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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se evalud el efecto letal y subletal del amonio y
nitritos a través de bioensayos de toxicidad aguda de 96 h de Cryphiops caementarius en
estadios larvales de zoea 1 y zoea 6 provenientes de la eclosion de hembras oviferas
capturadas del rio Pativilca. Las concentraciones de amonio fueron (0,38; 0,72; 1,07; 1,37;
1,68 mg NHsL™) 'y nitritos (5, 10, 15, 20 mg NO,  L™); para cada prueba de toxicidad la
solucion fue renovada diariamente. EIl sistema de crianza de las larvas fue en vasos
plasticos de 250 ml con aireacion constante; los pardmetros fisicos  quimicos se
mantuvieron en 20 °C, pH fue mantenido en 8y la salinidad en 12 %o .Obteniendo un
LCso para zoea 1 y zoea 6 fue de 1,82 y 0,62 mg NHsL™ y para nitritos 17,22 y 14,44 mg
NO, L™ a las 96 h, respectivamente.

ABSTRACT

In the present investigation the lethal and sublethal effects of ammonia and nitrite through
acute toxicity bioassay 96 h of Cryphiops caementarius in larval stages of zoea 1 and zoea
hatching from six females captured oviferas Pativilca River was evaluated . Ammonium
concentrations were (0.38, 0.72, 1.07, 1.37, 1.68 mg NHsL™) and nitrite (5, 10, 15, 20 mg
NO, L™) for each test toxicity solution was renewed daily. The breeding system of the
larvae was in plastic cups 250 ml with constant aeration, chemical physical parameters were
maintained at 20 ° C, pH was maintained at 8 and salinity 12 %o Getting A LC50 for zoea 1
and zoea 6. was 1.82 and 0.62 mg NHsL™ and 17.22 and 14.44 mg NO, L™ nitrite at 96 h,

respectively.



I. INTRODUCCION
El camarén Cryphiops caementarius es una especie nativa de los rios de la cuenca del
pacifico sur, abarcando su distribucion desde Pert hasta Chile (Wehrtmann & Baez,
1997) siendo una especie de gran importancia comercial y para la acuicultura. Es la
especie mas importante, que habitan en los rios costeros del centro y sur del Pert
siendo la tinica especie que se explota comercialmente. Los rios de Arequipa cuentan
con apreciables poblaciones de camarén extrayéndose 695 TM en el 2010 (PRODUCE,
2012) pero la extraccion indiscriminada de la especie, asi como la situacion en que se
encuentra su medio natural debido al uso de las aguas de los rios en actividades
agricolas y mineras, ha motivado la realizacion de estudios sobre la biologia y estado

de las poblaciones.

La toxicidad aguda esta definida como el efecto letal u otro efecto producido en un
tiempo relativamente corto, siendo el LCsy el valor de la concentracion que es letal
para el 50 % de los organismos sometidos a la influencia de la sustancia en estudio y en

un tiempo dado (APHA-AWWA-WPCEF, 1989).

De todos los parametros de calidad del agua que afectan a los organismos acuaticos, el
amonio es muy toxico cuando estd presente en concentraciones altas, y muchas
pérdidas de produccion sin explicacion probablemente han sido causadas por el amonio
(Francis et al., 2005). La acumulacion de amonio, nitrito y nitrato en el agua de cultivo
causa un deterioro en la calidad, provocando efectos agudos y/o subletales sobre los
organismos que habitan en las aguas receptoras, siendo el amonio el mas toxico (Frias
& Péez, 2000). Conforme aumenta el nivel de amonio en el agua, la excrecion de
amonio decrece de la mayoria de los animales acuaticos y aumenta el nivel de amonio
en la hemolinfa y tejidos; este incremento puede tener serios efectos sobre la fisiologia
del animal a nivel celular, de organos y sistemas (Colt & Armstrong, 1981). El
mecanismo mas directo de toxicidad letal del amonio es el deterioro del metabolismo
de la energia cerebral debido al elevado gasto de compuestos de energia en el cerebro
(Smart, 1978). En el caso del nitrito, este se combina con la hemocianina en la sangre
de los camarones y reduce drasticamente la capacidad de la sangre para transportar

oxigeno (Boyd, 2004).

En una solucién acuosa el amonio estd presente en la forma de ién amonio o amonio

ionizado (NH4") y amoniaco o amonio no-ionizado (NH3), la suma de ambos constituye



el amonio total (NH, + NH3). La proporcion de cada uno en solucion acuosa depende
del pH y, en menor medida, de la temperatura y la salinidad (Thurston et al., 1981),
pero el NH; es mas toxico, debido a su capacidad de difundir facilmente a través de las

membranas celulares en crustaceos (Allan et al., 1990).

En larvicultura de Macrobrachium rosenbergii, Mallasen & Valenti (2005)
recomiendan valores menores de 0,06 mg NH;L", en cambio Nandlal & Pickering
(2005) indican que el NH; no debe exceder de 0,10 mgL™" en hatchery al igual que Lee
& Wickins (1999) y Correia et al. (2000). Para postlarvas de la misma especie también
0,10 mg NH;L" es el maximo nivel de concentracion aceptable, niveles superiores

causan efectos letales y subletales (Wickins, 1976).

Para cultivos de postlarvas del género Penaeus es aceptable concentraciones de 0,10
mg NH;L"' (Wickins, 1976). El nivel seguro de NH; para la cria de postlarvas de
camarones marinos como Penaeus paulensis en estanques es de 0,11 mg NH;L
(Ostrenky & Wasielesky, 1995). En cambio Alcaraz et al. (1999) consideran que para
el cultivo de postlarvas de P. setiferus las concentraciones de NH; debe estar por
debajo de 0,40 mg NH;L"'. Por lo tanto los niveles maximos aceptables de NH;3 son
similares para el cultivo de larvas y postlarvas de camarones de agua dulce como

marinos y son sensibles a muy bajas concentraciones.

Mallasen & Valenti (2005) mencionan que para larvas de M. rosenbergii la tolerancia a
altas concentraciones de NHj; decrece después de pasar al estadio zoea 8, es decir
concentraciones de 0,85 mg NH;L™' produce 87 % de mortalidad en el desarrollo larval
desde zoea 1 hasta zoea §; esta misma concentracion de NH; a las 48 h produce 100 %
de mortalidad en zoea 8. Ostrensky & Wasielesky (1995), también sefialan que en
larvas de P. paulensis la tolerancia a NH; es menor cuando estas se acercan al estadio
postlarval denominandola como etapa de transicion en términos de sensibilidad al

amoniaco.

Armstrong et al. (1978) reportan, LCso a las 24 h para larvas de M. rosenbergii a
concentraciones de 2,10 y 3,58 mg NH;L! en un medio con pH 7,60 y 8,34,
respectivamente, porque segun Diaz (1995), un incremento de una unidad de pH eleva
la concentracion de NH3 a 10 veces. En larvas del cangrejo de rio Scylla serrata,
Lucke & Colin (2005), encontraron el LCsg a las 24 y 48 h de 4,01 y 3,27 mg NH; L™,

respectivamente; siendo estos organismos mas resistentes que los camarones de rio.



Comparando con larvas de camarones marinos, Wickins (1976), determin6 para siete
especies de peneidos (P. aztecus, P. japonicus, P. occidentalis, P. orientalis, P.
schmitti, P. semisulcatu y P. setiferus), un LCsp a las 48 h de 1,29 mg NH;L™. Chin &
Chen (1987) reportaron para P. monodon un LCsy a las 96 h a una concentracion de
0,96 mg NH3L'1._Ostrensky & Wasielesky (1995) reportaron para larvas de P. paulensis
un LCs a las 96 h a una concentracion de 0,85 mg NH;L". Por consiguiente en larvas

de camarones marinos el LCsg a las 96 h es cercano a 1,0 mg NH; L.

En postlarvas de P. setiferus, Alcaraz et al. (1999) obtuvieron el LCs, a las 72 h a una
concentracion de 1,12 mg NH;L™'. Chin & Chen (1987) encontraron que el LCsq a las
96 h en P. monodon fue de 1,04 mg NH;L"' y Lin et al. (1993), también reportaron
LCso a las 96 h para P. japonicus a una concentracion del 1,30 mg NH;L™'. Las

postlarvas de peneidos toleran concentraciones de NH; mas elevados que las larvas.

El nitrito puede estar presente en los sistemas de cultivo a niveles toxicos, como
contaminante puesto que como un producto intermediario durante la nitrificacion,
puede estar presente a altas concentraciones aun con recambios de frecuentes de agua
(Alcaraz et al., 1999). En M. rosenbergii, Mallesen & Valenti (2006) demostraron que
las larvas toleran hasta 2 mg NO5 L y que a una concentracion de 16 mg NO5 L™ hay
una mortalidad de 100 %. Armstrong et al. (1976) hallaron el LCsp a las 24 y 96 h a
concentraciones de 27,7 y 11,5 mg NOj L respectivamente. Chen & Lee (1997)
encontraron el LCso a concentraciones de 12,5 mg NO7 L™ a las 24 h y12, 2 mg NO5 L
"alas 96 h.

En cambio para el cultivo de postlarvas de camarones marinos como P. setiferus las
concentraciones de nitrito debe estar por debajo de 5 mg NO5 L™ (Alcaraz et al., 1999).
Ademas, Catedral et al. (1977) observaron una sobrevivencia del 60 % al ser sometidas
a 15 mg NOy L. Chen & Chin (1988) ensayaron con P. monodon encontrando un LCsy
a las 96 h a una concentracion de 13,6 mg NO; L. Chen &Tu (1990) obtuvieron un
LCso para P. japonicus a una concentraciéon de 13,0 mg NO5 L™ a las 96 h. Ostrensky
& Poersch (1992) hallaron el LCsy para P. paulensis a una concentracion de 10,7 mg

NO; L™ alas 96 h. En peneidos las postlarvas son mas tolerantes al NO, que las larvas.

En C. caementarius, solo se dispone de escasos trabajos donde se reportan los
parametros de la calidad de agua de crianza de larva. Asi, Luna et al. (1985) reportan
haber criado larvas a niveles méaximos de amonio de 1,21 mgL™. Portugal et al. (2003)

indican que los niveles de amonio y nitrito no deben exceder de 0,15 mgL"' y

3



0,25mgL', respectivamente. Sin embargo, en estos trabajos no se relacionan la calidad

de agua con la mortalidad de las larvas.

Aunque no existe una relacion directa entre los resultados de los bioensayos llevados a
cabo bajo condiciones de laboratorio con respecto a las condiciones de campo, esta

informacion es 1til para cultivos bajo condiciones controladas.

No se conoce los niveles permisibles de amonio y nitrito en larvas de C. caementarius,
por ello el conocimiento de los efectos letales y subletales de estos toxicos permitira
mejorar la supervivencia y produccion. Por consiguiente se plantea el siguiente
problema de investigacion ;Cual es el efecto de la toxicidad aguda del amonio y nitrito

en larvas de C. caementarius, en condiciones de laboratorio?.

Es importante realizar diversos estudios para desarrollar la camaronicultura de esta
especie. La presente investigacion proporcionara los limites permisibles tanto de
amonio como de nitrito que este organismo puede tolerar en un cuerpo de agua ya que
con frecuencia son factores de estrés que conducen a la enfermedad, y en otros casos a
la muerte siendo los responsables de pérdidas inexplicables en la acuicultura al igual

que cualquier otro parametro de la calidad del agua.

Por consiguiente, de acuerdo a la literatura revisada de la toxicidad de amonio y nitrito
en larvas de otras especies de crustaceos, la hipotesis establece que si en condiciones de
laboratorio sometemos a toxicidad aguda a larvas de C. caemanterius usando diferentes
concentraciones de amonio (0,38; 0,72; 1,07; 1,37; 1,68 mg NH3L'1) y nitrito (5, 10,
15, 20 mg NO5 L) entonces se obtendra un LC 50 a las 96 h a 1,07 mg NH;L"' y 15
mg NO;L™.

Como objetivo general se propuso evaluar el efecto de la toxicidad aguda del amonio y

nitritos en larvas de C. caementarius, en condiciones de laboratorio.
Los objetivos especificos fueron:

e Determinar el LCsy a las 96 h del amonio y los nitritos en larvas de C.
caementarius.
e Determinar el efecto subletal que causa el amonio y los nitritos en larvas de C.

caementarius.



II. MATERIAL Y METODOS

2.1 Material

2.1.1 Poblacion

Las Hembras oviferas de C. caementarius fueron capturados del rio Pativilca,
ubicado en Pativilca, provincia de Barranca - Region Lima. La poblacion fue de 10

hembras oviferas con diferentes estadios de desarrollo embrionario.

2.1.2 Muestra

La muestra provino de la eclosion de larvas de una sola hembra, la que fue de
aproximadamente 3000 larvas, extrayéndose 510 larvas en estadio zoea 1 para iniciar
la experiencia; y el resto avanzaron hasta zoea 6 de las cuales se extrajo 330 larvas.
2.1.3 Unidad de analisis

La unidad de analisis estuvo conformada por el 100 % de larvas sembradas en cada

uno de los vasos de los tratamientos.
2.2 Método

2.2.1 Tipo de estudio

Experimental

2.2.2 Disefio de investigacion

Se empled el disefio de estimulo creciente tanto para las pruebas con amonio (6
tratamientos) como de nitrito (5 tratamientos) cuyos tratamientos (T) tuvieron tres

repeticiones cada uno, siendo estos los siguientes:

PRUEBAS CON AMONIO
Primer experimento con zoea 1 a Segundo experimento con zoea 1 a altas
bajas concentraciones de amonio concentraciones de amonio

T1= Sin NHj (control) T1= Sin NH; (control)

T2=Con 1.07 mg NH;L"
T3=Con 1.37 mg NH;L"'
T4= Con 1,68 mg NH;L™

T2= Con 0,38 mg NH;L"
T3= Con 0,72 mg NH;L"
T4= Con 1.07 mg NH;L™!
T5= Con 1.37 mg NH;L" T5 = Con 2,01 mg NH;L"

T6= Con 1,68 mg NH;L"! T6 = Con 2,36 mg NH;L™



Tercer experimento con Zoea 6 a bajas concentraciones de amonio

T1= Sin NH; (control)

T2= Con 0,38 mg NH;L"'
T3=Con 0,72 mg NH;L"
T4=Con 1.07 mg NH; L™
T5= Con 1.37 mg NH;L™!
T6= Con 1,68 mg NH;L"!

PRUEBAS CON NITRITOS
Primer experimento con zoea 1
T1= Sin NO, (control)
T2=Con 5 mg NO; L™
T3= Con 10 mg NO5 L™
T4= Con 15 mg NO5 L™
T5= Con 20 mg NO; L

Segundo experimento con zoea 6
T1= Sin NO, (control)
T2=Con 5 mg NO5 L™
T3=Con 10 mg NO5 L™
T4= Con 15 mg NO5 L™
T5= Con 20 mg NO; L

2.2.3 Variables y operacionalizacion de variables

Variable independiente: concentraciones de amonio (0,38; 0,72; 1,07; 1,37; 1,68;

2,01; 2,36 mg NH;L™) y nitritos (5, 10, 15, 20 mg NO; L™)

Variable dependiente: Toxicidad aguda de larvas de camar6on de rio C.
caementarius. La toxicidad aguda fue operacionalizado mediante el efecto letal y el

efecto subletal producido en 96 h.

2.2.4 Método de recoleccion de datos

Evaluacion del efecto letal: La sobrevivencia fue evaluada cada 24 h obteniendo el

porcentaje del total de organismos vivos por cada tratamiento hasta los 96 h.

Evaluacion del efecto subletal: Para valorar el desempefio de los efectos subletales en

larvas de C. caementarius fue evaluado el comportamiento natatorio.

Determinacion del LCs: Las concentraciones letales (LCsy) fueron obtenidas de los
ejemplares muertos en término de numero; utilizando el programa de analisis Probit con

limites de confianza al 95 %.



2.2.5 Transporte de hembras oviferas

Las hembras oviferas fueron transportadas al Laboratorio de Acuaristica de la
Universidad Nacional del Santa en baldes de plastico de 20 L de capacidad para lo
cual cada una de las hembras fueron aisladas dentro de vasos plasticos, para evitar el

canibalismo. Durante su traslado fue usado constantemente un aireador a baterias.
2.2.6 Identificacion y aclimatacion de hembras oviferas

En el laboratorio las 10 hembras oviferas de camarones fueron identificados mediante
la clave taxondmica propuesta por Méndez (1982). Una muestra de los huevos de
cada una de las hembras fueron extraidos para identificar a través de un microscopio

binocular el estado de desarrollo embrionario, segiin Reyes et al. (2009).
2.2.7 Mantenimiento y seleccién de hembras

Los organismos fueron mantenidos en acuarios de vidrio de 60 cm de largo por 30 cm
de ancho y 35 cm de altura con una capacidad de 30 L, dentro de los acuarios cada
hembra fueron separadas en vasos transparentes de acuerdo al estado del desarrollo
embrionario. Cuando los embriones estuvieron en estado 8, las hembras fueron
trasladadas a otro acuario y utilizada para la eclosion aquella que presenté mayor
estadio de madurez. Se us6 agua potable declorada con tiosulfato de sodio (15 %) a
una proporcion de 1ml: 1L. Los camarones fueron alimentados con pellets comercial
una vez al dia (18 hrs), con una tasa de alimentacion de 2 % de su biomasa total. Cada
mafiana los acuarios fueron limpiados mediante el sistema de sifén para extraer las

sobras de alimento y desechos fecales.
2.2.8 Seleccion y siembra de larvas

Luego de la eclosion fueron seleccionadas las larvas que mostraron una locomocion y
coloraciéon normal, movimientos coordinados. Fueron seleccionados 510 larvas para
iniciar la experiencia en estadio zoea 1 y 330 cuando llegaron a estadio 6. La densidad de
siembra fue de 40 larvas/L, sembrando 10 larvas por vaso de 300 mL. El sistema de
crianza estuvo constituido por 84 vasos plasticos transparentes de 300 mL de capacidad y
volumen efectivo de agua de 250 mL cada uno con agua salobre a (12 %o) y aireacion

continua.



Fig. 1: Sistema de crianza de larvas de C. caementarius

2.2.9 Mantenimiento de larvas hasta zoea 6

Después de la eclosion los organismos fueron mantenidos en una medio con agua
salobre a (12 %o) y aireacion continua. Se inici6 su alimentacion al segundo dia
después de la eclosion con nauplios recién eclosionados de Artemia a una densidad
de 75-80 nauplios/larva cada 24 h, para ello diariamente fue decapsulado 1,0 g de
cistos de Artemia para sembrar y cosecharlos a las 48 h. Las larvas fueron
muestreadas constantemente para seguir el avance de sus estadios en base a la clave

propuesta por hasta llegar al estadio 6 en aproximadamente 15 dias.
2.2.10 Preparacion de soluciones

Para cada prueba de toxicidad aguda, la solucion fue preparada diariamente de
acuerdo al método indicado por APHA-AWWA-WPCF (1989), la misma que fue

renovada diariamente.
2.2.10.1 Amonio

Fue empleado cloruro de amonio (NH4CI) con la cual fue realizado los siguientes

calculos para obtener 1000 mg de amonio puro.

ok BUAE
T Tgtmuseg

La solucion stock fue obtenido de la dilucion de 3,36 g de NH4Cl en 1L de agua con
una salinidad de 12%o a partir de ello fueron realizado diluciones hasta llegar a la

concentraciones requeridas (Tabla 1).



Tabla 1: Concentraciones de amonio total (NH4++NH3)

Concentracion ml de solucion ml de H,O
prueba (mg/l) stock

10 10 990

19 19 981

28 28 972

35 35 965

44 44 956

55 55 945

62 62 938

Concentraciones propuestas de amonio total NH,; +NH; fue constatado con el Test

Nutrafin (+ 0,1 mg 1'") de determinacion de amonio total.

La fraccion de amoniaco no ionizado en solucion acuosa fue obtenido midiendo los
valores de pH y temperatura (Tabla 2) propuesta por Emerson et al. (1975). La cantidad
de amonio no ionizado (Tabla 3) fue calculado con la siguiente formula: NH; = NH," +

NH;3 (mg ') X F. Donde F es factor de la Tabla 2.

Tabla 2: Fraccion de amoniaco no ionizado en solucion acuosa a diferentes valores de
pHy temperatura propuesta por Emerson et al. (1975).

Temperature
420 464 500 536 572 608 644 6BO 716 752 788 824 860 B9
oH (°F)
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
(°C)

70 | .0013 | .0016 | 0018 | .0022 | .0025 | .0029 | 0034 | 0039 | .0046 | .0052 | .0060 | .0069 | 0080 | .0093
7.2 | .0021 | .0025 | .0029 | .0034 | .0040 | .0046 | .0054 | .0062 | .0072 | .0083 | .0096 | .0110 | .0126 | .0150
74 | .0034 | .0040 | .0046 | .0054 | .0083 | .0073 | .0085 | .0098 | .0114 | .0131 | .0150 | .0173 | .0198 | .0236
7.6 | .0053 | .0063 | .0073 | .0086 | .0100 | .0116 | .0134 | .0155 | .0179 | .0206 | .0236 | .0271 | .0310 | .0369
7.8 | .0084 | .0099 | .0116 | .0135 | .0157 | .0182 | 0211 | .0244 | .0281 | .0322 | .0370 | .0423 | 0482 | .0572
80 |.0133 | .0156 | .0182 | .0212 | .0247 | .0286 | .0330 | .0381 | .0438 | .0502 | .0574 | .0654 | .0743 | .0877
8.2 | .0210 | .0245 | .0286 | .0332 | .0385 | .0445 | 0514 | .0590 | .0B76 | .0772 | .0880 | .0898 | .1128 | .1322
84 | .0328 | .0383 | .0445 | .0517 | .0597 | .0688 | .0790 | .0904 | 1031 | .1171 | .1326 | .1495 | 1678 | .1948
86 | .0510 | .0593 | .0688 | .0795 | .0914 | .1048 | 1197 | 1361 | 1541 | 1737 | 1950 | .2178 | 2422 | 2768
88 | .0785 | .0809 | .1048 | .1204 | .1376 | .1566 | .1773 | .1998 | 2241 | .2500 | .2774 | .3062 | .3362 | .3776
9.0 | .1190 | .1366 | .1565 | .1782 | .2018 | .2273 | 2546 | .2836 | 3140 | .3456 | .3783 | .4116 | 4453 | 4902
92 | 1763 | 2008 | 2273 | .2558 | .2861 | 3180 | .3512 | .3855 | 4204 | 4557 | 4909 | .5258 | .5509 | .6038
9.4 | .2533 | .2847 | .3180 | .3526 | .38B4 | .4249 | 4618 | .4985 | 5348 | .5702 | .6045 | .6373 | .B66B5 | .7072
96 | .3486 | .3868 | 4249 | 4633 | 5016 | .5394 | 5762 | 6117 | 6456 | 6777 | 7078 | 7358 | 7617 | .7929
9.8 | 4600 | .5000 | .5394 | .5778 | .6147 | .6499 | 6831 | .7140 | 7428 | .7682 | .7933 | .8153 | .B351 | .B585
10.0 | 5745 | 6131 | 6498 | 6844 | 7166 | .7463 | 7735 | 7983 | 8207 | .8408 | .8588 | 8749 | B892 | .9058
10.2 | .6815 | .7152 | .7463 | .7746 | .B003 | .8234 | B441 | .8625 | .B788 | .8933 | .9060 | .9173 | .9271 | .9389




Tabla 3: Concentraciones de amonio total y amonio no ionizado

Concentraciones prueba Concentraciones prueba
de  NH,'+NH; (mgL™") de_ NH; (mgL™"

10 0.38

19 0.72

28 1.07

36 1.37

44 1.68

55 2.10

62 2.36

2.2.9.2 Nitritos
Se empled nitrito de sodio (NaNO,) realizando los siguientes calculos para obtener

1000 mg de nitrito puro.

FOf NGy 9082
RO N0, 3549

1.4

Para la prueba de toxicidad de nitrito se prepar6é una soluciéon stock con 1,4 g de
NaNO; en 1L de agua a una salinidad de 12 %o. A partir de ello fue se realizaron

diluciones hasta llegar a concentraciones de 5, 10, 15y 20 mg/L (Tabla 4).

Tabla 4: Concentraciones de nitrito

Concentracion ml de solucion
prueba (mg/l) stock mgL™" ml de H,O
5 5 995
10 10 990
15 15 985
20 20 980

2.2.11 Alimento y alimentacion de larvas

Las larvas de C. caementarius fueron alimentadas al segundo dia después de la eclosion
con nauplios recién eclosionados de Artemia a una densidad de 3 nauplios/ml cada 24 h,
para ello diariamente fue decapsulado 0,5 g de cistos de Artemia para sembrar y

cosecharlos a las 48 h.
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2.2.12 Evaluacién de la respuesta subletal

Las caracteristicas de evaluacion de los organismos frente al amonio y nitritos fue
evaluado de acuerdo al comportamiento de la actividad natatoria. La evaluacion fue

realizado cada 0,5 h durante 2 h y luego a intervalos de 4 h hasta 96 h.

Tabla 5: Caracteristicas de evaluacion subletales de C. caemanterius frente a
sustancias toxicas.

(1)Sin reaccion, sintomas de aletargamiento,
no responden a estimulos mecanicos.

Hipoactividad natatoria larval (hNL) (2) Larvas permanecen inmoviles en el
fondo del recipiente.

(3) Desplazamiento normal en toda la
Actividad natatoria larval normal (ANNL) columna de agua, reaccion rapida a

estimulos mecanicos brindados.

Hiperactividad natatoria larval (HNL) (4)Rapida reaccion de escape, saltan fuera
del agua.

2.2.13 Evaluacion de la supervivencia

La supervivencia fue evaluada cada 24 h. Una larva muerta fue considerada aquella
que no respondid a un estimulo con una varilla de plastico flexible. Las larvas muertas
fueron retiradas de inmediato obteniendo el porcentaje del total de organismos muertos

por cada tratamiento.
2.2.14 Calidad fisica y quimica del agua

La temperatura fue registrado dos veces al dia con un termémetro de mercurio (£ 1°
C). El pH fue mantenido en 8 midiendo cada 6 h con pHmetro Pocket pH-Meter Can
BNC (£ 0.1 unidades). La salinidad fue mantenida a 12 %o y fue monitoreada con un

refractometro de (0,1 %o).
2.2.15 Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado con ANVA (andlisis de varianza) y la prueba de
Tukey a un nivel de significancia de (p<0.05), todos los resultados fueron analizados
utilizando el el Software SPSS version 18 y Probit Analysis Program para desarrollar

las curvas dosis-respuesta para cada tratamiento.
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3.1 AMONIO

I1I. RESULTADOS

3.1.1 Primer experimento con zoea 1 a baja concentracion de amonio

Efecto letal: Durante las primeras 48 h, no hubo diferencia significativa (p>0,05) en la

supervivencia de las zoeas 1 de C. caementarius. El grupo control las larvas

mantuvieron 100 % de supervivencia. En 0,38; 0,72 y 1,07 mg NH;L! 1la

sobrevivencia fue de 90 % a las 96 h, mientras que en 1,37 mg NH;L™" fue de 75 % a

las 96 h, y en 1,68 mg NH;L™' hubo menor sobrevivencia de larvas con 55 % a las 96

h (Anexo 1; Fig. 2). EI LCsp a las 96 h fue del, 82 mg NH;L™' (Fig. 3).

100
20
80
70

50

Sobrevivencia (%)

30
20
10

mg NHy/L
—t— () ()38 ——(0,72 1,07 =137 1,68
0 24 48 72 96
Horas

Fig. 2: Sobrevivencia de zoea 1 de C. caementarius expuestos a bajas

100

th
(=}

Mortalidad (%)

concentraciones de amonio durante 96 h.

LC50

-‘.

* * *

‘15 mmm————————

0,38 0,72 1,07 1,37 1,68

Concentraciones (mg NH,L!)

Fig.3: LCs para zoea 1 de C. caementarius expuesto a bajas

concentraciones de amonio durante 96 h.
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Fig. 4: Respuestas subletales de larvas en zoea 1 de C. caementarius

expuestas a bajas concentraciones de amonio durante 96 h.

Efecto subletal: En el grupo control las zoea 1 mostraron signos normales de
actividad natatoria larval, desplazamiento en toda la columna de agua, reaccion rapida
a estimulos mecanicos brindados durante el tiempo del experimento. En 0,38; 0,72;
1,07y 1,37 mg NH;L! y a las 96 h las larvas permanecieron inmoviles en el fondo del
recipiente, mientras que en 1,68 mg NH;L™' y a las 96 h las larvas no mostraron

reaccion al no responder al estimulo mecanico (Fig. 4).

3.1.2 Segundo experimento con zoea 1 a altas concentraciones de amonio

Efecto letal: En el grupo control hubo 100 % de sobrevivencia de las zoea 1. En 1,07;
1,37y 1,68 mg NH;L' la sobrevivencia fue de 86,66; 76,66 y 55 % respectivamente a las
96 h, mientras que en 2,01 mg NHs;L ™" la supervivencia fue de 45 % a las 96 h; y en 2,36
mg NH;L' la supervivencia fue de 35 % a las 96 h. Diferencias significativas (p>0,05) en
supervivencia fue obtenido a partir de las 24 h de iniciada la experiencia con 1,07 y 1,68

mg NH;L™ (Anexo 2; Fig. 5). El LCsp a las 96 h fue del, 85 mg NH;L™' (Fig.6).
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Fig.5 Sobrevivencia de zoea 1 de C. caementarius expuestos a altas
concentraciones de amonio durante 96 h.
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Fig.6: LCso para zoea 1 de C. caementarius expuesto a
altas concentraciones de amonio durante 96 h.

Efecto Subletal: El grupo control las zoea 1 mantuvieron signos normales de
desplazamiento en toda la columna de agua y reaccion rapida a estimulos
mecanicos brindados durante el tiempo del experimento. En 1,07 y 1,37 mg
NH;L' y a las 96 h las zoea 1 permanecieron inmoviles en el fondo de los
recipientes, mientras que en 1,68; 2,01 y 2,36 mg NH;L y a las 24 h estas
mostraron hiperactividad natatoria, pero a las 96 h ya no mostraron reaccion

natatoria (Fig. 7).
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Fig. 7: Respuestas subletales de zoea 1 de C. caementarius
expuesta a altas concentraciones de amonio.

3.1.3 Tercer experimento con zoea 6 a baja concentracion de amonio

Efecto letal: En el grupo control las zoea 6 mantuvieron 100 % de supervivencia. En

0,38 mg NH;L™ la sobrevivencia fue de 25 % a las 96 h; mientras que 0,72 mg NH;L™

la sobrevivencia fue de 10 % a las 96 h; en cambio a 1,07; 1,37; y 1,68 mg NH;L"! las

zoeas 6 murieron a los 96 h. A partir de las 24 h hubo diferencias significativas

(p>0,05) en supervivencia en 0,38 y 1,68 mg NH;L™! (Anexo 3; Fig. 8).

100
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Fig. 8: Sobrevivencia de zoea 6 de C. caementarius expuestos a
bajas concentraciones de amonio durante 96 h.
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Fig.9: LCsy para zoea 6 de C. caementarius expuesto a bajas
concentraciones de amonio durante 96 h.

Efecto subletal: Las zoea 6 del grupo control se mantuvieron con signos de actividad
natatoria larval normal durante el tiempo del experimento. A las 96 h y en 0,38 mg
NH;L" las zoea 6 permanecieron inméviles en el fondo de los recipientes, mientras
que a 0,72 mg NH;L! las larvas no mostraron reaccién; en cambio a 1,07; 1,37; y 1,68
mg NH;L"' las zoea 6 murieron y a las primeras horas de iniciada la experiencia
después de mostrar signos de hiperactividad natatoria con rapida reaccion de escape

(Fig. 11).
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Fig. 10: Respuestas subletales de zoea 6 de C. caementarius
expuestas a bajas concentraciones de amonio.
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3.2 Nitritos

3.2.1 Primer experimento con zoea 1

Efecto letal: Durante las primeras 48 h no hubo diferencia significativa (p>0,05) en
la supervivencia de las zoea 1; en cambio a partir de las 72 h hubo diferencia
significativa en 5y 15 mg NO7 L. La zoea 1 del grupo control mantuvo 100 % de
supervivencia. En 5 mg NO,/L la sobrevivencia de zoea 1 fue de 96 % a las 96 h;
mientras que la sobrevivencia a 10 y 15 mg NO; L™ fueron de 88 y 63 %,
respectivamente, a las 96 h, y a 20 mg NO; L™ la sobrevivencia fue de 33 % a las 96
h (Anexo 4; Fig. 11). El1 LCs a las 96 h fue de 17,22 mg NO; L™ (Fig.15).
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Fig. 11: Sobrevivencia de zoea 1 de C. caementarius expuestos
a diferentes concentraciones de nitritos durante 96 h.
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Fig.12: LCsy para zoea 1 de C. caementarius expuesto a bajas
concentraciones de nitritos durante 96 h.
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Efecto subletal: El grupo control las zoea 1 mantuvieron 100 % de supervivencia y
mostraron signos de actividad natatoria. A las 96 hy en 5, 10 y 15 mg NO; L™ las
zoeas | permanecieron inmoéviles en el fondo del recipiente y 20 mg NO; L™ estas no

mostraron reaccion a estimulos mecanicos (Fig. 12).
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Fig. 13: Respuestas subletales de zoea 1 de C. caementarius
expuestas a diferentes concentraciones de nitritos.

3.2.2 Segundo experimento con zoea 6

a) Efecto letal: En el grupo control las zoea 6 mantuvieron 100 % de sobrevivencia.
En 5 mg NO; L' la sobrevivencia fue de 55 %, en 10 mg NO; L™ la supervivencia
fue de 38% y en las de 15 y 20 mg NO; L' fue de 30 y 13,33 % a las 96 h
respectivamente. Diferencias significativas (p>0,05) en supervivencia fue obtenido a
las 48 h de iniciada la experiencia en 5y 10 mg NO/L (Anexo 5; Fig. 13). E1 LCs¢ a
las 96 h fue de 14,44 mg NH3/L (Fig.15).
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Fig. 14: Sobrevivencia de zoea 6 de C. caementarius expuestas a
diferentes concentraciones de nitritos durante 96 h.

18



100

*
S
: LC 50
g ¢« 0
£ - :
E !
= :
. |
5 10 14.4 15 20

Concentraciones (mg NO; L)

Fig. 15: LC50 para zoea 6 de C. caementarius expuestos a
diferentes concentraciones de nitritos durante 96 h.

Efecto subletal: El grupo control las zoeas 6 mantuvieron signos de actividad natatoria
larval normal. En 5y 10 mg NO; L™y a las 96 h las zoeas 6 permanecieron inméviles en
el fondo del recipiente. En 15 mg NO; L™ las zoeas 6 mostraron una rapida reaccion al
escape a las primeras horas de exposicion, pero a las 72 h las zoeas 6 permanecieron
inméviles en el fondo del recipiente, quedando sin reacciéon a 96 h. En 20 mg NO; L™ las
zoeas 6 mantuvieron signos rapida reaccion natatoria durante las primeras horas de

exposicion pero quedaron sin reaccionar a las 96 h (Fig. 16)
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Fig. 16 Respuestas subletales de zoea de C. caementarius
expuestos a diferentes concentraciones de nitritos.
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3.4 Calidad del agua

En el bioensayo con amonio para los dos experimentos con zoea 1 y zoea 6; la
temperatura del agua se mantuvo en 19,95 y 20,30 °C; el pH se mantuvo en 7,99 y

8,01 unidades; y la salinidad se mantuvo en 12 %eo.

Tabla 5: Parametros fisico y quimicos (Media + desviacion estandar) del agua de los
vasos de los bioensayos de larvas de C. caementarius, segin las diferentes
concentraciones de amonio, durante 96 h.

Concentraciones (mgNH;/L)

Parametros T: 0 T,: 0,38 Ts: 0,72 T4:1,07 Ts: 1,37 Ts:1,68
Zoea 1
Temperatura 20,07+0,09* 20,22 £0,17° 20,05 £ 0,24* 20,05+0,13*° 20,02 +0,17° 20,10+0,14*°
Salinidad 12,20 +0,20° 12,10 £0,12* 12,07+ 0,11* 12,10 £0,11* 12,00 +0,0° 12,20 £ 0,20"
pH 7,99 £0,01* 7,99 +0,01° 8,00+ 0,01° 8,00 + 0,02° 8,00 + 0,02* 8,00 +0,01°
Zoea 6
Temperatura 20,30 + 0,147 20,20 +0,14* 20,15 +0,24° 20,07 £ 0,29* 19,95 +0,13° 20,10 £ 0,20"
Salinidad 12,07 +0,11° 12,00 + 0,07 12,10+0,11° 12,20+0,20 ° 12,20 +0,20° 12,07 +0,11°
pH 8,00 +0,01° 8,00 +0,01* 8,00 +0,02° 8,01 +0,01° 8,01 +£0,02° 8,01 £0,01°

Datos con letras iguales en superindices en una fila indica que no hay diferencia estadistica altamente significativa (p>0,05).

Para el bioensayo con nitritos en los dos experimentos con zoea 1 y zoea 6, la
temperatura del agua se mantuvo entre 20,0° y 20,10 °C; el pH en 7,99 y 8,02 unidades y

la salinidad se mantuvo en 12 %o.

Tabla 6: Parametros fisico y quimicos (Media + desviacion estandar) del agua de los
vasos de los bioensayos de larvas de C. caementarius, segun las diferentes
concentraciones de nitritos, durante 96 h.

Concentraciones (mg NO;L™)

Parametros Ti: 0 Ty 5 T;s: 10 T4:15 Ts: 20
Zoea 1
Temperatura 20,10+ 0,09 a 19,95+0,13 a 20,05+0,13 a 20,07 + 0,09a 20,10 £ 0,22a
Salinidad 12,0 £0,00 a 12,20+ 0,20 a 12,10 +0,12a 12,07 +0,11a 12,20+ 0,20 a
pH 8,00 £0,01a 7,99 +0,01* 8,01+ 0,01a 8,00 £ 0,02a 8,01+ 0,01a
Zoea 6
Temperatura 20,10 £ 0,24a 20,12 +0,22° 20,12 +0,15a 20,00 + 0,22a 20,12 £ 0,15a
Salinidad 12,20+ 0,20 a 12,0 £0,00 a 12,07 +£0,11 12,10+0,12a 12,20+ 0,20 a
pH 8,01 £0,01a 7,99 +£0,012 8,02 +0,01a 8.00+0,12a 8,01 £0,13a

Datos con letras iguales en superindices en una fila indica que no hay diferencia estadistica altamente significativa (p>0,05).
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IV. DISCUSION

Los resultados demuestran que la supervivencia de zoea 1 de C. caementarius es
afectada por elevadas concentraciones de NHj Asi, se obtuvo 90% de supervivencia
hasta con 1,07 mg NH;L"! a 96 h, en cambio sobre ésta concentracion se alcanzan
supervivencias menores del 75 %. En larvas de M. tenellun de 5 dias de edad la
sobrevivencia fue de 10 y 0% con 0,823 y 1,540 mg NH;L™, respectivamente, a las 72
h (Figueroa et al., 2012).

Larvas de zoea 1de C. caementarius en fueron sensibles al amonio provocando efectos
subletales ¢ influyendo directamente en la actividad natatoria. A 0,38 mg NH;L™' y
hasta las 72 h de exposicion mantuvieron actividad natatoria larval normal llegando a
hipoactividad natatoria normal a las 96 h. En cambio a 1,68 mg NHs;L"' desde las
primeras 24 h de exposicion se mantuvieron en hipoactividad natatoria normal, lo que
indica una relacion inversa entre la concentracion de amonio y los efectos subletales, es
decir afectan el estado fisioldégico de las larvas. En organismos acuaticos, Colt &
Armstrong (1981), concideran que las altas concentraciones de amonio no permiten la
liberacion de la enzima glutamato deshidrogenasa, retirando el cetoglutarato del ciclo
de Kreb’s, decreciendo la cantidad de NADH disponible para la oxidacion; por lo tanto
el aumento en la concentracion de glutamato podria servir para disminuir la
concentracion celular del ATP debido al incremento en la conversion de glutamato a
glutamina ya que este aminoacido segin Tamaso (1994) necesita 4 mol de ATP para
eliminar Imol de NHj3 y por ello disminuye la cantidad de energia utilizada para los

procesos mecanicos o fisiologico.

En zoea 1 de C. caementarius el LCspa las 96 h fue de 1,85 mg NH;L™, siendo alto en
relacion con larvas y postlarvas de otras especies de crustaceos. Asi, el LCsp a las 96 h
en zoea 2 de M. rosenbergii fue de 1,40 mg NHs/L (Armstrong et al., 1978), en larvas
de siete especies de peneidos fue de 0,93 mg NH3/L (Wickins, 1976), en larvas de P.
monodon de 0,96 mg NH3/L (Chin & Chen, 1987), en larvas de P. paulensis fue de 0,85
mg NHs/L (Ostrensky & Wasielesky, 1995). En postlarvas (PL1) de P. monodon el
LCsp a las 96 h fue de 1,04 mg NHj3/L (Chin & Chen, 1987), para postlarvas (PL6) de
P. japonicus fue de 1,30 mg NH3/L (Lin et al., 1993). Nuestros resultados indican que la
zoea 1 de C. caementarius es mas tolerable al amonio que M. rosenbergii y todavia atin
mas tolerable que larvas y postlarvas de camarones peneidos. Sin embargo, la

disminucién de la supervivencia de las larvas ya se hace evidente a partir de la

21



.7 -1 r [
concentracion de 1,07 mg NH3;L ™, por lo que se debe tener en cuenta ésta concentracion

durante la crianza de larvas.

La zoea 6 de C. caementarius es mas sensible al amonio pues con 0,38 mg NH;L™
mostraron signos de hipoactividad natatoria larval a partir de las 48 h mientras que a
1,68 mg NH;L" a partir de las 24 h de exposicion las larvas mostraron signos de
hiperactividad natatoria. Estos problemas de actividad natatoria, comportamiento y
mortalidad estan relacionados a la relacion que existe entre la concentracion y el tiempo

de exposicion.

En zoea 6 de C. caementarius, el LC50 a las 96 h fue de 0,62 mg NH;L!, similar a lo
reportado por Mallasen & Valenti (2005) para zoea 8 de M. rosenbergii que fue de 0,55
mg NH;L™". Ostrensky & Wasielesky (1995), en zoea de Penaeus paulensis; obtuvieron
un LC50 a las 96 h de 0,73 mg NH;L™. Por consiguiente, las larvas zoea 6 de C.
caementarius, fueron mas tolerantes al amonio aunque fue menor que la zoea 1, lo cual
indicaria que conforme avanza el desarrollo larval estas son mas sensibles a la toxicidad
del amonio, esto estd de acuerdo con lo indicado por Ostrensky & Wasielesky (1995)
quienes determinaron que en larvas de P. paulensis la tolerancia al amonio es menor
cuando estas se acercan al estadio postlarval denominandola como etapa de transicion

en términos de sensibilidad al amonio.

En relacion a los nitritos la zoea 1 de C. caementarius toleraron hasta 5 mg NOy L' con
sobrevivencias de 96% y a 20 mg NO; L' la sobrevivencia fue de 33% a las 96 h
mostrando signos de hipoactividad natatoria larval. Estos resultados son mejores a los
registrados por Mallesen & Valenti (2006) en larvas de M. rosenbergii que puede tolerar
exposiciones cronicas a concentraciones tan altas como 2 mg NO; L' ya que a dicha
concentracion la sobrevivencia es 89 % pero a 16 mg NO, L' la sobrevivencia es 0 %

para el estadio zoea 2 a las 96 h.

La mortalidad de las larvas a causa del nitrito podria ser atribuido al efecto que ejerce
este toxico sobre la hemocianina ya que en camarones cambia a metahemocianina en
presencia del nitritos y provoca hipoxia y cianosis (Wickins, 1976). En M. rosenbergii,
la exposicion a concentraciones externas de nitritos produce una reduccion en la
cantidad de oxihemocianina, lo cual indica un decremento en la habilidad de la
hemocianina para transportar oxigeno (Chen & Lee, 1997). Este proceso podria haber

ocasionado los signos de hipoactividad natatoria en zoea 1 a la 96 h cuando son
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mantenidas a concentraciones de hasta 15 mg NO; L™, y de zoea 6 a 20 mg NO; L™ a

consecuencia de la falta de oxigeno provocando la hipoxia.

La zoea 6 fueron mas sensibles al nitrito a concentraciones de 5 mg NO; L™ en donde la
sobrevivencia fue de 60,33% y a 20 mg NO; L™ la sobrevivencia fue de 13,33% a las 96
h. Mallesen & Valenti (2006) también reportan esta menor sensibilidad al nitrito en
larvas de M. rosenbergii en estadio zoea 8, a concentraciones de 2 mg NO; L la

sobrevivencia fue de 63% a las 96 h.

En zoea 6 el LCsy a las 96 h fue de 14,44 mg NO,/L, siendo alta en relacion a lo
reportado en larvas de M. rosenbergii de 10 dias de edad cuyo LCs a las 96 h fueron de
11,5 mg NO; L™ (Armstrong et al., 1976) y 12,2 mg NO5 L (Chen & Lee, 1997).

Por consiguiente nuestros resultados indican que la zoea 1 de C. caementarius es mas
tolerante a concentraciones altas de amonio y nitritos que zoea 6 y que esta menor
sensibilidad en el estadio zoea 6 podria ser atribuida al estado fisiologico de las larvas
ya que este estadio coincide con los cambios en la actividad enzimatica digestiva y
habitos alimenticios. Segun Salleh (1994) la actividad de la tripsina en M rosenbergii se
mantiene a niveles bajos luego bruscamente aumentd a un maximo en la etapa zoea 6.
Este aumento coincidié con el agotamiento de las reservas nutritivas y un aumento en el
volumen de la hepatopdncreas. En larvas de Penaeus la actividad de tripsina y la
quimotripsina es baja durante nauplios y zoea pero alcanza su punto maximo en mysis
(Shing & Bon, 1992; Pérez et al., 2006). Otro factor que podria ser atribuido es la muda,
porque segin Morales & Meruane (2012) en zoea 7 de C. caementarius el proceso de
muda es asincronico evidenciandose intestinos vacios, escaso desarrollo branquial sin
gotas oleosas, nado erratico y circular situacion que; pudiera ser reflejo de cambios a

nivel fisiologicos digestivo.
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V. CONCLUSIONES

El LCs para zoea 1 y zoea 6 de C. caementarius fue de 1,82 y 0,62 mg NH;L" a
las 96 h, respectivamente.

El LCs para zoea 1 y zoea 6 de C. caementarius fue de 17,22 y 14,44 mg NO; L™
a las 96 h, respectivamente.

El efecto subletal mas prominente tanto para toxicidades con amonio y nitritos fue

la reduccion de la actividad natatoria en zoeas 1 y 6 de C. caementarius.

VI. RECOMENDACIONES

Realizar recambios totales de agua en estadios larvales avanzados como zoea 6 ya
que este estadio es muy critico en cuanto a la tolerancia de los compuestos
nitrogenados.

Realizar bioensayos de toxicidad de amonio y nitritos para las demas etapas de
desarrollo como: postlarval, juvenil, adulto para evitar mortalidades por mal

manejo de la calidad del agua.
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ANEXO



ANEXO 1: Sobrevivencia de zoea 1 de C. caementarius expuestos en pruecbas a bajas
concentraciones de amonio durante 96 h (Media + desviacion estandar).

Tiempo Concentraciones (mgNH_;L")
(h) T: 0 T,: 0,38 Ts: 0,72 Ty 1,07 Ts: 1,37 Te: 1,68
0 100,00 + 0,00° 100,00 + 0,00° 100,00 + 0,00° 100,00 + 0,00° 100,00 + 0,00° 100,00 + 0,00°
24 100,00 + 0,00° 100,00 + 0,00° 93,33 + 0,00 90,00 +0,00° 90,00 + 0,00 93,33 + 0,00
48 100,00 + 0,00° 100,00 + 0,00° 93,33 + 0,00 90,00 + 0,00 90,00 +0,00° 93,33 + 0,00
72 100,00 + 0,00° 100,00+0,00° 90,00 + 0,00® 90,00 + 0,00 80,00 +0,00% 76,00 + 0,00°
96 100,00 + 0,00° 90,00 + 0,00 90,00 + 0,00%° 90,00 + 0,00 75,00 + 0,00 55,00 +0,00°

Datos con letras iguales en superindices en una fila indica que no hay diferencia estadistica altamente significativa (p>0,05)

ANEXO 2: Sobrevivencia de zoeal de camarén C. caementarius expuestos en
pruebas a altas concentraciones de amonio durante 96 h (Media + desviacion
estandar).

Tiempo Concentraciones (mgNH;L™)
(h) T;: 0 T,: 1,07 Ts: 1,37 Ts:1,68 T;: 2,01 Ts 2,36
0 100,00 £ 0,00 * 100,00 + 0,00 * 100,00 £ 0,00° 100,00 £ 0,00° 100,00 £ 0,00 * 100,00 £ 0,00 *
24 100,00 £ 0,00 * 100,00 + 0,00 * 95,00 + 5,00 *° 90,00 + 5,00 ° 100,00 0,00 * 98,33 £2,89 %
48 100,00 £ 0,00 * 96,66 £ 5,77 * 90,00 = 5,00 ©° 78,33 +£2,89 " 88,33 £5,77 % 76,66 5,77 ¢
72 100,00 £ 0,00 * 90,00 + 0,00 * 83,33+£7,64° 68,33 £2,89 ™ 70,00 + 13,23 58,33£2,89°¢
96 100,00 £ 0,00 * 86,66 £ 5,77 ° 71,66 7,64 ° 55,00 £ 0,00 ¢ 45,00 + 5,00 35,00 £ 5,00°

Datos con letras iguales en superindices en una fila indica que no hay diferencia estadistica altamente significativa (p>0,05).

ANEXO 3: Sobrevivencia de zoea 6 de C. caementarius expuestos en pruebas a bajas
concentraciones de amonio durante 96 h. (Media + desviacidn estandar).

Tiempo Concentraciones (mgNH3L")
(h) Ty: 0 T,: 0,38 T;: 0,72 T,: 1,07 Ts: 1,37 Te: 1,68
0 100,00 + 0,00° 100,00 + 0,00° 100,00 + 0,00° 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00° 100,00 + 0,00°

24 100,00 + 0,00° 100,00 = 0,00° 93,33 + 5,77 90,00 +0,00" 90,00 + 10,00%° 80,00 + 10,00°
48 100,00 = 0,00° 100,00 = 0,00° 80,00 + 10,00 80,00 + 10,00™ 70,00 +10,00° 60,00 + 10,00°
72 100,00 + 0,00° 70,00 + 10,00° 5333 +5,77° 43,33 £5,77% 30,00 £10,00¢ 10,00 + 10,00
96 100,00 + 0,00° 65,00 + 10,00° 10,00 + 10,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00° 0,00 + 0,00°

Datos con letras iguales en superindices en una fila indica que no hay diferencia estadistica altamente significativa (p>0,05)

ANEXO 4: Sobrevivencia de zoea 1 de C. caementarius expuestos en pruebas a
diferentes concentraciones de nitritos durante 96 h. (Media + desviacion estandar).

Tiempo Concentraciones (mg NO; L")
(h) T;: 0 Ty: 5 Ts: 10 T,: 15 Ts: 20
0 100,00 +0,00°* 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00
24 100,00 +0,00° 100,00 0,00 96,66 +5,77° 100,00 + 0,00 100,00 0,00
48 100,00 +0,00° 100,00 + 0,00a 90,00 + 0,00 90,00 + 10,00 93,33+7,07°
72 100,00 +0,00° 100,00 + 0,00° 90,00 + 0,00 73,33 +11,55° 63,33 +0,00°
96 100,00 +0,00° 96,66 + 5,77 86,66 +5,77" 63,33 £5,77° 33,33 £7,07°

Datos con letras iguales en superindices en una fila indica que no hay diferencia estadistica altamente significativa (p>0,05).
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ANEXO 5: Sobrevivencia de zoea 6 de C. caementarius expuestas en pruebas a
diferentes concentraciones de nitritos durante 96 h. (Media + desviacion estandar).

Tiempo Concentraciones (mg NO;L™)
(h) T:: 0 T, 5 T;: 10 T4:15 T5:20
0 100,00 = 0,00° 100,00 + 0,00° 100,00 + 0,00 100,00 + 0,00° 100,00 = 0,00°
24 100,00 = 0,00° 93,33 +5,77° 90,00 + 10,00° 100,00 + 0,00° 100,00 = 0,00°
48 100,00 + 0,00° 93,33 +5,77° 83,33 +5,77° 90,00 + 0,00 90,00 + 10,00°°
72 100,00 + 0,00° 90,33 + 0,00® 73,33 +5,77% 60,00 = 10,00° 40,00 + 10,00¢
96 100,00 + 0,00° 60,33 +5,77° 53,33 +5,77° 30,00 = 10,00° 13,33 +5,77¢

Datos con letras iguales en superindices en una fila indica que no hay diferencia estadistica altamente significativa (p>0,05)

ANEXO 6: Mantenimiento de las hembras ovigeras de C. caementarius.

ANEXO 7: Larvas de C. caementarius en estadio zoea 1 muertas por toxicidad con
amonio.
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ANEXO 8: Analisis estadistico: Datos SPSS version 18 — Prueba de tukey

Zoea 1(A)

| T2 71 A |

Subconjunto

para alfa =

0.05
Tratamientos NH;|| N 1

HSDde || 4 | 3] 90,0000 |

Tukey" || 5 | 3] 90,0000 |

| 3 | 3] 933333 |

| 6 | 3 933333 |

| 1 | 3] 1000000 |

| 2 | 3] 100,0000 |

| Sig. || 480 |

1[ 1[ 1[ 1

T3 Z1 A |

Subconjunto

para alfa =

0.05
TRATAMIENTOS NH;|| N 1

HSD | 4 I 3| 90,0000]

dTikef' 5 I 3 90,0000]

| 3 I 3 93,3333

[ 6 I 3 93,3333

[ 1 I 3| 100,0000]

[ 2 | 3| 100,0000]

 Sie. L 48] |
| T4 71 A |
Subconjunto para

alfa=0.05
TRATAMIENTOS NHs|| N| 1 || 2 |
HSD || 6 | 3][ 75,0000] |
dTikey“| 5 | 3][ 80,0000] 80,0000]
|3 | 3] 90,0000]| 90,0000]
| 4 | 3|l 90,0000] 90,0000]
[ 1 |E| || 100,0000|
[ 2 | | 100,0000|
 Sie. [IEXE /IS |




Zoea 1(B)

| T5 Z1_A |

| Subconjunto para alfa = 0.05 |

TRATAMIENTOS NHs| N || 1 |[ 2 || 3 |
L6 L 3| 55.0000] [ |
IE | 3][ 75,0000] 75,0000] |
[ 2 | | 90,0000{ 90,0000|
| 3 [E| | 90,0000] 90,0000|
[ 4 | | 90,0000{ 90,0000|
L L3 [ L 100.0000)
| sig. | oot 285 671 |

| T2 71 B |

Subconjunto para alfa =
0.05
TRATAMIENTOS NH3|| N |[ 1 | 2 |

K I3[ 90.0000] |

| 3 | 3]l 95,0000] 95,0000]

| 6 | 3| 98,3333 98,3333

|1 | 3 I 100,0000|

| 2 | 3 I 100,0000|

| 5 [IE| [ 100,0000|

! Sig. || ,058!! ,413!! |
| T3 71 B |

| Subconjunto para alfa = 0.05 |

TRATAMIENTOS NH3|| N[ 1 |[ 2 || 3 |
Lo _3|[ 76.6667) [ |
| 4 | 3| 78,3333]| 78,3333 |
IE || 3| 88,3333|| 88,3333|| 88,3333]
| 3 | 3 | 90,0000{ 90,0000]
L2 | | J[_96.6667]
L || | [ 100.0000)
| sig. || .86l 086 086 |

34



Zoea 6

| T4 _Z1B |
| | Subconjunto para alfa = 0.05 |
| TRATAMIENTOS NH3|| N[ 1 | 2 [ 3 ]
E I I
[ 4 | 3| 68.3333| 68,3333 |
| 5 | 3|l 70,0000| 70,0000] |
I | | | | |
[ 3 3 | 83.3333| 83,3333
P - | | |
2 S I ooom
! L3l [ [ 100.0000]
| sig. | 209 116l 069 |
| T2_76_NH, |
Subconjunto para alfa =
0.05
TRATAMIENTOS NH3|| N |[ 1 | 2 |
HSD  de| 6 | 3][ 80,0000] |
Tukey" 1™y I 3] 90,0000] 90,0000
[ 5 | 3|l 90,0000] 90,0000|
[ 3 | 3| 93,3333 93,3333
[ 1 | 3 I 100,0000|
| 2 B I 100,0000|
[ sie. Ltoo  413] |
| T3_Z6_NH3 |
Subconjunto para alfa =
0.05
TRATAMIENTOS_NH3 [ [ 2 3]
HSD  de| 6 I 3|[ 60.0000] ]
Tukey™ s 3| _700000] ]
| 3 [ 3][80,0000][ 80,0000][ ]
[ 4 [ 3][ 80,0000][ 80,0000][ ]
L L3 [_100.0000[ |
[ 2 (| [ 100.0000[ |
[z oo ]
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| T4_76_NH3 |
| Subconjunto para alfa = 0.05 |
TRATAMIENTOS NH3|| N |[ 1 | 3 4 5
HSD || 6 L3 ]| to.0000] | | [ ]
Tukeya| 5 |3 || 30,0000| 30,0000] I ]
| 4 | 3] || 43,3333|| 43,3333 ]
| 3 L3 I [EEEEER)| L]
| 2 L3 [ )L 60.0000] L]
| ! [N [ [ [ 100.0000][ ]
| Sig. | 073) 353 || 168 || 1,000 | ]
Zoea 1
| T2_Z1_NO, |
Subconjunto para
alfa=0.05

TRATAMIENTOS NO2|| N || 1 |

HSD de|| 3 E 96,6667

Tukey® | [ 100,0000]

| 2 | 3 100,0000|

| 4 | 3 100,0000|

IE [IE| 100,0000]

| Sie. L339 |

| T3 Z1 _NO, |

Subconjunto para
alfa = 0.05

[ ]| TRATAMIENTOS NO2|| N | 1 |

HSD  de| 3 [E 90,0000)

Tukey" | B 90,0000)

| 5 I 3 93,3333

[ 1 E 100,0000|

| 2 | 3 100,0000|

[ Sie. L 200 |




| T4 71 _NO, |
I_l TRATAMIENTOS N | Subconjunto para alfa = 0.05 |
[ Lo _ N | L2
HSD|| 5 I 3| 63,3333]| |
« O || I |
Yo (E I 3| L 90.0000
|1 I 3| I 100,0000|
[ 2 I 3| [ 100,0000|
 Sie. I 283 283 |
| T5_71_NO, |
| Subconjunto para alfa = 0.05 |
[ ]l mratamiNTOs No2|| N [ 1 [ 2 |3 4
SRE [
e 2 | Y I
L3 [ I I[_s66667) |
L2 L3 I [ 966667 |
! L3 I [ 100.0000][ |
[ sig. [ 1,000 1000 o61]| ]
Zoea 6
T2 76 _NO, |
Subconjunto para alfa =
0.05

TRATAMIENTOS NO2|| N || 1 |

| 3 || 90,0000|

[ 2 I 93,3333]

|1 | 3 100,0000]

| 4 | 100,0000|

IE | 3 100,0000]

o || |

| T3 76 _NO, |

Subconjunto para
alfa=0.05

[ ] TraTaMiENTOS No2| N[ 1 [ 2 ]

HSD || 3 | 3| 83,3333 |

%fl’l keya| 4 || 3| 90,0000] 90,0000|

| 5 | 3] 90,0000] 90,0000]

[ 2 | 3| 93.3333]] 93.3333]

|1 B || 100,0000]

| Sie. L283) 283 |




| T4_76_NO, |
TRATAMIENTOS N | Subconjunto para alfa = 0.05 |
02 N 2 |l 3 4]
HSD | 5 3| 40,00
de 00
Tukey® | 3 60,00
00
3 3 7333\ 73,33
33 33
2 3 90,00] 90,
oof| 00
00
1 3 10
0,0
00
0
Sig. Lol[ 195|080 427
00
| T5_76_NO, |
| Subconjunto para alfa = 0.05 |
TRATAMIENTOS No2|| N 1 || 2 || 3 || 4 |
| R N N I
Tukeya| 4 I 3 || 30,0000] 30,0000] I |
| 3 EN| || 36,6667|| 36,6667 |
| 2 L3l [ [ 533333 |
| ! L3 | | | | 100.0000]
| Sig. | Loss|| 702 |[ 055 || 1,000 | |
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