (Molina
2015). Y han sido implicados como factores determinantes de resistencia al ataque de
insectos y microbios (Francis et al. 2002). Las saponinas son altamente toxicas para
especies acudticas (Terazaki et al. 1980; Boyd 1998; Francis et al. 2002); es usado en
camaronicultura para la erradicacion de peces y hongos no deseados (Graslund &
Bengtsson 2001), sin embargo, aun son escasos los estudios sobre los efectos de las

saponinas en los camarones y sus implicaciones en la salud del ser humano debido al



consumo de este compuesto.

Por lo tanto, se sigue utilizando ampliamente el sulfato de cobre, para controlar
el crecimiento de macroalgas y bivalvos en algunas granjas camaroneras semi-
intensivas (Frias et al. 2008). El cobre, es un contaminante de gran importancia porque
su aleacion con niquel es usado como agente “antifouling” y el sulfato clprico es un
importante biocida con un uso generalizado en acuicultura para el control de
cianobacterias que disminuyen el contenido de oxigeno disuelto en el agua y producen
mal sabor y olor en la carne y otras que producen compuestos toxicos (Mendoza 2007;
Scelzo 1997; Schlenk et al. 1999).

El tratamiento con cobre es recomendado para controlar ctenoforos y
protozoarios parasitos que producen la declinacién de la produccion de las granjas
camaroneras Yy langostineras vertiéndose aproximadamente 2 kg/ha (Cheng & Wang
2001; Townsend 2002; Osunde et al. 2004). Su uso en estanques de camaronicultura se
viene dando con méas frecuencia en el cultivo del camaron dulce-acuicola
Macrobrachium rosenbergii (Osunde et al. 2004) y langostino marino Penaeus

vannamei, aplicandose antes de la siembra de los organismos (Cornejo 2002).

En la industria camaronera a menudo aplican cantidades excesivas de sulfato de
cobre en los cultivos semi-intensivos de camarones y el bajo recambio de agua puede
propiciar condiciones ambientales tdxicas e inducir respuestas adversas por parte de los
camarones, debido a la permanencia del ion cobre tanto en el agua como en los
sedimentos (Paez-Osuna et al., 2003; Liao et al. 2006), que resulta una preocupacién
principal debido a su potencial redox y la generacion en exceso de radicales libres,
dirigidos hacia la acumulacion de peréxidos (Chu & Chia 2001). Altas concentraciones
de este metal inducen en crustaceos decapodos procesos de mudas, se acumulan en el
hepatopancreas y forman parte de la hemocianina, ademas de inhibir las enzimas
antioxidantes (Engel & Brouwer 1991, Nicholson 2003). La ecdisis y postmuda son las
etapas en las que la sensibilidad al cobre se incrementa debido a su posible interferencia
con la movilizacién de otros iones como el calcio (Scott-Fordsmand & Depledge 1997).
Sin embargo, pocos son los estudios que han sido reportados sobre los efectos del cobre
en la regulacion del proceso de muda (Fingerman et al. 1996).

Aunque el cobre es un metal esencial para varios procesos fisioldgicos en los



organismos, siendo esencial en las estructura de las proteinas o actuando como
activador de enzimas como la citocromo oxidasa y la superoxidodismutasa (Hassall &
Dangerfield 1990, Rajkumar et al. 2011), ademés hay que tomar en cuenta que muchos
crustaceos poseen hemocianina (que contiene cobre), como su mayor transportador de
proteina en sangre (Nookala et al.2014). Asi, las concentraciones subletales acarrean
diversos problemas en los organismos de cultivo, como incremento en la tasa
respiratoria, disminucién de hemocitos, deficiencia en la fagocitosis (Yeh et al. 2004),
anomalias comportamiento (Burba 1999), inhibicion de la metamorfosis, inhibicion de
la muda, malformaciones generales (Scelzo 1997), disminucion en el crecimiento
(Méndez & Green 2005), disminucion en la ingesta de alimento (Boock & Neto 2000),
bioacumulacion, inhibicién de sistemas enzimaticos relacionados a la formacion de
amonio y mortalidad (Bat et al. 1999; Boock & Neto 2000; Ramirez et al. 2002),

dependiendo todas estas de la concentracion, especie, estadio y fisiologia.

La determinacion de la calidad quimica de los organismos acuéticos,
particularmente el contenido de metales pesados en camarones es extremadamente
importante para la salud del ser humano (Samaniego 2015), debido a que pueden ser

transferidos al hombre a través de la red alimentaria (Pande et al. 1963).

El término calidad es muy amplio, no solo abarca la calidad del producto desde
el punto de vista del proveedor, sino, también se refiere a la calidad percibida desde el
punto de vista del consumidor. El proveedor pretende ofrecer un mejor producto y solo
lo logra ofreciendo un producto de calidad que logre satisfacer e incluso superar las
necesidades o expectativas del cliente (Fernandez & Mazziotta 2005). Sin embargo, las
expectativas del consumidor van bastante mas alla: incluyen, aspectos relacionados con
la calidad nutricional de los alimentos, con sus propiedades para mejorar la salud o
prevenir las enfermedades, ademas de los aspectos relacionados con el ambiente, entre
otros (Palou et al. 2005). En los mariscos la calidad incluye la seguridad, la calidad

nutricional, la disponibilidad, la conveniencia y la integridad, y la frescura.

En ocasiones los productos alimenticios suelen ser rechazados por los
consumidores por no cumplir con los estandares de calidad requeridos. Al existir mas
controles de calidad de los alimentos suministrados a los organismos de cultivo,

consecuentemente reduce la posibilidad de comercializar productos que no sean de



buena calidad (Palma-Cruz 2015). Estos controles de calidad aseguran al mercado de

exportacion, productos de alta calidad (FAO 2014).

Existe un elevado riesgo al exceso de los metales que pueden ser absorbidos por
los camarones y acumularse en los tejidos de los animales o dispersarse en el agua o los
sedimentos si no se digieren, ademas de las implicaciones de contaminacion en el
consumidor (Wu & Yang 2011). En este sentido, vale la pena considerar si los
productos quimicos utilizados en la acuicultura, asi como los contaminantes presentes
en las aguas circundantes, pueden tener un impacto negativo en la salud y / o los
consumidores de los animales (Fernandes et al. 2008). A pesar de ello, existe poca o
nula informacién y se desconoce sobre las concentraciones de metales pesados que

podrian encontrarse en el cultivo intensivo del camardn blanco.

Los bioensayos de toxicidad aguda son herramientas convencionales que se
utilizan ampliamente para evaluar la toxicidad de agentes terapéuticos fisioldgicamente
activos y el potencial de estos productos para contaminar especies comerciales y
ecologicamente importantes (Al-Tamimi et al. 2015). Sin embargo, la concentracion
segura para las especies de cultivo debe conocerse antes de que el CuSO4 pueda usarse
como agente terapéutico. Esto es especialmente importante ya que las concentraciones
recomendadas y la duracion del tratamiento para CuSO4 estan cerca de la concentracion

letal para muchas especies cultivables (Tavares-Dias 2021).

Los mejillones son de los organismos mas conocidos por ocasionar impactos
negativos, tanto en la naturaleza como en los sistemas de cultivo de camarén. Los falsos
mejillones pertenecientes a la familia Dreissenidae, como el mejillon cebra Dreissena
polymorpha, ha ocasionado dafios importantes a nivel ambiental y en muchas industrias,
provocando enormes gastos para su control y/o erradicacion, ascendiendo a
aproximadamente 1 billon de dolares anuales solo en los Grandes Lagos, Estados
Unidos (McFarland 2015). Asimismo, el mejillén dorado Limnoperna fortunei (familia
Mytilidae), es un exitoso invasor de los ecosistemas estuarinos o de agua dulce
(Lodeiros y Torres 2018).

El mejillon charrd americano Mytella strigata (Hanley 1843), anteriormente

conocido como Mytella charruana (d’Orbigny 1846), es un mejillon invasivo capaz de



colonizar una variedad de sustratos duros y blandos particularmente en ambientes de
agua salobre y que ha disminuido la rentabilidad en las camaroneras que poseen un
elevado grado de invasién (Lodeiros y Torres 2018, Lodeiros et al. 2021). Su éarea de
distribucion nativa incluye las costas del Pacifico y el Atlantico tropical de América
Central y del Sur, desde México, el Caribe, Ecuador y Argentina (Castellanos 1967;
Coan & Valentich-Scott 2012; Soot-Ryen 1955).

Mytella strigata es una especie de forma trapezoidal, los adultos frecuentemente
muestran una concha concava en la zona ventral curveada hacia el interior, la cual es
recta en juveniles, con 2 dientes pequefios en la zona antero-ventral, esculturas con
estrias concéntricas hacia el margen y finas costillas ventralmente, la cicatriz del
musculo retractor anterior es ovalada y pequefia, la concha interior es negro-purpura con
matices nacarados, el periostraco (parte exterior de la concha) frecuentemente es verde
oliva a grisaceo purpura, pero puede ser amarillento y marron. Puede llegar a alcanzar
los 80 mm de longitud antero-posterior de la concha (Keen 1971; Pereira et al. 2003;
Szefer et al., 1998).

Mytella strigata puede alcanzar la madurez reproductiva con una longitud de
concha de 1,25 cm (Stenyakina et al. 2010); M. strigata se alimenta por filtracion,
tipicamente tiene una gran fecundidad y una tasa de crecimiento rapida a la vez que
tolera una amplia gama de condiciones ambientales, disminuye dréasticamente la
productividad primaria y altera el equilibrio de la cadena trofica en los estanques,
trayendo consigo la disminucion del crecimiento y la supervivencia de los camarones,
asi como el incremento de su depredacion por parte de aves, debido a la transparencia
del agua de las lagunas, que ocasionan una visualizacion mas rapida de los camarones,
lo cual lo hace un organismo ideal para sobrevivir en estanques de cultivo (Lodeiros &
Torres 2018; Lodeiros et al. 2021; Huang et al. 2021). Leighton (1979) destaca que los
mejillones en cultivo cuentan con un mejor acceso al recurso alimenticio en la columna
de agua y por periodos mas largos de tiempo. Por lo tanto, la competencia potencial y
los posibles patdgenos desconocidos traidos por Mytella strigata, podrian contribuir a la

mortalidad de los organismos de cultivo (Huang et al. 2021).

Mytella strigata tolera amplios rangos de salinidad, habita en lagunas costeras

con fondos de arena, fango, limo-arcilla (Keen 1971) y en Sinaloa, México sus larvas



invaden los estanques de camaron con mas intensidad en junio después de los desoves y
en menor intensidad todo el afio (Farias-Sanchez et al. 2006), siendo esta especie un
invasor no deseable en las primeras fases del cultivo de camardn cuando se necesita alta

productividad primaria en el estanque (Galindez 2010).

El mejillon Mytella strigata sea como especie nativa, trasplantada o invasora,
posee una elevada resistencia y adaptacion a temperaturas y salinidades, elevada
fecundidad y se puede reproducir en tallas pequefias (12,5 mm, Stenyakina et al. 2010),
conjuntamente con la adaptacion a varios tipos de sustratos (Landa-Jaime, 2003;
Darrigran & Lagreca 2005; Boudreaux & Walters 2006; Paredes & Cardoso 2008; De la
Hoz 2013) representando un riesgo en los cultivos de Penaeus vannamei en la zona
neotropical, pudiendo producir un desbalance tréfico y geoquimico en las piscinas de

cultivo, por lo que se hace necesario su control.

El efecto letal del sulfato de cobre ha sido reportado en varios organismos
acuaticos, sin embargo, existe poca informacion de su toxicidad en las especies de
bivalvos que infestan las granjas camaroneras. Asi, es importante realizar estudios que
determinen las concentraciones letales en estos organismos, lo que evitaria el uso
excesivo e inapropiado de compuestos que contengan este elemento, provocando dafios

tanto para los camarones como para el medio ambiente.



OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar del efecto del sulfato cuprico en el mejillon Mytella strigata y el camaron
Penaeus vannamei, como parte de una estrategia que permita controlar las invasiones

del mejillén en las piscinas del cultivo de camarén.

ESPECIFICOS

Determinar la concentracion letal media (CLsp) del sulfato de cobre en el molusco
Mytella strigata y en el crustdceo Penaeus vannamei.

Determinar la concentracion del cobre en los tejidos y exoesqueleto del crustaceo
Penaeus vannamei.

Evaluar el efecto en dosis subletal del sulfato de cobre en el crustaceo Penaeus

vannamei.



METODOLOGIA

Organismos y condiciones generales

Se utilizaron juveniles de Mytella strigata provenientes de poblaciones en
piscinas de cultivo del camardon Penaeus vannamei establecidas en Unare, edo.
Anzoétegui, y postlarvas de estadio 43(PL43) del camar6n blanco Penaeus vannamei
(Boone, 1931) provenientes de precriaderos establecidos en la costa del Golfo de Santa
Fe, edo. Sucre, Venezuela, ambos de la empresa Aquamarina de la Costa. Los
organismos fueron trasladados en contenedores isotérmicos con agua de mar con
aireacion hasta el laboratorio de Acuicultura del Instituto Oceanografico de Venezuela
de la Universidad de Oriente (IOV-UDO).

Previo a los ensayos, como periodo de aclimatacion, ambos lotes de organismos
fueron mantenidos durante 24h, en acuarios con agua del precriadero tratada por
filtracion con manga de 5 um de retencion y almacenada en tanque de 1500 L en el
Laboratorio de Acuicultura del Instituto Oceanografico de Venezuela de la Universidad
de Oriente (IOV-UDO). Los materiales y utensilios, asi como los acuarios utilizados
fueron lavados con agua filtrada a través de un sistema Millipore© utilizando papel
Whatman (GF/F 0,7um de tamafio de poro) y esterilizada en autoclave
(15psi/120°C/15min).

Las condiciones de los bioensayos tanto para Mytella strigata y Penaeus
vannamei fueron de una temperatura (29,4 +1°C), fotoperiodo (12:12), salinidad (25%o),

pH (7 £ 0,5) y oxigeno disuelto (>7 mg L™).

Establecimiento de la concentracion experimental de sulfato de cobre en los

organismos

Para establecer las concentraciones subletales a utilizar, a ambas especies se les
sometio, durante 96h, a diferentes concentraciones de sulfato de cobre, a partir de
diluciones de wuna solucion madre primaria de sulfato cobre pentahidratado

(CuSO,4.5H,0, Sigma, St. Louis, MO) con una concentracion de 100mg L™.Las



concentraciones experimentales fueron de intervalo amplio de acuerdo a las
recomendaciones de Nascimiento et al. (2002). Para ello, en cada una de las
concentraciones establecidas de sulfato de cobre (0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6 y 4 mg L™),
fueron transferidos por triplicado cinco juveniles de Mytella strigata (2,74 + 0,30 cm) y
cinco postlarvas (PL43) (16,9 + 2,38 mm) de Penaeus vannamei, previamente
aclimatados, a envases plasticos de 800 mL de capacidad, conteniendo 650 mL de agua
de mar aireada continuamente, mantenidas sin alimentacién durante 96 h. A los
mejillones se les hizo un recambio de agua cada 48 h. Transcurrido este tiempo los
organismos muertos fueron contados (los organismos que no mostraron reaccion de las
valvas al ser estimulados por contacto con una varilla de vidrio se consideraron
muertos). La concentracion elegida fue aquella que produjo mortalidad total en el
mejillon pero no en el camardon. Adicionalmente para la comparacién con otros
trabajos,se calculd la CLsp- 96h, con intervalos de confianza de 95% aplicando el
programa computarizado Probit-Log siguiendo las recomendaciones en Esclapés
(1999).

Bioensayo

Efecto del cobre en Penaeus vannamei

Para realizar las pruebas de toxicidad las postlarvas, se aclimataron en acuarios
de 30 L con agua de mar filtrada y esterilizada y con aireacion permanente durante 72h
y bajo las condiciones descritas anteriormente. Durante este periodo, los organismos
fueron alimentados con harina de pescado ad libitum y se realizaron recambios diarios
de agua. Los organismos no fueron alimentados 24h antes de realizarse los
experimentos, para permitir la evacuacion intestinal completa. Posteriormente, se
transfirieron, por triplicado a acuarios de vidrio con capacidad de 10L, conteniendo 8L
de agua de mar filtrada y esterilizada y una densidad de 300 postlarvas por acuarios
(longitud total 16,9 + 2,38 mm y peso 60,00 + 0,00mg) y la concentracion de Cu
seleccionada cuya afeccion fuera para Mytella strigata pero no para Penaeus vannamei,
manteniendo las condiciones de cultivo anteriormente descritas. Estos organismos
fueron alimentados tres veces al dia (08:00; 12:00 y 16:00h) con una racién de 300 mg
de harina de pescado, durante 12d. Antes de agregar la comida, fueron retirados por

sifoneo los restos de comida sedimentada y se realizd el recambio de 2000 mL de agua
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con la concentracion de Cu del ensayo. Para los cultivos controles, las postlarvas se
cultivaron sin Cu a la densidad y las condiciones controladas iguales a la de las
postlarvas expuestas a Cu. Al inicio, a la mitad y al final del bioensayo, se tomaron
muestras de cada réplica para la determinacion de parametros evaluativos de la densidad
poblacional, el crecimiento en longitud y biomasa y cuantificacion del contenido de
proteinas, carbohidratos y lipidos totales, asi como la cuantificacion de niveles de cobre
en dichos organismos estudiados.

Depuracion del cobre en Penaeus vannamei

Para observar el proceso de depuracion del Cu de las postlarvas de Penaeus
vannamei, éstas fueron transferidas a acuarios (por triplicado) con 8 L de agua de mar
filtrada y esterilizada sin la concentracién de Cu ensayada. Estos organismos se
mantuvieron durante 5d bajo las mismas condiciones descritas anteriormente y fueron
alimentados 3 veces al dia (08:00; 12:00 y 16:00h) con una racién de 300 mg de harina
de pescado por acuario. Al final del bioensayo se tomaron muestras de cada réplica para
la determinacion de parametros evaluativos de densidad poblacional, el crecimiento en
longitud y biomasa y cuantificacion del contenido de proteinas, carbohidratos y lipidos

totales, asi como la cuantificacion de niveles de cobre en dichos organismos estudiados.

~

Parametros evaluativos

Densidad poblacional

Para determinar la densidad poblacional de las postlarvas de Penaeus vannameli
se tomaron muestras de cada réplica, se fijaron con una gota de Lugol al 10% vy se
contabiliz6 la densidad poblacional con la ayuda de una camara de Bogorov y una lupa

estereoscopica marca LEICA.

Crecimiento

Las medidas de longitud total (mm) de los organismos se realizaron por

microscopia oOptica, utilizando una lupa esteroscopica (Leica), con camara digital
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incorporada Marca Nikon D5000. Los organismos fueron tefiidos con una solucion de
Lugol al 5% para luego ser medidos. Estas estimaciones se registraron sobre las fotos
digitalizadas, procesando cada foto a traves del programa SIGMA-SCAN PRO 5.0 y

con estos datos se estimaron las medidas de longitud de cada muestra.

Biomasa

Para la determinacion de la biomasa seca de las postlarvas de Penaeus vannamei
se tomaron cinco organismos por triplicado, de cada una de las réplicas establecidas,
colocandolas en un papel Whatman de 45 mm (GF/C 1,2um de tamafio de poro),
previamente lavados con agua destilada y tratados a 100 °C y pesados (balanza analitica
Denver TR-204 con una precision de £0,0001 g); las muestras fueron deshidratadas a 65
°C en estufa hasta obtener masas constantes (aproximadamente 24 h), pesandolas para

determinar su biomasa seca, tras restar el peso del papel de filtro.

Niveles de cobre en Penaeus vannamei

La cuantificacion de los niveles de cobre se realizd por espectrofotometria de
absorcion atémica, utilizando un espectrofotometro Perkin Elmer (Mod. 3110) con
Ilama de aire-acetileno, a las longitudes de ondas y condiciones establecidas para este
metal, método estandarizado para la determinacion de metales pesados. Para ello los
organismos fueron disecados separando el tejido blando del exoesqueleto, se pesaron
por separado y se colocaron en una estufa a 60 °C por 72 h hasta que alcanzaron una
biomasa constante. Se utilizé aproximadamente 1 g (masa seca) de cada muestra para
los analisis, luego fueron sometidos a una digestion con una mezcla de HNO3, HCIl y
HCIQ4, en una relacion 3:2:1 mas agua desionizada. Todas las muestras se calentaron a
100 °C/ 4 h en matraces erlenmeyer de 50 mL. Posteriormente, fueron filtradas con
papel Watman #42 y se transfirieron a balones volumétricos de 25 mL completandose el
volumen con agua desionizada altamente pura (agua calidad NANOPURE de
conductividad de 18 MW/cm) alcanzado con un sistema NANOPURE UV, Marca

Barnstead (EUA). Las muestras fueron refrigeradas a 4 °C hasta su analisis.

La precision de la técnica para la cuantificacion de los niveles de cobre (mg/L) en

Penaeus vannamei, fue verificada mediante el analisis de un patron de organismos
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marinos certificado (tejido de ostra NIST1566b). Los resultados obtenidos fueron
verificados y comparados con los sefialados por los fabricantes. Cabe destacar, que este
andlisis se realizo por triplicado.

Bioconcentracién de cobre

El factor de bioconcentraciéon (FBC) es la medida de la capacidad que tiene una
sustancia presente en un medio para acumularse en los tejidos de los organismos
(Gutiérrez&Valqui2019). Una vez cuantificados los niveles de cobre en Penaeus
vannamei, se procedié a determinar el factor de bioconcentracion (FBC) siguiendo
recomendaciones de Gobas & Morrison (2000), calculandose:

FBC Concentracion de Cu en Penaeus vannamei

Concentracion de Cu en agua de mar

Composicién bioguimica

Proteinas totales

La cuantificacion de proteinas fue determinada a traves del método de Lowry et
al. (1951), previa hidrolisis de la muestra con NaOH 0,5 N. La hidrdlisis alcalina de la
muestra se realiz6 en una estufa con NAOH 0,5 N/24 h/30 °C. Transcurrido este tiempo
se afiadié 5 ml de una solucion previamente preparada con 50 ml de carbonato sodico +
1 ml de sulfato cuprico, se dejé reposar durante 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se agreg6 0,5 ml de reactivo de Foulin 1 N, se agit6 el conjunto y se
dejo en reposo por 3 h a temperatura ambiente y en la oscuridad. Por Gltimo, se midio la
absorcion a una longitud de onda de 750 nm, en el espectrofotdbmetro. Para la recta
patron fue empleada una solucion "stock™ de albdmina a una concentracion de 500

pg/mL.

Carbohidratos totales

Los carbohidratos en Penaeus vannamei fueron cuantificados de acuerdo al

método de Dubois et al. (1956), como sigue: a 2 mL de una solucién de azucares, se
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agrego 1 mL de solucion de fenol al 5 % y posteriormente, se afiadieron 5 mL de acido
sulfarico concentrado, realizando el procedimiento rapidamente entre cada una de las
adiciones de los reactivos. Se asegur6 la adicion de los reactivos directamente sobre el
liquido y no por las paredes del tubo. Los tubos de ensayo se dejaron en reposo durante
10 min, seguido de una agitacion durante 30 s, y su posterior reposo en un bafio de agua
a temperatura ambiente durante 20 min. Finalmente, la medicion se realiz6 en el

espectrofotometro utilizando una longitud de onda de 490 nm.

Lipidos totales

Los lipidos totales fueron cuantificados de acuerdo al método de Pande et al.
(1963), siguiendo la metodologia de Bligh & Dyer (1959) que consistié en la
homogenizacién a alta velocidad de la biomasa con una mezcla metanol-cloroformo en
una proporcion de 2:1, seguidamente se agregé una parte de cloroformo y se dejé
homogenizar por 30 s, posteriormente se agregd una parte de agua y se dejé
homogenizar por otros 30 s. EI homogeneizado se filtré con papel Whatman N° 1 en un
embudo Bichner con una ligera succién. El filtrado fue transferido a un cilindro
graduado de 500 ml y, después de unos minutos se registré el volumen de la capa de
cloroformo y se elimind la capa alcoholica por aspiracion. También se elimind un
pequefio volumen de la capa de cloroformo para asegurar la eliminacion completa de la
capa superior, conteniendo el lipido purificado, la capa de cloroformo. Para la
extraccion cuantitativa de lipidos, el lipido retenido en el residuo del tejido se recuperd
mezclando el residuo y el papel de filtro con 100 ml de cloroformo. La mezcla se filtr6 a
través de de un embudo Blchner y se enjuagd el embudo y el residuo con 50 ml de

cloroformo. Este filtrado se mezclé con el original antes de eliminar la capa alcohdlica.

Analisis estadisticos

Los datos fueron analizados siguiendo recomendaciones de Sokal & Rohlf
(2003), usando el paquete estadistico STATGRAPHIC CENTURION. Las variables
evaluativas de parametros de crecimiento, biomasa y composicion bioquimica del
crustaceo Penaeus vannamei se evaluo mediante un ANOVA I, considerando como
factores, los tipos de cultivo (experimental y control) y dias de exposicion al Cu (inicial,

media y final: 0, 6 y 12 d). Los niveles de Cu corporales en Penaeus vannamei
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(experimentales) se evaluaron mediante un ANOVA |, siendo el factor dias de
exposicion. Los datos de las variables antes sefialadas cumplieron con los supuestos de
distribucion normal y homogeneidad de varianzas, aunque algunas variables se
ajustaron a la distribucion normal, luego de transformaciones a Logio (biomasa, talla y
concentracion de Cu en exoesqueleto y tejido). Aquellas variables que mostraron
diferencias (establecidas con p<0,05) se realiz6 un anélisis a posterior de Sheffé para
establecer diferencias entre los tratamientos (ZAR 1984)



RESULTADOS
Concentracion experimental y la concentracion media letal

Al exponer a los individuos de Mytella strigata al intervalo de concentraciones
establecidas se determind que la concentracion media letal (CLsg) fue de 0,57 mg/L con
un limite de confianza al 95% de 0,40 (intervalos 0,40-0,80), en la poblacion
experimental. Sin embargo, los individuos de Penaeus vannamei fueron sometidos al
mismo procedimiento experimental, determinando que la CLsofue notablemente mas
elevada (2,91 mg/L Cu) con un limite de confianza al 95% de 2,40 (intervalos 1,60-
4,00), en vista de ello se estableci6 como dosis de estudio 0,8 mg/L Cu, la cual se
encuentra fuera del intervalo de confianza de la CLsy permitiendo la muerte total de los

mejillones y la total supervivencia de los camarones.
Bioensayos subletales
Efecto del Cu en Penaeus vannamei

Al final del experimento no se observaron organismos muertos corroborando la
seleccion de la dosis subletal. Durante el experimento se observé solo diferencias
significativas en la talla de los organismos en el tiempo de cultivo, alcanzando tallas en
los organismos expuestos al cobre de 20,45+1,40 y para los no expuestos de 20,90+2,07
mm (Fig. 1). No obstante, la biomasa (Fig. 2) no solo increment6 significativamente en
ambos grupos, particularmente del dia 6 al 12, sino que el crecimiento fue mayor en los
organismos no expuestos al cobre, alcanzando al final del estudio una biomasa de
0,16+0,03¢, significativamente mas alta a la alcanzada por los organismos expuestos al
cobre (0,13+0,029).

30,00 M Control ®Expuestos

20,00 -
10,00 -
0,00 -

Talla (mm)

0 6 12
Tiempo de cultivo (Dias)
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Figura 1. Efecto del cobre sobre la talla del crustaceo Penaeus vannamei. Las lineas

verticales indican la desviacion estandar.

0.25 M Control ®Expuestos

0,20 -
50,15 .

5010 -

0,05 -

0,00 -
0 6 12

Tiempo de cultivo (Dias)

Figura 2. Efecto del cobre sobre la biomasa del crustdceo Penaeus vannamei. Las lineas

verticales indican la desviacion estandar.

Acumulacién de cobre en Penaeus vannamei

La acumulacion de cobre en el tejido y en el exoesqueleto en los organismos
provenientes del criadero al final del bioensayo fue de 53,29+9,88 ug/g (Fig. 3A) y
146,34+26,24 (Fig. 3B), respectivamente. Solo se encontraron diferencias significativas
en los niveles de cobre en tejido (p < 0,05), entre los dias de cultivos, a diferencia del
exoesqueleto donde no se apreciaron diferencias significativas (p > 0,05).

i Control ® Expuestos
500,00 -
~ 400,00 -
gsoo,oo -
(@]
= 200,00
>
© 100,00
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Tiempo de cultivo (dias)
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i Control & Expuestos
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Figura 3. Niveles de cobre (ug/g) en tejido (A) y exoesqueleto (B) del crustaceo P.
vannamei expuesto a concentraciones de cobre de 0 mg/L (control) y 0,8 mg/L
(expuesto) durante diferentes dias de cultivo. Las lineas verticales indican la desviacion

estandar.

Factor de bioconcentracion (FBC)

Los resultados arrojaron que para ambos grupos (control y experimental) hubo
bioconcentracion, siendo mayor en el tejido de los organismos sometidos a Cu
(controles: 41,01 + 4,93; experimentales: 66,62 + 49,85).

Depuracion del Cu en Penaeus vannamei

Los niveles de Cu en los organismos expuestos al metal fue méas elevado en el
exoesqueleto (expuestos: 146,34 + 26,24 y depurados: 97,88 + 13,57 pg/g) que en el
tejido (expuestos: 53,29 + 9,88 y depurados: 6,24 + 1,25 pg/g). Sin embargo, el
porcentaje de depuracion fue mas elevado en el tejido 88,29 % que el exoesqueleto
48,46 % (tabla 1).

Tabla 1. Niveles de Cu (ug/g) del camarén Penaeus vannamei expuestos (12 dias) y

depurados (5 dias).
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Expuestos (1g/g) Depurados (ug/g) % de depuracion

Tejido 53,29 + 9,88 6,24 +1,25 88,29
Exoesqueleto 146,34 + 26,24 97,88 + 13,57 48,46

(Media £ Desviacion estandar).
Composicion bioquimica

Con respecto a las macromoléculas solo se encontraron diferencias significativas
en el contenido de lipidos entre organismos expuestos y depurados (p< 0,05). Para
proteinas y carbohidratos no se encontraron diferencias significativas (p> 0,05; Fig. 4).

u Control = Expuestos ® Depurados

700,00 -
600,00 -
500,00 -

400,00 -

£ 300,00 -
200,00 -
100,00 -
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Proteinas  Carbohidratos Lipidos
Macromoléculas

Figura 4. Contenido de proteinas, carbohidratos y lipidos del tejido de Penaeus
vannamei, expuesto a concentraciones de cobre de 0 mg/L (control) y 0,8 mg/L (12

dias) y depurados (5 dias).Las lineas verticales indican la desviacidn estandar.



DISCUSION

Efectos letales del Cu en Mytella strigata y Penaeus vannamei

Una de las formas de control de invasiones no deseadas en las piscinas de
cultivo de camaron es usando quimicos molusquicidas como el sulfato clprico, que si
bien es efectivo, puede causar dafios en el ambiente (Aldridge et al. 2008; Lodeiros y
Torres 2018; Lodeiros et al. 2019, 2021). Ademas, el uso indiscriminado del mismo
puede ocasionar excesos del contaminante en los tejidos de la especie a cultivar, como
es el camardn Penaeus vannamei, por lo que se buscan alternativas mas adecuadas para
mitigar este problema. Por ello, en la presente investigacion se realizaron pruebas de
DL50, utilizando juveniles del mejillon Mytella strigata, para tener una aproximacion
de una dosis letal para la erradicacién o control del mismo, particularmente a nivel de
juveniles, tratando de usar dosis minimas del contaminante, sin causar dafios en el
camaron Penaeus vannamei, estableciéndose una dosis experimental de 0,80 mg/L de
CuSO4, la cual caus6 en nuestro bioensayo el 100% de mortalidad en el mejillon y
ninguna mortalidad del camarén, dada a una mayor resistencia a elevadas
concentraciones del Cu (DL50, 96h) en 2,40mg/L de Cu para Penaeus vannamei y 0,57
mg/L de Cu para Mytella strigata.

La alta sensibilidad al CuSO4 en Mytella strigata y otros moluscos coincide con
otros estudios, como por ejemplo, el de Moraes et al. (2003), que reportaron para
Mytella strigata de 15-22 mm de talla una LC50 de tan solo 0,12 mgCu/L (96h), la cual
causo afeccion en el comportamiento y disminucion de la segregacion de biso,
haciéndolo vulnerable a los depredadores. Asimismo, en otras especies de bivalvos,
Acosta y Lodeiros (2004), para juveniles de la almeja Tivela mactroides procedentes de
diferentes zonas de estudio y grados de contaminacién, la dosis subletal del cobre vari6
en las diferentes poblaciones, oscilando entre 1,19mgCu/L a 0,30mgCu/L, lo cual
indujo en la almeja una respuesta antitoxica, aumentando la produccién de proteinas,
posiblemente del tipo metalotioneinas que atrapan el excedente del xenobiotico presente
dentro del organismo. Loaiza (2019) obtuvo para Mulinia sp., concentraciones letales
medias de 0,25 y 0,24 mg/L de SO4Cu a las 24 y 48 h, lo cual indica que el tiempo de

exposicion y la concentracion, asi como el organismo estudiado influyen directamente
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en la supervivencia del mismo. Por otro lado, Reyes (2019) en la prueba de sensibilidad
realizada en juveniles de Argopecten purpuratus, obtuvo un CL50 (96h) de 0,39 mg/L.

Con respecto al efecto de Penaeus vannamei, Prasath et al. (2019) reporta DL50 96h de
2 a 3 mg/L en adultos, muy similar a la encontrada en la presente investigacion. Este
efecto parece ser dependiente de la salinidad, ya que Chen y Lin (2001), reportan que a
mayor concentracion de salinidad en el agua de mar (15 y 25 %), menores dosis de Cu
son requeridas para el camaron Penaeus monodon, resultando ser mayor el efecto del
toxico a menor salinidad (DL50-96h 3,13mgCu/L al 15 % y 7,73 mgCu/L al 25 %),
ademas de inducir una disminucién significativa en la frecuencia de muda, a medida que

aumentaba la concentracion del metal en el agua.

En camarones de agua dulce las dosis que causan efectos letales son menores,
asi, Mendoza (2007) reporta que valores de 0,55 mgCu/L para postlarvas del camaron
de rio Crypriops camentarius provoca en 24h la disminucion en movimientos natatorios
y mortalidad a las 72h, con causas méas severas a dosis de 2 mgCu/L; por otra parte,
Verma et al. (2010), obtuvieron para el camarén de agua dulce Macrobrachium
lamarrei una DL50 (96h) de 0,30mgCu/L. Diversos autores han estudiado los efectos
fisiologicos, histoldgicos y ultra estructurales que producen los iones metélicos que
interfieren en la respiracion por la disrupcion de la estructura de las células branquiales
(Jones 1975; Gill et al. 1988; Li-Na et al. 2007 & Yang et al. 2007). Si bien, en nuestro
estudio no se realizaron indices moleculares o histoldgicos en los camarones, si se

observaron comportamientos similares en dosis cercanas a la DL50 (96h).

Estas observaciones de mayor sensibilidad de Penaeus vannamei al sulfato
caprico, cuando éste es mantenido a salinidades bajas y en especies de agua dulce, es de
gran utilidad para los cultivos del camarédn, porque el mismo puede ser cultivado en un
amplio rango de salinidades, alcanzando a salinidades bajas, un mayor control sanitario
(Jory, 2017). Analisis mas exhaustivos del efecto de la salinidad en la dosis de sulfato
cuprico del camardn Penaeus vannamei para el control de invasores son necesarios para
establecer dosis adecuadas, teniendo en cuenta siempre el menor dafio ambiental

posible.

Bioensayos subletales
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Efecto del Cu en Penaeus vannamei

Nuestro estudio mostré que la concentracion de 0,80 mgCu/L no impide el
crecimiento de los organismos en talla; sin embargo, hay cierta disminucion del
crecimiento indicando cierta afectacion en el crecimiento, lo cual ha sido observado
para juveniles de Penaeus vannamei cuando la concentracion de Cu incrementan por
encima de 0,2 mg/L, asociando los efectos en la muda, desarrollo y supervivencia
(Frias-Espericueta et al. 2008, Qian et al. 2020). No obstante, Cheng et al. (2014)
autores que sometieron juveniles de Penaeus vannamei a concentraciones de 3,0
mgCu/L, en un sistema de recirculacion de agua por 98d, obtuvieron organismos que
alcanzaron tallas y peso adecuados y sin ninguna diferencia con los grupos controles sin
exposicion al Cu. En otras especies como el camarén Penaeus monodon, Chen & Lin
(2001) reportan también una afectacién en la biomasa y la talla del organismo, cuando

estos son expuestos a concentraciones de 4,5 mgCul/L.

Aunque otros estudios muestran diferencias en cuanto a la resistencia al sulfato
cuprico de Penaeus vannamei, nuestro estudio, claramente muestra cierta afectacion en
la dosis subletal de 0,80 mg Cu/L, dado que el tratamiento en las piscinas de cultivo de
camardn, no es prolongado, posiblemente dicho efecto sea insignificante en los
camarones y favorable para la erradicacion o control del mejillén a dosis de 0,8-1 mg

sulfato cuprico/L.

Niveles de cobre en tejidos y exoesqueleto del camardn Penaeus vannamei

En nuestro estudio, los niveles de cobre en el exoesqueleto de Penaeus vannamei
se mantuvieron durante el ensayo, sin embargo, en los tejidos hubo diferencias
significativas con respecto a los dias de cultivo, disminuyendo al final del experimento,
indicando una relacion tiempo-dependiente. Lacerda et al. (2009), reportaron para
Penaeus vannamei expuestos a diferentes salinidades y concentraciones de Cu que el
fuerte aumento de la concentracién del metal en los tejidos musculares se produjo
simultaneamente con una disminucion de la concentracion del Cu en el exoesqueleto, lo
que sugiere un intercambio dinamico de Cu entre los dos compartimientos; ademas la
biomasa del crustaceo no se incrementd en la poblacion expuesta a baja salinidad en los
diez dias del ciclo de crecimiento, donde pudo ser posible una transferencia de Cu desde

el musculo al exoesqueleto, reforzando la hipétesis sugerida anteriormente. Bao et al.
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(2020), encontrd para el crustdceo Cambaroides dauricus que la acumulacion de cobre
en musculo y hepatopéancreas fue altamente dependiente del tiempo y la concentracion.
Por otra parte, EI-Gendy et al. (2015), reportan para Penaeus semisulcatus que las
concentraciones de Cu fueron mas alta en el exoesqueleto, seguido de los tejidos y por
ultimo las branquias. Carbonell & Tarzona (1994) concluyeron que los diferentes
tejidos de los animales acuaticos proporcionan y/o sintetizan sitios de unién no
intercambiables que dan como resultado una acumulacion diferente durante
exposiciones prolongadas, ademas, la acumulacion de Cu en crustaceos es mucho mas
elevada, debido a que usan el metal como pigmento sanguineo, si se les compara con
otros grupos de invertebrados como poliquetos y moluscos (Everaarts & Nieuwenhuize,
1995; El Gendy et al. 2015). En el camardn gigante de rio Macrobrachium rosenbergii
la acumulacion del Cu en los tejidos tiende a aumentar con el aumento de las dosis y el
tiempo de exposicidn, ademas de pasar gran parte del tiempo parcialmente enterrados en
el sedimento blando, pudiendo ser la razén de la alta acumulacion de Cu en estos
camarones (Tu et al. 2008). Soedarini et al. (2012), para el cangrejo de rio
Procambarus sp., mostraron que la acumulacion de Cu fue en orden creciente en
hepatopancreas> branquias> exoesqueleto> musculo; al igual que para Procambarus
clarkii donde la acumulacion fue mayor en branquias > exoesqueleto > abdomen,
concluyendo que en crustaceos marinos, la absorcion de Cu es realizada rapidamente
por las branquias para ser transportado a otros 6rganos via hemolinfa, ademas la
presencia del Cu en el exoesqueleto sugiere ser un mecanismo de sobrevivencia, al ser

eliminado a través de la muda, deshaciéndose del exceso de metal (Naqvi et al. 1998).

Mendoza (2007), obtuvo valores de 0,55 mgCu/L para postlarvas del camarén de
rio Crypriops camentarius, provocando después de 24h de exposicion, disminucién en
movimientos natatorios, pero con reaccion a estimulos mecéanicos y después de 72h
causd mortalidades minimas en la poblacion expuesta y dosis méas elevadas (0,8 y 1,0
mgCu/L) provocaron hiperactividad natatoria; sintomas moderados de estrés, reaccion
de escape y adhesion a los vidrios de los acuarios; comenzando a ser severo a 2,0 mg/L.
Al transcurrir las horas, las postlarvas entraron en una fase de hipoactividad natatoria:
falta de desplazamiento, de lucha y de reaccion a estimulos mecanicos, evidenciando

que las postlarvas entran en una etapa de aletargamiento moderado (Mendoza 2007).

Estas investigaciones permiten dilucidar el uso del cobre en pequefias cantidades
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para el control de moluscos invasores en cultivos de camarones, sin ocasionar dafios
severos en los organismos de cultivo, dado que el exceso de cobre en los mismos, se
encuentra asociado a ecdisis y postmuda, ademas de no poseer valor comercial, ya que
las concentraciones elevadas de xenobidticos pueden ser perjudiciales para el ser

humano.

Depuracion del Cu en Penaeus vannamei

En nuestra investigacion, los niveles de Cu en los organismos expuestos al metal
fue mas elevado en el exoesqueleto que en el tejido. Sin embargo, el porcentaje de
depuracién fue més elevado en el tejido 88,29 % que el exoesqueleto 48,46 % (Tabla 1).
Keteles & Fleeger (2001), obtuvieron un porcentaje de acumulacién del cobre elevado
(36 %) y depuracion muy bajo en Palaemonetes pugio, sugiriendo que el cobre puede
ser reabsorbido por el exoesqueleto antes de la muda, siendo relativamente pequefia la
cantidad de cobre expulsada, esto se debe a que el cobre puede ser utilizado para la
produccién de hemocianina durante la ecdisis. Los resultados de Soedarini et al. (2012),
muestran que la acumulacién del cobre en el cangrejo de rio Procambarus sp., es mas
elevada en el hepatopancreas y su depuracion es mucho mas lenta que en el resto de los
organos estudiados (musculo, branquias y exoesqueleto), donde la tasa de depuracién
fue mas rapida, sugiriendo que el cobre puede ser transferido desde estos drganos hacia
el hepatopancreas, debido a su papel en la homeostasis de muchas especies (Chavez-
Crooker et al., 2003; Ahearn et al., 2004). Guner (2007), obtuvo para adultos de
Astacus leptodactylus un porcentaje de depuracion dependiente del tiempo; asi, en la
primera semana la depuracion en el exoesqueleto fue de 6,94 a 5,22 mgCu/L, y en la
tercera semana fue de 24,87 % de decrecimiento, igualmente ocurrié con las branquias
de 50,5 a 10,1 mgCu/L (80 % de decrecimiento), musculo (15,5 a 7,0 mgCu/L - 54,7 %)
y finalmente el hepatopéancreas (73,84 a 49,54 mgCu/L - 32,9 %). Naqvi et al. (1998),
para Procambarus clarkii, un porcentaje de depuracion de 73 % en el exoesqueleto (83
mgCu/L a 22 mgCu/L, al final de la segunda semana de experimentacién), siendo el
mismo patrdn en el resto de los tejidos estudiados (branquias 87 a 24 mgCu/L - 72 % y
abdomen 54 a 19 mgCu/L - 65 %).

Composicion bioquimica
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Proteinas

Después de 12 dias de exposicién no se encontraron diferencias significativas
con respecto a los niveles de proteinas en Penaeus vannamei (p> 0,05), expuestos a una
concentracion de 0,8 mgCu/L. Prasath et al. (2019) al exponer a Penaeus vannamei a
dosis mas elevadas de cobre (10 y 30 %) encontraron cambios significativos en el
contenido de proteinas de los diferentes tejidos estudiados (hepatopancreas, musculo y
branquias), en todos los tiempos de exposicion al metal (10, 20 y 30 dias), decreciendo
sus niveles a medida que transcurria el tiempo de experimentacion. Asi, estos autores
demostraron que dosis elevadas de cobre causan alteraciones en los niveles de proteinas
del camaron. Guo et al. (2021), reportaron para Penaeus vannamei, sometidos por 3h a
una concentraciéon de 5 mgCu/L, que la produccion de proteinas se ve afectada
rapidamente cuando las concentraciones del metal en el medio son excedidas,
impidiendo la expresion de muchos tipos de proteinas, debido a que afecta
principalmente la produccion de aminoécidos, responsables de la formacion de
proteinas en los organismos. Munshi et al. (1998), analizaron el efecto del cobre en
postlarvas Penaeus monodon y Penaeus peniciliatus, y demostraron que diferentes tipos
de aminoéacidos se ven afectados por las concentraciones de cobre disponibles en el
medio, el cobre ademas de ser un metal esencial, puede influir en la produccién o
inhibicion de algunos tipos de aminoacidos, afectando con ello la produccion de
proteinas, sobre todo las de tipo metalotioneinas, importantes para proteger a los
organismos de las acciones toxicas de los agentes estresores. Manisseril & Menon
(1995), observaron en Metapenaeus dobsoni extensivas disrupciones y desintegraciones
del reticulo endoplasmético en los camarones expuestos a 50 y 150 ppb de cobre,
indicando serias alteraciones deletéreas asociadas con el estrés al metal, ademas los
cationes del metal pueden inducir la depolimerizacion y la hidrélisis de ARN, afecta la
correcta replicacion del ADN vy altera la fidelidad de la traduccién del ARNm durante el
proceso de sintesis de proteinas a nivel ribosomal.

Con respecto a los niveles de lipidos en Penaeus vannamei en este estudio
fueron encontradas diferencias significativas, siendo mas altos en los organismos
depurados. Qian et al. (2020), para Penaeus vannamei sometidos a 0,1 y 1 mgCu/L
encontraron una produccion significativamente baja en el metabolismo de lipidos,
debido a que ocasiona dafios a nivel oxidativo, ya que los mecanismos de defensa en

crustaceos no pueden prevenirlos del estrés causado por el metal (Brouwer & Brouwer
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1998), afectando también la produccion de malondialdehido, que es el producto final de
la peroxidacion lipidica y puede ser usado para minimizar los dafios oxidativos (Duan et
al. 2018). Prasath et al. (2019), encontraron diferencias significativas en los niveles de
lipidos de Penaeus vannamei, sometidos a concentraciones de cobre de 10 y 30 %,
siendo mas notorio el decrecimiento a esta Ultima concentracion, sugiriendo que pudo
ser utilizado por la demanda de energia para hacer frente al estrés por el metal. Algunos
autores consideran que la disminucion de los lipidos totales en los tejidos puede deberse
a una disminucion drastica del contenido de glucdgeno, el cual es una fuente intermedia
de energia durante las condiciones de estrés por contaminantes (Amutha et al. (2002),
Hameed & Muthukumaravel (2006), Raj & Sathyanesan (1987).

En nuestro trabajo no se observaron diferencias significativas con respecto a los
niveles de carbohidratos en Penaeus vannamei. Sin embargo, Prasath et al. (2019),
muestran una disminucion en los niveles de carbohidratos de Penaeus vannamei
sometidos a concentraciones de cobre de 10 y 30 %, por 30 dias, ademas la disminucion
de los mismos fue afectada por el tiempo. Muchos organismos utilizan los
carbohidratos, comprimidos en forma de glucégeno y todos los azucares libres en las
diferentes fases de su ciclo de vida (crecimiento, gametogénesis y desove); igualmente,
estas reservas pueden ser consumidas rapidamente, cuando las condiciones en el medio
no son favorables, ademas, las grandes variaciones encontradas en los diferentes tejidos
indican que el nivel de movilizacion de las reservas de carbohidratos pueden fluctuar
amplia y rapidamente en respuesta a las fluctuaciones del estado nutricional del animal.
Karthikeyan et al.(2020), compararon dos poblaciones de Penaeus vannamei, infectados
con Gilbertella persicaria un hongo parte del “fouling”, asi como camarones no
infectados, encontrando diferencias en el contenido de las distintas macromoléculas,
siendo mas elevadas en los camarones sanos que en los infectados con el hongo (49.15
y 31.15% para proteinas, 16.53 y 11.5 % para carbohidratos y 2.37 y 1.04% para
lipidos), reafirmando que los organismos sometidos al estrés utilizan sus reservas para
protegerse, lo que conlleva a un pobre crecimiento y supervivencia, afectando asi a los

gue son comercializados.



CONCLUSIONES

El camardn Penaeus vannamei posee una mayor resistencia al sulfato cuprico,
estimada en cuatro veces mayor que el mejillon Mytella strigata, lo cual brinda un
intervalo de valores amplio para la seleccidn de una dosis letal para Mytella strigata sin
causar efectos letales a Penaeus vannamei. Dosis cercanas a 1 mg/L de sulfato cuprico

cumplen con esta condicion.

Existen efectos subletales en la exposicion de concentraciones cercanas a 1 mg/L
de sulfato cuprico a Penaeus vannamei que producen un menor incremento de biomasa

a las 48h y 96 h de exposicion, sin afectar el crecimiento en talla.

Las postlarvas de Penaeus vannamei, provenientes del criadero poseen una carga
de Cu en sus tejidos blandos y exoesqueleto, lo cual muestra el uso de quimicos que
contengan Cu o bien alguna emision contaminante en el sistema de produccion. En todo
caso, los niveles son bajos por lo que las postlarvas no se ven afectadas ante la
acumulacién cuando son expuestas a la dosis subletal, ademas de su rapida capacidad de

depuracién (5 dias) cuando se utiliza agua sin el contaminante.

Los niveles macromoleculares (proteinas, lipidos y carbohidratos) se mantienen
tanto en los organismos expuestos a sulfato cuprico como en los no expuestos y los

depurados, indicando la no afeccién en dichos niveles.



RECOMENDACIONES

Los andlisis y resultados de esta investigacion muestran que las respuestas ante
las concentraciones de Cu de los camarones no son especie-especificos y pueden
depender de las condiciones ambientales de las piscinas, como la salinidad donde el
efecto, -inclusive letal- tiende a ser a menor concentracion del metal. En consecuencia,
son necesarios mas estudios especificos simulando las diferentes condiciones de cultivo

existentes para establecer estrategias de control y dosis de sulfato cuprico.

En la practica se recomienda, antes de establecer la aplicacion de sulfato clprico
en los sistemas de cultivo de camardn, realizar ensayos previos para seleccionar las
dosis adecuadas; en todo caso, la mayor resistencia al sulfato cuprico registrada en este
estudio por su DL50% de Penaeus vannamei con respecto a Mytella strigata es del
orden de méas del 400%, lo cual brinda un amplio intervalo para seleccionar las dosis a
aplicar. La dosis planteada en el presente estudio de 0,8 mg/L o cercanas a ella, parecen

ser dosis acertadas para el control de molusco.

Dado que el tiempo de exposicion del sulfato cuprico para el control de
moluscos en las piscinas de cultivo es corto, normalmente una aplicacion puntual
durante un dia (Jorge Cuellar, Ondustrial Pesquera Santa Priscila, Ecuador, com. pers.)
la acumulacion de cobre en los camarones podria ser minima, y su depuracién factible
de forma répida, como fue demostrada en el presente estudio; en todo caso, no se
aconseja utilizar este tipo de sustancias en momentos cercanos a las cosechas ya que los
niveles de Cu en los tejidos pueden ser elevados y no permitidos para su
comercializacion por las posibles consecuencias en su consumo. Estudios que
contengan factores evaluativos como tiempo de exposicion, depuracion y posibles
afecciones en el ambiente a una escala mayor deben ser realizados para verificar las

argumentaciones antes desarrolladas.

La invasion de mejillones y falsos mejillones (Dreissenidae) producen una
disminucion notable en el rendimiento del cultivo de camarones y el control de la
invasion es necesario para alcanzar una mayor produccion. Asi, el uso de quimicos que

posean la capacidad de contaminar la biomasa del camardn y los sistemas naturales
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circundantes no es aconsejado, por lo que se debe incentivar el uso de otros productos
molusquicidas como la saponina y otros de origen natural, en funcion de minimizar el

impacto ambiental.
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Se evalud el efecto del sulfato de cobre en la supervivencia del camaron
Penaeus vannamei y el mejillén invasor Mytella strigata, asi como los efectos
subletales en P. vannamei, resultando: DL50% de CuS0O,4.5H,0 para mejillén
0,57 mg/lL y 2,91 mg/L para camardon. La biomasa en P. vannamei fue
aumentando a medida que transcurria el tiempo del ensayo, tanto para los dias
de cultivos como para el tipo de cultivo, donde fueron encontradas diferencias
significativas, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la
interaccibn de esos dos factores. Con respecto a la talla se observaron
diferencias significativas solo en los dias de cultivos, en el tipo de cultivo,
mientras que, en la interaccion de los dos factores no se observaron diferencias
significativas. En relacion a los niveles de cobre en tejido y exoesqueleto, solo
se encontraron diferencias significativas entre el tejido y los dias de cultivos, a
diferencia del exoesqueleto donde no se apreciaron diferencias significativas.
La depuracion de Cu en P. vannamei también fue analizada obteniendo que en
los organismos expuestos al metal los niveles de Cu fueron mas elevados en el
exoesqueleto (expuestos: 146,34 + 26,24 y depurados: 97,88 + 13,57ug/g) que
en el tejido (expuestos: 53,29 + 9,88 y depurados: 6,24 + 1,25ug/g). Sin
embargo, el porcentaje de depuracion fue mas elevado en el tejido 88,29 %
gue el exoesqueleto 48,46 %. Finalmente, con respecto a las macromoléculas
solo se encontraron diferencias significativas en el contenido lipidico de
organismos expuestos y depurados, para lipidos, mientras que para proteinas y
carbohidratos no se encontraron diferencias significativas.
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