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RESUMEN

CL50 DE SULFATO DE COBRE PENTAHIDRATADO EN Mulinia sp. Y SU
EFECTO EN LA SUPERVIVENCIA DE POSTLARVAS DE Litopenaeus
vannamei

AUTOR: JAIME ANDRES LOAIZA CARDENAS
TUTOR: GALO WILFRIDO SOLANO MOTOCHE, M.Sc.

La produccion camaronera ecuatoriana no esta exenta de problemas como la proliferacion
de organismos considerados como fauna nociva. Dentro de estos podemos mencionar a
los moluscos bivalvos como mejillones y almejas, los mismos que pueden generar
perjuicios al cultivo por competencia en espacio, oxigeno, alcalinidad y dureza totales, y
alimento. Estos moluscos ingresan y proliferan en los estanques una vez que han
encontrado las condiciones adecuadas para completar su ciclo de vida, por lo que se debe
actuar de la mejor manera para controlarlos. En el caso de las granjas camaroneras de la
provincia de El Oro, desde el afio 2013 se ha reportado la presencia de la almeja Mulinia
sp., la misma que es muy dificil de erradicar. Para controlarla se utiliza SO4Cu.5H0, sin
embargo, el desconocimiento de la concentracion letal de este quimico en esta especie es
uno de los mayores problemas para su uso. Por tal motivo, surgié la necesidad de realizar
un estudio de Concentracion Letal Media (CLso) de SO4Cu.5H20 en Mulinia sp., con el
objetivo de brindar al sector camaronero afectado por estos moluscos bivalvos la
concentracion de este quimico que logre su total eliminacion y, ademas, que no influya
de manera negativa en la supervivencia durante el cultivo de camarones Litopenaeus
vannamei. En el presente trabajo se realizaron dos experimentos. El primero, un
bioensayo de toxicidad aguda del tipo estatico sin renovacién, se efectud para determinar
los valores de CLsode SO4Cu.5H20 en Mulinia sp. a las 24, 48 y 72 horas. Sesenta almejas
con una longitud de concha promedio de 8,81 £ 1,02 mm, fueron divididas en 12 acuarios
de 6 I. Se probaron cuatro concentraciones, 0, 0,50, 0,80 y 1,00 mg/l de SO4Cu.5H20 (0,
0,32, 0,51 y 0,64 mg/l como SO4Cu o 0, 0,13, 0,20 y 0,25 mg/l como Cu). Cada
concentracion tuvo tres réplicas. EI nimero de bivalvos muertos fue contabilizado a las
24, 48 y 72 horas. Se utiliz6 el método Finney Probit Analysis para el procesamiento de
los resultados, transformando las concentraciones de SO4Cu.5H,0 a su equivalente como
SO4Cu. Los valores de CLso de SO4Cu.5H20 a las 24 y 48 horas fueron de 0,39 mg/l (0,25

v



mg/l de SO4Cu 0 0,10 mg/l de Cu) y 0,37 mg/l (0,24 mg/l de SO4Cu 0 0,09 mg/l de Cu),
respectivamente. Después de 72 horas de exposicidn, las concentraciones de 0,8 y 1,0
mg/l provocaron el 100% de mortalidad, por lo cual no se pudo determinar la CLso en
este tiempo. El segundo experimento, también estatico y sin renovacion, se realiz6 con el
fin de evaluar el efecto de las concentraciones y los tiempos probados anteriormente en
la supervivencia de postlarvas de L. vannamei con una talla promedio de 19,0 + 1,7 mm.
No se observé mortalidad en todas las concentraciones evaluadas durante las primeras 24
horas, no asi a las 48 horas, en la que 1,0 mg/l produjo el 3% de mortalidad. Finalmente,
en base a estos resultados, se pudo concluir que 0,8 mg/l de SO4Cu.5H,0 puede utilizarse
durante 72 horas si se desea eliminar totalmente a los bivalvos de la especie Mulinia sp.
sin afectar la supervivencia de postlarvas de L. vannamei. Sin embargo, hay que tomar en
cuenta que existen parametros de calidad de agua que afectan la toxicidad del SO4Cu. En
estos experimentos la alcalinidad total y la salinidad del agua fueron 135 mg/l CO3Ca 'y
35 UPS, respectivamente. Por lo que se plantea la necesidad de realizar estudios
posteriores con la finalidad de cuantificar la influencia de estas variables quimicas sobre

el efecto de este quimico en la eliminacion de Mulinia sp.

Palabras clave: Mulinia sp., Litopenaeus vannamei, sulfato de cobre, concentracion letal

media, concentracion letal 50, CLso
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ABSTRACT

LC50 FOR COPPER SULPHATE PENTAHYDRATE IN Muliniasp. AND ITS
EFFECT ON THE SURVIVAL OF Litopenaeus vannamei POSTLARVAE

AUTOR: JAIME ANDRES LOAIZA CARDENAS
TUTOR: GALO WILFRIDO SOLANO MOTOCHE, M.Sc.

Ecuadorian shrimp production is not exempt from problems such as the proliferation of
organisms considered harmful fauna. These include bivalve molluscs such as mussels and
clams, which can cause damage to the crop due to competition in space, oxygen, alkalinity
and total hardness, and food. These molluscs enter and proliferate in the ponds once they
have found the right conditions to complete their life cycle, so it is important act in the
best way to control them. In the case of shrimp farms in the province of El Oro, since
2013 has been reported the presence of the clam Mulinia sp., which is very difficult to
eradicate. CuSO4.5H,0 is for controlling; however, the lack of information about the
lethal concentration for this chemical in this species is one of the principal problems. For
this reason, we believed necessary to carry out a Median Lethal Concentration (LCso) of
CuS04.5H20 in Mulinia sp., which one providing information at the shrimp producers
affected the concentration of this chemical for total elimination and without negatively
influence the survival of shrimp Litopenaeus vannamei in the ponds. Two experiments
were developed. The first, an acute toxicity bioassay of static type without renewal, for
determining the LCso values of CuSO4.5H,0 in Mulinia sp. at 24, 48 and 72 hours. Sixty
clams (average shell length of 8.81 £ 1.02 mm) were divided into 12 aquariums. Four
concentrations, 0, 0,50, 0,80 and 1,00 mg/l of CuSO4.5H,0 (0, 0,32, 0,51 and 0,64 mg/I
as CuSO4 or 0, 0,13, 0,20 and 0,25 mg/l as Cu) were tested. Each concentration had three
replicates. The number of dead bivalves was counted at 24, 48 and 72 hours. The Finney
Probit Analysis was used to process the results, transforming the concentrations of
CuS0..5H>0 to its equivalent as CuSOas. The LCsp values of CuSO4.5H>0 at 24 and 48
hours were 0.39 mg/l (0.25 mg/l CuSO4 or 0.10 mg/l Cu) and 0.37 mg/l (0.24 mg/l CuSO4
or 0.09 mg/l Cu), respectively. After 72 hours of exposure, the concentrations of 0.8 and
1.0 mg/l caused 100% mortality, so that LCso could not be determined at this time. The
second experiment, also static and without renewal, was performed for evaluating the

concentrations and times previously tested on the survival of L. vannamei postlarvae with
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an average length of 19.0 £ 1.7 mm. Mortality was not observed in all the concentrations
evaluated during the first 24 hours, but not at 48 hours, in which 1.0 mg/l produced 3%
mortality. Finally, based on these results, it could be concluded that 0.8 mg/l CuSO4.5H,0
can be used for 72 hours if it is desired to completely eliminate the bivalves of the species
Mulinia sp. without affecting the survival of L. vannamei postlarvae. However, it is
important to know that some water quality parameters affect the toxicity of CuSOa. In
these experiments, the total alkalinity and salinity of the water were 135 mg/l CaCO3 and
35 PSU, respectively. It is therefore necessary to carry out further studies in order to
guantify the influence of these variables on the effect of this chemical on the elimination

of Mulinia sp.

Keywords: Mulinia sp., Litopenaeus vannamei, copper sulphate, median lethal
concentration, lethal concentration 50, LCso
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1. INTRODUCCION

Dentro del cultivo extensivo y semi-intensivo de Litopenaeus vannamei existen
organismos considerados como fauna nociva, los cuales incluyen a peces y, moluscos
gasteropodos y bivalvos. Dentro de las Gltimos tenemos a especies de mejillones y
almejas, los cuales son filtradores agresivos, ademas de competir por el oxigeno y
disminuir la alcalinidad total (al consumir el carbonato de calcio del agua para la

formacion de sus conchas) del agua de los estanques.

Mulinia sp., es una almeja que se ha encontrado desde el 2013 en los estanques de la
provincia de El Oro (Expreso, 2013). Esta especie es considerada como un organismo
invasor, colonizando tierras europeas y sudamericanas (principalmente en la costa
atlantica) (Craeymeersch et al., 2019), ya que es muy tolerante a las variaciones de los

pardmetros de calidad de agua y suelo.

En la acuicultura se utilizan diferentes productos quimicos como floculantes, bactericidas,
alguicidas, piscicidas, molusquicidas, etc., los mismos que al adicionarse podrian actuar
no solamente en los estanques, sino también en el exterior si son evacuados en los

efluentes.

Uno de estos productos es el sulfato de cobre (SO4Cu), utilizado para la eliminacion de
algas y moluscos bivalvos. Sin embargo, este no produce toxicidad per se, sino el cobre
(Cu) resultado de su disociacion en el agua, el cual sin el conocimiento adecuado para su
uso podria generar dafios en los animales de cultivo y otras especies tanto dentro como
fuera de los estanques. A esto se suma el hecho de que los metales pesados pueden ser
absorbidos por los organismos, lo que se conoce como bioacumulacion vy

biomagnificacion. El SO4Cu se lo comercializa como sulfato de cobre pentahidratado



(SO4Cu.5H20), sin embargo, podemos encontrar fuentes alternativas de Cu como el cobre

quelado.

La concentracidn letal media (CLsg) es un ensayo de toxicidad que ayuda a determinar la
concentracion de un elemento o compuesto quimico que provoca el 50% de mortalidad
de los organismos en intervalos de tiempo que van desde las 24 hasta las 96 horas.
(Benitez y Lesmes, 2014). Estas pruebas son de suma importancia para el uso seguro de

sustancias y asi evitar desastres tanto en la parte productiva como en la ambiental.

El efecto letal del Cu ha sido reportado en varios organismos acuaticos, sin embargo,
existe poca informacién 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 inapropiado de
compuestos que contengan este elemento, provocando dafios tanto para los camarones

como para el medio ambiente.

2. FORMULACION DEL PROBLEMA

La almeja o conchilla, Mulinia sp., ha sido reportada como la promotora de varios
problemas en la produccion camaronera de la provincia de EI Oro (Ecuador). Asi, los
productores han incurrido en el uso de SO4Cu.5H-0, aun sin conocer la concentracion
adecuada para su eliminacion, lo que podria provocar dafios ambientales a mediano y
largo plazo. De igual manera, se desconoce si las concentraciones de este quimico
utilizadas en el campo tienen un efecto negativo sobre la supervivencia de las postlarvas

de L. vannamei.



3. JUSTIFICACION

La camaronicultura es una de las actividades de mayor crecimiento a nivel mundial y la
que apunta a doblar o triplicar su produccion debido a la fuerte demanda de alimentos a
nivel mundial. Para esto es muy importante mantener los sistemas de cultivo debidamente

adecuados y en condiciones optimas.

Sin embargo, existen diferentes organismos que pueden entrar a los sistemas de
produccion. Uno de estos son las almejas del género Mulinia, las mismas que filtran el

fitoplancton, compiten por el oxigeno, y disminuyen la alcalinidad y dureza del agua.

Para la eliminacion de moluscos bivalvos se utiliza SO4Cu.5H20, sin embargo, existe un
desconocimiento de su concentracion letal en Mulinia sp., y si esta también puede

provocar afectaciones a los camarones cuando es adicionado a los estanques de cultivo.

CLso es un estudio que se realiza para conocer la concentracion a la cual alguna sustancia
causa la muerte del 50% de los organismos en un tiempo determinado. Asi, mediante este
trabajo se pretende dar a los productores camaroneros la concentracion de SO4Cu.5H,0
adecuada para la eliminacion de estos moluscos, evitando de esta manera el mal uso de

este quimico lo que podria conllevar a dafios ambientales posteriores.



4. OBJETIVOS
4.1.0bjetivo general
e Determinar la CLso de SO4Cu.5H20 en Mulinia sp. y su efecto en la tasa de
supervivencia de postlarvas de Litopenaeus vannamei.
4.2.0bjetivo especifico
e Determinar la CLso de SO4Cu.5H20 en Mulinia sp.
e Evaluar el efecto de la CLso de SO4Cu.5H>0 en Mulinia sp. sobre la tasa de

supervivencia de postlarvas de Litopenaeus vannamei.



5. REVISION DE LITERATURA

5.1.Cultivo de camarén en el Ecuador

L. vannamei es un crustaceo perteneciente a los decadpodos nativo de la costa oriental del
océano Pacifico, distribuyéndose desde el golfo de California y hasta el norte de Per.
Esta especie presenta facil adaptacion a las condiciones ambientales (Jia, Wang, Lu,
Zhang y Dong, 2014). Es considerado como uno de los crustdceos mas eurihalinos
(Bermudes, Nieves y Medina, 2017; Alves, Brandao, Schmidt, y Wasielesky, 2019), ya
que tolerando rangos de salinidad de 1 - 50 UPS (Lara-Espinoza, et al., 2015). Se alimenta
de plancton durante sus estadios larvarios, cambiando a detritivoro bentonico en la etapa

adulta (CESAIB, 2014).

La camaronicultura en el Ecuador es una de las actividades de mayor impacto econémico,
representando una gran fuente de entrada de divisas debido a su desarrollo y crecimiento.
Sin embargo, el desarrollo de nuevas tecnologias, metodologias y otras formas de cultivo
ha estado regulado por las leyes, por lo que puede considerarse como una limitante para
el avance tecnoldgico. Armijos, Macuy, Mayorga, Rodriguez y Clavijo (2015), aseguran
que los camaroneros pueden verse afectados por las regulaciones ya establecidas o sus
modificaciones, especialmente los de la provincia de EI Oro, que son aquellos que

generan mayor impacto al ambiente (Rodriguez, Chiriboga y Lojan, 2016).

5.2.Mulinia sp.

Dentro del cultivo de camarén podemos encontrar organismos considerados como fauna
nociva, dentro de las que se incluyen la millonaria (Gambusia affinis), el caracol tornillo
(Cerithidea valida), el mejillon y la conchilla o almeja (Mulinia sp.) (Ibarra, Martinez,

Cornejo y Proafio, 2017; Pinzon, 2017). Esta Gltima ha sido observada desde el 2013 en



diferentes zonas de la provincia de EI Oro, siendo muy dificil de eliminar de los estanques

(Expreso, 2013).

Las almejas como la Mulinia edulis pueden habitar en fondos lodosos y arenosos,
Ilegando a tolerar concentraciones muy bajas de oxigeno (Abarca, Toledo y Oliva, 2018).
Otro representante es la Mulinia lateralis, especie reconocida taxonémicamente
(identificacion genética por confirmar) como la causante de la infestacion de camaroneras
en las costas orenses (Solano y Britzke, comunicacion personal). M. lateralis también ha
sido reportada en las costas de Holanda (Craeymeersch et al., 2019), siendo considerada
como una especie invasora debido a su gran capacidad de adaptacion y colonizacion.
Exhibe altas tasas de crecimiento y reproduccién, alcanzando en cortos periodos de
tiempo densidades sobre los 21000 individuos/m? (Chalermwat, Jacobsen y Lutz, 1991).
Prefiere sustratos de tipo fangoso arenoso y fangoso (Walker y Tenore, 1984),
condiciones de suelo ampliamente encontradas en los fondos de los estanques
camaroneros. Asimismo, en estadios larvarios puede tolerar rangos de salinidad entre 10
a 30 UPS a 22,5°C, reduciendose este rango a medida que aumenta o disminuye
drasticamente la temperatura (Calabrese, 1969), lo que podria explicar que en temporada
fria de la costa ecuatoriana se la encuentre con mayor frecuencia en los estanques

camaroneros.

Otras especies de moluscos también han sido reportas como moluscos invasores en la
produccion camaronera del Ecuador (caracoles de la familia Ampullariidae; mejillones
de las familias Mytilidae y Dreissenidae; y almejas de las familias Solecurtidae y
Cyrenidae) (Lodeiros y Torres, 2018), evidenciando la diversidad de organismos que se

encuentran invadiendo los estanques.



Todos estos organismos pueden ingresar a los estanques en su forma larvaria y
permanecer en ellos después de la cosecha, mas aun si existe un mal tratamiento post-

cosecha de los estanques.

Existen métodos mecanicos y quimicos que pueden ser utilizados para el control de
moluscos bivalvos. Dentro de los métodos mecanicos podemos mencionar a la filtracion
(Lodeiros y Torres, 2018), el secado (Rojas, Haws y Cabanillas, 2005). Los sistemas de
filtracion utilizan mallas. Suelen ser una medida efectiva si son del diametro correcto y
se toman las medidas para que se mantengan en buen estado (Cuéllar, Lara, Morales, De

Gracia y Garcia, 2010).

El secado también es una medida practica. Sin embargo, muchos productores no
mantienen un tiempo de secado adecuado de las piscinas, dejando pequefias charcas tanto
en la mesa como en el préstamo dentro de las cuales pueden permanecer peces y moluscos
pequefios, por lo que el drenado y secado debe ser total en todos los estanques (Rojas,

Haws y Cabanillas, 2005).

5.3.504Cu

En el cultivo de camaron, el SO4Cu es empleado para el control de algas nocivas
filamentosas (Cheng, Liu, Yang, Song y Li, 2014). También es utilizado para controlar
problemas asociados a moluscos. Sin embargo, Avilés y Garcia (2005) reportan su baja
eficiencia para el control de C. valida. Aunque este producto se considera efectivo en
muchos casos, puede generar un impacto negativo al medio debido a su toxicidad residual

(Lodeiros y Torres 2018).



También han sido reportadas alternativas para reemplazar este quimico. Dentro de estas
tenemos al cobre quelado, el cual parece méas efectivo y seguro (Bharadwaj, Patnaik,

Browdy, y Lawrence, 2014; Zhou, Davis, y Rhodes, 2014).

5.4.Toxicidad del SO4Cu

En el medio acuético, los organismos pueden llegar a captar sustancias peligrosas del
medio acuatico como por ejemplo los metales pesados, los mismos que pueden llegar a

bioacumularse si los ingresos exceden su tasa de eliminacion (Rojas et al., 2015).

En L. vannamei algunos elementos contaminantes generan lesiones a los érganos llegando
incluso a ocasionarle la muerte. Dentro de los principales drganos afectados por la
presencia de toxicos en el agua estan las branquias (importantes para los procesos de
respiracion y osmorregulacién) y hepatopéancreas (ocasionando problemas en la funcion

digestiva) (Zhao et al., 2018; Su et al., 2019).

El SO4Cu es usado por los camaroneros para el control de floraciones de macro y micro
algas y de moluscos (Boyd y Tucker, 1998; Boyd y Massaut, 1999; Bautista et al., 2015),

siendo el principal producto que se utiliza para el tratamiento dichos problemas.

También puede afectar a los peces, blogueando la osmorregulacion en las branquias y
causando dafos mecanicos y fisiologicos (Boyd y Massaut, 1999). Esto ha sido
demostrado en los estudios con alevines de Oreochromis sp. (Romero, 2014) y Danio
rerio (Scotto, Arrilucea, Vargas, Salas, e Ybafiez, 2016), en los que se obtuvieron
concentraciones letales para el 50% de los organismos de 0,9843 y 0,1875 mg/l después

de tiempos de exposicion de 72 y 96 horas, respectivamente.

Sin embargo, el elemento nocivo en los organismos no es el SO4Cu per se sino el Cu,

resultado de su disociacién en el agua (Boyd y Massaut, 1999). Debido a esto, en ciertos
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paises el uso de Cu es regulado e incluso prohibido debido a que las aplicaciones en el
sector agricola y acuicola han provocado que los efluentes sobrecarguen las
desembocaduras con dicho elemento, llegando a valores de hasta 1,0 mg Cu/l,
concentracion que es considerada elevada y que puede llegar a biomagnificarse en los
organismos que se encuentren en dicho medio. (Alves y Peixoto, 2015; Marengoni,

Klosowski, Oliveira, Chambo y Junior, 2013).

5.4.1. Mecanismos de accion del Cu en moluscos bivalvos y crustaceos

En algunas especies de moluscos bivalvos, el Cu puede ingresar a las células de los
sistemas digestivo, circulatorio y respiratorio unido a diversas particulas, lo que produce
mutaciones o muerte celular, desencadenando en la necrosis de estos tejidos (Rodriguez-

de la Rua, Arellano, Gonzalez, Blasco y Sarrasquete, 2005).

Dentro de los crustaceos, el sistema lizosomal de los cangrejos es uno de los mas
afectados por la presencia de Cu. Esto se debe a que ingresa facilmente a la célula
debilitando la membrana. Sin embargo, su afectacion depende de la capacidad de
desintoxicacion y talla del organismo y, de la concentracion y tiempo de exposicion

(Aliko, Hajdaraj, Caci y Faggio, 2015).

En el caso de camarones, tales como L. vannamei, el Cu no presenta grandes afectaciones
cuando se encuentra en cantidades traza (Yuan, Jin, Xiong y Zhou, 2018), ya que es un
elemento requerido por los crustdceos para el buen funcionamiento de su sistema
inmunitario y circulatorio (Tacon, 1989). Estudios en esta especie han demostrado que su
presencia en el alimento no genera estrés ni mortalidad, aunque si ciertos cambios
internos como, afectaciones al tamafio del hepatopancreas o alteraciones en la microbiota

del tracto digestivo (Zhou et al., 2017).



5.4.2. Factores que influencian la toxicidad del SO4Cu

Existen factores ambientales, biologicos y fisioldgicos que pueden influir en la toxicidad
de una sustancia. Dentro de estos, la concentracion/dosis y los compuestos formados
(metilos, acetiluros, etc.) (Londofio, Londofio y Mufoz-Garcia, 2016) y factores
fisiol6gicos como el estado de salud, talla, especie y tolerancia al elemento (Vivas, 2008)

pueden considerarse como factores determinantes para la toxicidad de un compuesto.

En el caso del SO4Cu, la alcalinidad, dureza, pH, materia organica disuelta y particulada,

influencian su toxicidad al alterar el efecto toxico del Cu (Boyd y Tucker, 1998).

5.5.Concentracion letal media (CLso)

También llamada concentracion letal 50 o LCso (por sus siglas en inglés, Lethal
concentration 50), es un ensayo de toxicidad aguda que calcula a través de un modelo
estadistico la concentracion de una sustancia que puede matar al 50% de organismos en

un tiempo definido (Gdmez y Ramirez, 2008).

Es uno de los métodos maés efectivos para determinar el grado de incidencia de un
elemento o compuesto en base a varios factores como concentracion y tiempo de
exposicion. Estos elementos pueden ser metales como cobre, mercurio, plomo entre otros

(Rodriguez, Castellanos, Contreras, Franco, y Serrano, 2015).

Los métodos para realizar los ensayos de toxicidad aguda pueden ser estaticos y de flujo
continuo, pudiendo ser los primeros con Yy sin renovacion de agua (FAO, 1981; Abarca,
2014), sin embargo, hay que tener en cuenta que el método que se use va a tener gran
influencia en los resultados obtenidos. Actualmente se utilizan los métodos basados en

los objetivos de cada investigacion (Villamarin, Chacon y Alvarez, 2013).
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Diferentes especies de peces, crustaceos y moluscos pueden ser utilizadas en este tipo de
pruebas. En el caso de los peces se recomienda usar métodos para el monitoreo de las
lesiones internas a nivel celular y de tejidos causadas por el elemento o compuesto tdxico,
lo que también se conoce como “Estudios de genotoxicidad” (Oliveira et al., 2014). Sin
embargo, este tipo de estudios son dificiles de realizar en postlarvas de camaron o
juveniles de almejas, debido a que es mas complicado revisar las lesiones ocasionadas en

sus Grganos ya que son organismos mas pequefos.

Dentro de los moluscos, las especies de bivalvos son las que mayormente han sido
utilizadas debido a su capacidad de filtracion y mayor facilidad de manejo durante los
estudios toxicologicos (Villegas, Lodeiros, Malavé, Revilla, y Lemus, 2015). Se usan
normalmente bivalvos en diferentes tamafios que van desde organismos pequefios,
juveniles, hasta adultos, usando periodos de tiempo mas cortos (48 a 72 horas) (Anderson
& Phillips, 2016) en relacion a peces (96 horas) como en los estudios realizados por

Romero (2014) y Scotto et al., (2016).

El crustéceo, L. vannamei, ha sido recomendado para pruebas de toxicidad aguda, ya que
presenta reacciones muy adversas al estrés ambiental y facilidad de manejo,
convirtiéndose en la mejor opcion para estudios ecotoxicologicos (Su et al., 2019).
Soegianto, Irawan y Usman (2013) reportan un CLso-gsh (COncentracion letal media a las
96 horas) de Cu de 2,1 mg/l en juveniles de L. vannamei. Sin embargo, la concentracion
puede variar dependiendo de la salinidad, ya que esta puede jugar un papel importante en
la toxicidad de ciertos compuestos o influir en el estado fisioldgico de los animales
(Chong et al., 2014; Burbano et al., 2015; Bermudes et al., 2017). Otros parametros como

el NH*" también influyen importantemente en la supervivencia de las larvas (Bermudes
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etal., 2017), aunque en el caso de la temperatura no ha sido demostrado su efecto (Arzola,

Pifia, Nieves y Medina, 2013).

5.6.Andlisis Probit

El analisis Probit, es un método estadistico que es empleado en la mayoria de los casos
para obtener mediante calculo el valor correspondiente al CLsg con respecto a organismos
de estudio, en donde es necesario obtener los datos de concentraciones, mortalidad,

teniendo en cuenta los tipos de variables dependiente e independiente.

Para obtener el valor referente al CLsg hay que tener los datos conforme se deben ingresar

al programa y hoja de célculo. Para ello tenemos férmulas tales como:

p = (%)x100 (1)
En donde:
(d) concentracion de la sustancia o dosis
(p) porcentaje del efecto producido
(r) nimero de organismos afectados (muertos)
(n) numero de organismos totales usados en el ensayo

Mediante el grafico de la regresion lineal, se obtienen los valores de x y a en una ecuacion,
y un valor de R? que sirve para interpretar los resultados. Finney (1952) hace uso de una
tabla llamada de Probits, la cual expresa la mortalidad en valores que son aceptados por
el anélisis, obteniéndose de esta manera una formula con el minimo de error. La ecuacion

se propone de la siguiente forma:

y=a+ bx 2
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En donde:

(a) intercepcion eny

(b) pendiente de la linea

Para facilitar el célculo, se pueden usar programas estadisticos que contengan analisis de

regresion tales como Probit Analysis Program, SPSS, entre otros.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.Ubicacion del ensayo

Los experimentos fueron realizados en el laboratorio de Maricultura de la Universidad
Técnica de Machala, ubicada en la Av. Panamericana 5 %2 Km Via Machala — Pasaje

(Ecuador), en las siguientes coordenadas geograficas:

Longitud: 79°54'47.2"W

Latitud: 3°17'25.7"S

6.2.Materiales de laboratorio

6.2.1. Equipos

e Oximetro YSI550A

e pHimetro YSI100

e Refractdmetro — salindmetro

e Medidor de alcalinidad Hanna HI755

e Calibrador digital

e Balanza digital

e Difusores de aire

6.2.2. Materiales

e S0O4Cu.5H.0

e Acuariosde6 |

e Probeta de vidrio de 1000 ml
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e Baldn de vidrio de 1000 ml

e Pipetas de 5 ml

e Varilla de vidrio

e Mangueras

6.2.3. Material bioldgico

e 60 especimenes de Mulinia sp.

e 120 postlarvas de L. vannamei

6.3.Metodologia

6.3.1. Recoleccidn y tratamiento de agua

500 | de agua proveniente del estero Huayla en Puerto Bolivar fueron traslados al
laboratorio de Maricultura de la Universidad Técnica de Machala, lugar donde fue filtrada
a través de mallas de 5y 1 um, antes de ser colocada en un tanque reservorio con un filtro
de acuario y piedras difusoras con la finalidad de eliminar N-NH4 y saturarla de oxigeno.
Ademas, parametros como temperatura, oxigeno, pH, salinidad, alcalinidad total, y N-

NH, total fueron medidos al agua depositada inicialmente.

6.3.2. Aclimatacion de Mulinia sp. y postlarvas de L. vannamei

300 almejas obtenidas de una camaronera ubicada en el sitio “Sal Si Puedes” del canton
Santa Rosa de la provincia de El Oro fueron transportadas hasta el laboratorio, lugar en
el cual fueron colocadas en un acuario con 30 | de agua de mar filtrada. El tiempo de
aclimatacion fue de 1 semana y durante este lapso los organismos fueron alimentados
cada 2 dias con microalgas de la especie Tetraselmis sp., manteniendo una concentracién

de 120.000 cél/ml. Los bivalvos no fueron alimentados antes al inicio del experimento.
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Las postlarvas de camardn de la especie L. vannamei provenientes de un laboratorio
ubicado en el sitio “El Coco” del canton Machala fueron transportadas hasta el laboratorio
de Maricultura de la Universidad Técnica de Machala y colocadas en un acuario con 30 |
de agua de mar filtrada para su aclimatacion. Se las aliment6 3 veces al dia, en base al

porcentaje de la biomasa con un alimento comercial.

Recambios de agua del 50% diario también fueron realizados con la finalidad de mantener

la calidad de agua en cada unidad de aclimatacion.

6.3.3. ClLso

6.3.3.1.Mulinia sp.

Para la determinacion de la CLso, se empled el método estatico sin renovacién de agua
(Ward y Parrish, 1983). Se utilizaron 12 acuarios con 5 | de agua de mar filtrada. Cuatro
concentraciones de SO;Cu.5H,O fueron probadas: 0 (control), 0,5, 0,8 y 1 mg/l,
equivalentesa 0, 0,32, 0,51 y 0,64 mg/l de SO4Cu, y 0, 0,13, 0,20 y 0,25 mg/l de Cu (tabla
2), con tres réplicas cada una. Las concentraciones se obtuvieron utilizando el método de
diluciones a partir una solucion patron de 1000 mg/l de SO4Cu.5H20 vy utilizando la

formula:
CixVi=Cax Vs 3)
Donde:
(Cy) concentracion de la solucion patron
(V1) volumen que se debe tomar de la solucion patrén
(C2) concentracion final del acuario

(V2) volumen final del acuario
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Una vez alcanzadas las concentraciones de estudio, en cada acuario se colocaron 5
almejas con una longitud de concha promedio + DE (desviacion estandar) de 8,81 + 1,02
mm, respectivamente. Ademas, cada unidad experimental conté con aireacion. Las
almejas no fueron alimentadas durante todo el ensayo. La mortalidad fue registrada a las

24, 48 y 96 horas.
6.3.3.2.Postlarvas de L. vannamei

Las mismas concentraciones utilizadas en los ensayos con las almejas [0 (control); 0,5;
0,8 y 1 mg/l de SO4Cu.5H,0] fueron probadas con la finalidad de observar su efecto sobre
la supervivencia de postlarvas de camaron. Se utilizaron 12 acuarios con 5 | de agua de
mar filtrada y las 3 réplicas para cada concentracion fueron obtenidas siguiendo el método
de diluciones citado anteriormente. Ademas, cada unidad experimental cont6 con una
piedra difusora para mantener los niveles de O, sobre 4 mg/l. En cada acuario se
colocaron 10 postlarvas con una talla promedio £ DE de 19,0 + 1,7 mm, respectivamente.

La mortalidad fue registrada a las 24, 48 y 72 horas.

Asimismo, la temperatura, oxigeno y pH fueron monitoreados en los mismos intervalos

de tiempo en los ensayos con las almejas y postlarvas de L. vannamei.
6.4.Disefio experimental

El trabajo experimental tanto en almejas como para postlarvas de L. vannamei se realizd

siguiendo el esquema de la figura 1.
6.4.1. Variables de estudio
e Porcentaje de mortalidad de Mulinia sp.

e Porcentaje de mortalidad de postlarvas de L. vannamei
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6.4.2. Andlisis estadistico

Para la determinacion de CLso se utilizo el analisis Probit citado por Finney (1952). Las
concentraciones de SO4Cu.5H,0 fueron colocadas en su equivalente como SO4Cu ya que
el valor de 1 mg/l de SO4Cu.5H,0 no permitia realizar los calculos, debido a que el Logio

(1) es igual a 0, alterando de esta forma el gréafico lineal.

C1

Figura 1: Esquema de asignacion de las concentraciones durante los experimentos de
CLso en Mulinia sp. y postlarvas de L. vannamei. A, B, C y D son las concentraciones 0,
0,5, 0,8 y 1 mg/l de SO4Cu.5H-0, respectivamente. 1, 2 y 3 nimero de réplica.
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7. RESULTADOS

7.1.CLso en Mulinia sp.

Los valores de alcalinidad total y salinidad fueron 135 mg/l CO3Ca y 35 UPS,
respectivamente; siendo medidas antes de colocar el SO4CU.5H,0. La temperatura,
oxigeno y pH se tomaron diariamente a las 0, 24, 48 y 72 horas del experimento, y los

promedios + DE son presentados en la tabla 1.

Tabla 1: Valores promedio + DE de temperatura, oxigeno y pH durante el experimento
de CLso de SO4Cu.5H,0 en Mulinia sp.

Parametro Promedio £ DE
Temperatura (°C) 23,0+0,8
Oxigeno (mg/l) 52+04
pH 82+0,1

En la tabla 2 se muestran las mortalidades acumuladas [numero total de animales muertos
(% de mortalidad)] en cada concentracion de SO4Cu.5H20, SO4Cu o0 Cu y tiempo de
exposicion. A las 24 horas la mortalidad acumulada fue de 0, 9, 13 y 13 organismos, lo
que representa el 0%, 60%, 87% y 87% de mortalidad en las concentraciones de 0, 0,5
0,8 y 1,0 mg/l de SO4Cu.5H.0, respectivamente. Mientras que a las 48 horas la
mortalidad acumulada fue de 0, 10, 14 y 14 organismos, constituyendo el 0%, 67%, 93%
y 93% de mortalidad en las concentraciones de 0, 0,5 0,8 y 1,0 mg/l de SO4Cu.5H.0,
respectivamente. Asimismo, a las 72 horas se observé una mortalidad acumulada de 0,
12, 15 y 15 organismos, lo que representa el 0%, 80%, 100% y 100% de mortalidad en
las concentraciones de 0, 0,5 0,8 y 1,0 mg/l de SO4Cu.5H>0, respectivamente. La figura
(2) muestra la mortalidad acumulada (%) en las concentraciones de SO4Cu.5H,0 después
de cada tiempo de exposicion.
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Tabla 2: Mortalidad acumulada [namero total de animales muertos (% de mortalidad)] de
Mulinia sp. a las 24, 48 y 72 horas. Concentraciones expresadas en mg/l de
S0O4Cu.5H20, SO4Cu y Cu.

Concentracion (mg/l)

Tiempo de exposicion (horas)

SO4Cu.5H20 SO4Cu Cu 24 48 72
0,0 0,00 0,00 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
05 032 0,13 9(60%)  10(67%) 12 (80%)
0,8 0,51 0,20 13 (87%) 14 (93%) 15 (100%)
1,0 064 0,25 13(87%) 14 (93%) 15 (100%)
100% 100%
100 93% 93%
87% 87%
< % 80%
9:; 80
& 70 60% 67% 0
£ 60
§ 50 0,5
T 40 0,8
o
'E 30 10
£ 20
= 10 0% 0%
0
24 48 72

Tiempo de exposicion (horas)

Figura 2: Porcentaje de mortalidad acumulada (%) de Mulinia sp., a las 24, 48 y 72 horas

de exposicién al SO4Cu.5H0.

La CLso de SO4Cu después de 24 horas de exposicion a fue de 0,25, con un intervalo de

confianza fiducial (95%) de 0,17 y 0,37 mg/I (tabla 3). Esto equivale en SO4Cu.5H20 a

0,39 mg/l con el intervalo de confianza fiducial de 0,27 y 0,58 mg/l y como Cu a 0,10

mg/l con el intervalo de confianza fiducial de 0,07 y 0,15 mg/l. Asimismo, la figura (3)

muestra el coeficiente R2, que indica que la concentracion de SO4Cu influye en el 90%

del 50% de la mortalidad de Mulinia sp.
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Tabla 3: Determinacion de la CLso de SO4Cu en Mulinia sp. a las 24 horas.

SO4Cu Logio  Total de N° de % de Probit (Y)
(mg/l) Conc. individuos muertos  mortalidad
0 0 15 0 0 0
0,32 -0,495 15 9 60 5,25
0,51 -0,292 15 13 87 6,13
0,64 -0,194 15 13 87 6,13
y=ax+b Sip=50%;y=5
5=3,1351x+6,8619
x =-0,59390795
CLso = Antilog (-0,59390795)
CLso = 0,25 mg/l de SO4Cu
Probit (Y)
7
z 6
5 5
s 4
S y =3,1351x + 6,8619 5
Ee] R?=0,8968
pel 2
5 1
>
0
0,600 -0,500 -0,400 -0,300 -0,200 -0,100 0,000

Logio (mg/l de SOaCu )
Figura 3: Anélisis de Probit para CLso de SO4Cu en Mulinia sp. a las 24 horas.

La CLso después de 48 horas de exposicion a SO4Cu fue de 0,24 mg/l, con un intervalo
de confianza fiducial (95%) menor y mayor de 0,17 y 0,33 mg/l, respectivamente (tabla
4). Esta concentracion letal media equivale como SO4Cu.5H,0 a 0,37 mg/l con el

intervalo de confianza fiducial de 0,26 y 0,52 mg/l o en Cu a 0,09 mg/l con el intervalo
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de confianza fiducial de 0,07 y 0,13 mg/l. Asimismo, la figura (4) muestra el coeficiente
R?, que indica que la concentracion de SO4Cu influye en el 90% del 50% de la mortalidad

de Mulinia sp.

Tabla 4: Determinacion de la CLso de SO4Cu en Mulinia sp. a las 48 horas.

SO4Cu Log1o Total de N° de % de Probit ()
(mg/l) Conc. individuos muertos  mortalidad
0 0 15 0 0 0
0,32 -0,495 15 10 67 5,44
0,51 -0,292 15 14 93 6,48
0,64 -0,194 15 14 93 6,48
y=ax+Db Sip=50%;y=5
5=3,705064x+7,345012
x =-0,63292089
CLso = Antilog (-0,63292089)
CLso = 0,24 mg/l de SO4Cu
Probit (Y)
7
= [ JRSRSRRLY °
VT T L L 6
% o
o 5
E 4
s y =3,7051x + 7,345
% R2=0,8968 3
pel 2
5 )
0
-0,600 -0,500 -0,400 -0,300 -0,200 -0,100 0,000

Logio (mg/l de SOaCu)

Figura 4: Anélisis de Probit para CLso de SO4Cu en Mulinia sp. a las 48 horas.
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A las 72 horas, no se realizd el analisis de Probit para CLso debido a que mortalidad

acumulada alcanzo el 100% en las concentraciones de SO4Cu.5H,0 de 0,8 y 1,0 mg/l.

7.2.Supervivencia de postlarvas de L. vannamei

La alcalinidad total (135 mg/l como CO3Ca) y la salinidad (35 UPS) fueron al inicio del
experimento. La temperatura, oxigeno y pH se tomaron diariamente a las 0, 24, 48y 72

horas del experimento, y los promedios + DE son presentados en la tabla 5.

Tabla 5: Valores promedio = DE de temperatura, oxigeno y pH durante el experimento
de SO4Cu.5H20 en L. vannamei.

Parametro Promedio + DE
Temperatura (°C) 23,404
Oxigeno (mg/l) 6,4+0,2
pH 8,1+0,1

Tabla 6: Mortalidad acumulada [numero de animales muertos (% de mortalidad)] de L.
vannamei a las 24, 48 y 72 horas. Concentraciones expresadas en mg/l de
S04Cu.5H,0, SO4Cu y Cu.

Concentracion (mg/l) Tiempo de exposicion (horas)
SO4Cu.5H20  SO4Cu Cu 24 48 72
0,0 0,00 0,00 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0,5 0,32 0,13 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0,8 0,51 0,20 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
1,0 0,64 0,25 0 (0%) 1 (3%) 1 (3%)

La tabla 6 muestra la mortalidad acumulada de las postlarvas de L. vannamei después de
24,48y 72 horas de exposicion al SO4Cu.5H20. A las 24 horas no se registro mortalidad
en ninguna de las concentraciones. Sin embargo, a las 48 horas se observé una mortalidad

acumulada de 0, 0, 0y 1 organismos, lo que representa el 0%, 0%, 0% y 3% de mortalidad
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en las concentraciones de 0, 0,5, 0,8 y 1,0 mg/l de SO4Cu.5H>0, respectivamente. Luego
de 72 horas, se pudo constatar que la mortalidad acumulada no registré incremento en
ninguna de las concentraciones, manteniendo las mortalidades en 0%, 0%, 0% y 3% de

mortalidad en las concentraciones de 0, 0,5, 0,8 y 1,0 mg/l de SO4Cu5H-0.
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8. DISCUSION

El SO4Cu, en forma de SO4Cu.5H.0, es un compuesto usado en acuacultura como
alguicida y molusquicida. Sin embargo, la falta de conocimiento en su uso, dosificaciones

y mecanismo de accion ha causado en muchas ocasiones desastres medioambientales.

Los moluscos bivalvos pueden acumular metales pesados como Cu, Cr, Cd, Pb entre
otros, sin embargo, concentraciones elevadas de estos elementos pueden producir
mortalidad. Estos organismos también presentan la capacidad para eliminar elementos, lo
que se conoce como depuracion. Sin embargo, cuando la tasa de depuracién es superada
por la tasa de incorporacion se producen problemas en los tejidos y ciertos 6rganos, lo
que conlleva incluso a su muerte (Rodriguez-de la Rua et al., 2005). Rojas et al. (2015)
atribuyen las variaciones en los tiempos de acumulacion y depuracion a la especie y
tamafio de los organismos. Asi, los representantes de los 6rdenes ostreidos y mitilidos
pueden llegar a soportar concentraciones mayores en relacion a los de los venéridos,

orden en el cual estan incluidas las almejas principalmente.

Valores de CLsp de SO4Cu de 0,75, 1,25 y 2,99 mg/l han sido obtenidos en Tivela
mactroides (Acosta y Lodeiros, 2004). Sin embargo, en el experimento con Mulinia sp.,
las concentraciones letales medias fueron de 0,25 y 0,24 mg/l de SO4Cu a las 24 y 48
horas, indicando que la Mulinia sp. presenta mayor sensibilidad al SO4Cu que T.

mactroides.

Un bioensayo de 96 horas realizado por Reyes (2019) en juveniles de Agropecten
purpuratus (20 — 25 mm) determin6 una CLso del SO4Cu.5H20 de 0,39 mg/l, lo que
equivale a 0,25 mg/l de SO4Cu. Esta concentraciéon es muy similar a 0,25y 0,24 mg/l de

SO4Cu, obtenidos a las 24 y 48 horas, aunque los tiempos de exposicion no fueron iguales.

25



Existe una relacion directa entre la mortalidad, y la concentracion y tiempo de exposicion
a metales pesados, aumentando la mortalidad mientras mayor es la concentracion y el
tiempo de exposicion (Sobrino, 2001). Esta relacion no se observa con exactitud en este
trabajo, debido a que las concentraciones de 0,51 y 0,64 mg/l de SO4Cu mostraron

mortalidades similares tanto a las 24 como a las 48 horas.

Por otro lado, durante un ensayo de 15 dias con juveniles de L. vannamei, Soegianto et
al. (2013), obtuvieron una mortalidad del 10% al exponerlos a concentraciones de Cu de
1,325y 2,01 mg/l. En otro estudio, Nookala, Yallapragada y Velaga (2014), obtuvieron
valores de CLso de 55,93, 19,45, 2,29 y 0,8669 mg/l de Cu a las 24, 48, 72 y 96 horas,
respectivamente, en postlarvas de esta especie. En ambos estudios los valores de CLso de
Cu fueron mas altos en relacion a las utilizadas en el experimento con postlarvas de L.
vannamei (0, 0,13, 0,20 y 0,25 mg/l de Cu), lo que explica la falta de mortalidad con
excepcion de 0,25 mg/l de Cu a las 48 horas de exposicion. Mendoza (2009) obtuvo una
mortalidad del 17% en camaro6n de agua dulce, Cryphiops caementarius, expuestos a una
concentracion de 0,25 mg/l de Cu, sin embargo, como el autor mismo expresa, la
salinidad, alcalinidad, dureza y materia organica pueden reducir la toxicidad del Cu

debido a la formacién de nuevos compuestos menos toxicos.
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9. CONCLUSIONES

Las concentraciones de 0,5, 0,8 y 1,0 mg/l de SO4Cu.5H,0 (0,32, 0,51 y 0,64 mg/l de
SO4Cu 0 0,13, 0,20, 0,25 mg/l de Cu) probadas en este estudio de toxicidad de tipo
estatico sin renovacion tuvieron un efecto sobre la tasa de mortalidad de almejas de la
especie Mulinia sp. con una longitud de concha promedio de 8,81 £+ 1,02 mm en todos los

tiempos de exposicion.

Los valores de CLso de SO4Cu.5H20 a las 24 y 48 horas son 0,39 y 0,37 mg/l, lo que

equivale a 0,25 y 0,24 mg/l de SO4Cu y 0,10 y 0,09 mg/l de Cu, respectivamente.

Las concentraciones de 0,8 y 1,0 mg/l de SO4+Cu.5H,0 causan el 100% de mortalidad de

estos moluscos a las 72 horas.

El SO4Cu.5H20 en concentraciones entre 0,5 y 1,0 mg/l no produce mortalidad en las
postlarvas de L. vannamei (19,0 + 1,7 mm) a las 24 horas. Sin embargo, 1,0 mg/l de

SO4Cu.5H20 produce una mortalidad del 3% a las 48 horas.

Considerando lo mencionado anteriormente, aunque las concentraciones de 0,8 mg/l y
1,0 mg/l de SO4Cu.5H>0 causan la muerte de todas las almejas de la especie Mulinia sp.
a las 72 horas, la Gltima concentracion también muestra un efecto letal en las postlarvas
de camaron a las 48 horas. Asi, 0,8 mg/l de SO4Cu.5H,0 puede considerarse como la
concentracion adecuada a utilizarse durante 72 horas si se desea eliminar totalmente a

estos bivalvos sin afectar la supervivencia de postlarvas de L. vannamei.

27



10. RECOMENDACIONES
La alcalinidad total y salinidad del agua al inicio de ambos experimentos fueron
135 mg/l COsCa y 35 UPS, respectivamente. Asi, tomando en cuenta que estos
pardmetros podrian afectar la toxicidad del SO4Cu.5H,0, se plantea la necesidad
de realizar estudios posteriores con la finalidad de cuantificar su influencia sobre

el efecto de SO4Cu.5H,0 en la eliminacion de Mulinia sp.
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12. ANEXOS

Anexo 1: Mulinia sp.

Anexo 2: Aclimatacion y mantenimiento de Mulinia sp.
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Anexo 3: Trabajo experimental con Mulinia sp.

Anexo 5: Trabajo experimental con Mulinia sp.
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Anexo 6: Recepcidn de las postlarvas de L. vannamei.

Anexo 8: Trabajo experimental con las postlarvas de L. vannamei.
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Anexo 9: Pesaje de SO4Cu.5H;0.

Anexo 10: Elaboracion de la solucion patron de SO4Cu.5H.0.
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Anexo 11: Preparacion de concentraciones de SO4Cu.5H0 para los acuarios.

Anexo 12: Adicién de solucién patrén de SO4Cu.5H:0.
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Anexo 14: Toma de pardmetros (pH).
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Anexo 15: Medicion de postlarvas de L. vannamei.
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