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RESUMEN 
En estudios previos realizados en el embalse Manuel A. Camacho del Estado de 

Puebla, se determinó una sucesión en la dominancia entre Ceriodaphnia dubia 

por Moina macrocopa (Crustacea:Cladocera), promovida al parecer por un 

incremento de amonio en el sistema y un cambio en la densidad del alimento. Una 

tercera especie (Daphnia pu/ex) se vio poco afectada. 

Con el objeto de determinar el efecto del amonio en los parámetros 

demográficos de estas poblaciones, se cultivaron en laboratorio cepas de las 

mismas a partir de organismos silvestres provenientes del embalse Manuel A. 

Camacho. Se determinó la concentración letal media a 24 horas para cada una de 

ellas a tres concentraciones de alimento. A partir de estos resultados se 

realizaron pruebas de toxicidad crónica utilizando O, 0.035, 0.07, 0.14, 0.28, y 

0.32 mg L-1 N-NH3 • Se prepararon dos densidades de microalga como alimento 

para cada una de las soluciones resultantes (0.5 x 1 0 6 y 1.5 x 106 cél. mL-1 de 

Ch/ore/la vulgaris) con el fin de determinar el efecto de estas dos variables en la 

sobrevivencia, reproducción, esperanza de vida, tasa de reproducción bruta, tasa 

de reproducción neta, tiempo de generación y tasa de crecimiento poblacional a 

pH constante de 7 .24. 

Se determinó para Ceriodaphnia dubia una CL"° (24 h) de 0.395 ± 0.023 

mg L_, de N-NH3, mientras que Daphnia pu/ex mostró mayor resistencia con una 

CLso (24 h) de 0.861 ± 0.029 mg L-1 de N-NH3 seguida de Moina macrocopa con 

una CLso (24 h) de 0.808 ± 0.017 mg L"1 de N-NH3 . Se determinó que dentro de los 

recipientes de prueba la disminución del amonio debido a la presencia de las 

microalgas utilizadas como alimento no fue significativa. 

En general, para todas las especies, tanto en las pruebas de toxicidad 

aguda como en las crónicas, se observó que el aumento en las concentraciones 

de alimento reduce el efecto tóxico del amonio ya que los resultados indicaron 

\ 
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un mayor efecto de este cuando se tiene una concentración de alimento de 0.5 x 

106 céL mL-1 de microalgas. Par-a el caso exclusivo de C. dubia se estableció un 

mayor- crecimiento poblacional a densidades bajas de mic.-oalga. Los r-esultados 

de la competencia indican que la pr-esencia de D. pu/ex permite un mejor

desar.-ollo de M. macrocopa mientr-as que desfavor-ece el cr-ecimiento poblacional 

de C. dubia. 

2 rr~ 0-1?. (~ÜI': 
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l. INTRODUCCION 

Los cladóceros son generalmente el grupo dominante del zooplancton de agua 

dulce y pueden contribuir con el 80 % de la productividad secundaria. En cuerpos 

de agua naturales están sujetos a grandes variaciones de parámetros 

ambientales físicos y químicos así como a la depredación por parte de peces y 

otros invertebrados (Downing & Rigler, 1984; Smirnov, 1996). La disponibilidad 

de alimento algal es otro factor que controla a las poblaciones de cladóceros y 

zooplancton herbívoro en general, ya que debido al tamaño de estos y a que 

presentan un tiempo de generación corto, responden rápidamente a cambios en 

la densidad de las microalgas que utilizan como alimento (Dodson & Frey, 1991 ). 

Incluido en las variables ambientales, el amonio es muy importante, ya que, junto 

con el fósforo, afecta directamente las densidades de microalgas influyendo de 

esta manera en la biomasa zooplanctónica (Hutchinson, 1967). En cuerpos de 

agua naturales el amonio alcanza concentraciones hasta de 5 mg L"1 de N-NH4 + a 

causa de la excreción del zooplancton, peces y otros animales acuáticos 

(Hargreaves, 1998). Sin embargo, con aportes derivados de la agricultura las 

concentraciones se incrementan, por lo que puede ser extremadamente tóxico 

para las comunidades acuáticas teniendo un efecto negativo en las especies de 

cladóceros (U.S. EPA, 1985, Thurston & Russo, 1983). 

En el agua el amonio se encuentra en forma de dos especies químicas, la 

más común es la forma ionizada (N-NH4 .), mientras que la menos frecuente es la 

forma no ionizada (N-NH3 ). Las proporciones entre N-NH4 + y N-NH3 dependen de 

la dinámica de disociación regidas por el pH, la temperatura y la composición 

iónica del agua. (Thurston & Meyn 1986., Wetzel, 1981 ). La toxicidad del amonio 

es principalmente atribuida a la forma no ionizada (N-NH3 ). Esta se debe en parte 

a que interfiere con la hemoglobina para transportar oxígeno (Spotte, 1979). En 

3 
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los grupos de crustáceos inferiores incluidas algunas especies de cladóceros, la 

hemoglobina se encuentra disuelta en la hemolinfa, como una característica 

evolutiva primitiva (Vázquez et al., 1986). En general, de acuerdo a Martínez

Jerónimo (1991 ), la toxicidad de un compuesto depende tanto de la concentración 

y de la forma química en la que se encuentra la sustancia. El tiempo de 

exposición es importante, aunque el efecto de un contaminante depende también 

de la sensibilidad del organismo de prueba, así como del estadio del ciclo de vida 

en que se encuentren, a esto deben considerarse también sus hábitos de vida, ya 

que la liberación e incremento de amonio en el sedimento según Besser et al., 

(1998) y Van Sprang & Janssen (1997) somete a mayores niveles de estrés a los 

organismos bentónicos quienes resienten los efectos acumulativos antes que los 

planctónicos 

Una fracción del amonio puede ser utilizada como nutrimento por el 

fitoplancton (Hansen et al., 1997), y el aumento en las densidades de los 

productores primarios favorece el desarrollo de las comunidades de zooplancton 

herbívoro (Downing & Rigler, 1984); Sin embargo, en la época del año en que la 

concentración de alimento es baja, las poblaciones de cladóceros se someten a 

un estrés debido a la inanición. Aunado a esto la fracción de amonio no utilizada, 

dependiendo de sus concentraciones, puede resultar toxica para el zooplancton 

en general, por lo que funciona como una presión adicional. Por tal razón, el 

objetivo de este trabajo es determinar el efecto combinado de las densidades de 

alimento y las concentraciones de amonio. 

4 
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11. HIPOTESIS: 

• Debido a que de forma natural las especies del género Moina y Daphnia se 

ha reportado con mayor frecuencia en los lagos y embalses que presentan un 

mayor grado de eutrofización (Vázquez et. al., 1986; Elías-Gutiérrez, 1994; 

Mangas-Ramírez, 2000), es muy probable que el amonio tendrá un efecto 

negativo de mayor magnitud en los parámetros demográficos de Ceriodaphnia 

dubia que los que se registren para Moina macrocopa y Daphnia pu/ex. 

• La relación de coexistencia en el campo de Moina macrocopa y Daphnia 

pu/ex puede permitir un menor grado de inhibición competitiva entre ellas que 

entre las combinaciones con Ceriodaphnia dubia. 

• En algunos estudios se ha observado que el aumento en la densidad de 

alimento disminuye el efecto de diversos tóxicos (Gama-Flores et al., 1999; 

Mangas-Ramírez et al., 2001 ). Debido a ello, esperamos que el incremento en 

la densidad de Ch/ore/la vulgaris en los recipientes de prueba propiciará la 

reducción del efecto toxico del amonio. 

5 Tf~IS ("'.(IN 
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111.ANTECEDENTES 

3. 1. Fundamento del presente estudio: 

Desde hace treinta y siete años (1965) la superficie del embalse Manuel Ávila 

Camacho, un sistema ubicado 5 km al sur de la ciudad de Puebla, fue invadida 

por malezas acuáticas, en el que el lirio acuático (Eichhornia crassipes) constituyó 

el principal problema, ya que cubrió el 65 % del total de la supeñicie del espejo de 

agua. El embalse se encuentra enclavado en la zona central del Estado de 

Puebla y es el más importante del mismo, ya que contiene el 52% del total de 

agua de almacenamiento del Estado. Por causa de la invasión de las malezas 

acuáticas, la Comisión Nacional del Agua, dentro del "Proyecto Estatal 

Angelópolis", empleo trece trituradoras para limpiar cerca de mil seiscientas 

hectáreas de lirio, concluyendo los trabajos el 20 de febrero de 1997. 

Debido a que se realizaron estudios con una periodicidad mensual entre 

1994 y 1995 en el mismo embalse -antes del proceso de erradicación de malezas 

flotantes-, se procedió a evaluar el impacto ambiental que tuvo la trituración del 

lirio acuático en las poblaciones planctónicas, ícticas y variables físicas y 

químicas en el embalse. 

La determinación de cada variable se realizó mensualmente durante un 

año completo antes de la trituración del lirio acuático y se continuó durante un 

año después de la misma. En el trabajo de campo, se colectaron microalgas y 

zooplancton, así como peces por medio de técnicas convencionales 

En los resultados y conclusiones que se obtuvieron de este trabajo se 

determinó que las concentraciones promedio del amonio se incrementaron en un 

702 % a las concentraciones existentes antes de la trituración del lirio. Las tres 

especies de peces que se encontraban habitando la zona desaparecieron. La 

6 
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comunidad zooplanctónica antes de la trituración presentaba como especie 

dominante a Ceriodaphnia dubia que representaba el 51 º/o de la abundancia total 

del zooplancton, sin embargo después de la trituración redujo sus densidades al 3 

% siendo desplazada por Moina macrocopa que alcanzó para el segundo periodo 

el 59 % del total de la abundancia de la comunidad zooplanctónica. Así mismo 

Daphnia pu/ex mantuvo sus poblaciones antes y después de la trituración 

registrando de un 40 % a un 35 º/o de las densidades para ambos ciclos 

respectivamente (Mangas-Ramírez, 2000). 

Por esta razón se decidió evaluar el efecto que tiene amonio sobre los 

parámetros demográficos de Ceriodaphnia dubia, Moina macrocopa y Daphnia· 

pu/ex. 

3.2. Pruebas de ecotoxicología con zooplancton. 

Dentro de los trabajos relacionados con la toxicidad del amonio, investigaciones 

de crecimiento demográfico y la construcción de tablas de vida con cladóceros se 

tiene un estudio sobre la toxicidad del amonio realizados por Caims et al., 

(1990), quienes, utilizaron comunidades perifíticas de protozoarios sobre 

sustratos artificiales. Ellos observaron una clara relación entre el aumento en las 

concentraciones de amonio y el decremento de la densidad biológica. Los 

resultados indicaron que la densidad se reduce un 20 % en concentraciones de 

15.4 µgL"1 de N-NH3. 

En relación al amonio, Yuxin & Zhihuí (1996) determinaron para el 

cladócero Moina mongo/ica una CL50 de 9.84 mg L-1 de N-NH3 . Andersen & 

Buckley (1998) determinaron la CLso para Ceriodaphnia dubia en una 

concentración de 1. 73 ± 0.19 mg L-1 de N-NH3 , mientras que para el rotífero 

Brachionus plicatilis, se han determinado diferentes datos de CL50 que van de 

7 
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17. 7 mg L-1 de N-NH3 (Snell, & Persoone, 1989) a 38 mg L"1 de N-NH3 (Snell et al., 

1998). 

En estudios referentes a la fisiología del plancton se encuentra el realizado 

por Gyore et al., (1982) quienes investigaron el efecto del amonio sobre la 

respiración de Daphnia magna. Ellos detectaron, utilizando un respirómetro de 

flujo continuo, una disminución en el consumo de oxígeno, causado por una 

toxemia aguda de amonio. 

Kaniewska-Prus (1982) determinó el efecto de diferentes concentraciones 

- de amonio sobre D. magna comparando con Simocephalus vetulus y Asel/us 

aquaticus en el cual establece que estas especies tienen diferente grado de 

sensibilidad a las soluciones de prueba siendo más resistente D. magna y más 

sensible A. acuaticus. 

McDonald et al., (1995a) y Gulyas & Fleit (1990), determinaron una CLso 

(48h) para D. magna entre 0.08 y 0.12 mg L-1 de N-NH3, para agua con baja y alta 

alcalinidad respectivamente, mientras que la USEPAA (1985) establece rangos 

entre 0.53 a 2.5 mg L-1 de N-NH3 para la misma especie en agua con baja y alta 

alcalinidad ("blanda y dura"). 

En cuanto a los estudios en donde se han determinado las tablas de vida 

de cladóceros en México y en los que una variable importante ha sido la 

densidad del alimento se tienen los referentes a las especies Ceriodaphnia 

cornuta, Moina macrocopa, Pleuroxus aduncus, Simocephalus vetulus y 

Ceriodaphnia dubia, (Nandini & Sarma, 1998, Nandini & Sarma, 2000b), también 

existen estudios de interacción competitiva entre Moina macrocopa y el rotifero 

Brachionus patulus en el cual B. patulus se ve afectado por la presencia del 

cladócero, Jo cual propicia .una disminución en sus densidades (Hurtado

Bocanegra et al., 2000). 

8 
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IV. OBJETIVOS DEL PROYECTO 

4.1 . Objetivo general 

Postgrndo en Ciencias del Mar y Limnologia. 

Determinar el efecto que el amonio ejerce en los parámetros demográficos de 

Ceriodaphnia dubia, Moina rnacrocopa y Daphnia pu/ex (Crustacea : Cladocera) 

4.2. Objetivos particulares: 

1. Determinar la concentración letal media del amonio a 24 horas en Ceriodaphnia 

dubia. Moina rnacrocopa y Daphnia pu/ex (Crustacea : Cladocera) a diferentes 

densidades de alimento. 

2. Determinar los efectos del amonio en los parámetros demográficos de C. dubia, 

M. macrocopa y D. pu/ex a diferentes densidades de alimento mediante pruebas de 

toxicidad crónica. 

3. Establecer los efectos de la interacción entre C. dubia, M. macrocopa y D. 

pu/ex a diferentes concentraciones de amonio. 
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V. AREA DE COLECTA. 

5. 1. Localización geográfica. 

El Estado de Puebla se encuentra dividido en cuatro Regiones Hidrológicas (R.H.) 

denominadas Río Balsas (R.H. 18), Río Pánuco (R.H. 26), Tuxpan-Nautla (R.H. 

27) y Papaloapan (R.H. 28). En la presente investigación, las colectas del material 

biológico se realizaron en el embalse Manuel Ávila Camacho, que forma parte de 

la Región Hidrológica 18. Esta región comprende la mayor parte del Estado 

(20,328. 17 km2
) y tiene como cuenca principal la del río Zahuapan-Atoyac que es 

la corriente formadora más importante del río Balsas (INEGI, 1987b). 

El embalse Manuel Avila Camacho está localizado a 5 kilómetros al sur de 

la ciudad de Puebla. Este sistema se construyó en el período 1941-1946 por la 

Comisión Nacional de Irrigación. Tiene una capacidad de almacenamiento de 405 

X 1 0 6 m 3
• Actualmente irriga una superficie de 33 820 hectáreas de cultivo y se 

ubica entre los 18º 53' y los 18º57' de latitud Norte y 98º 06' con 98º 1 5' longitud 

Oeste, a una altitud de 2100 msnm. La cuenca pertenece al eje neovolcánico 

transversal, a la subprovincia de lagos y volcanes del Anáhuac, presentándose 

lomeríos suaves de sedimentos con cañadas en gran parte de la zona de estudio. 

Las aguas que escurren hacia el embalse Manuel Avila Camacho por la 

parte norte son de los ríos Atoyac con un flujo continuo y las del Alseséca que 

presenta un flujo intermitente. El río Atoyac se forma a partir de los deshielos que 

descienden desde altitudes superiores a los 5 000 msnm, del flanco oriental del 

volcán lztaccíhuatl, en los límites de los Estados de México y Puebla. En su 

recorrido se une con el río Alseséca dentro de la cuenca del embalse. (INEGI, 

1987a). Estos ríos y sus tributarios como el Zahuapan que se une al Atoyac antes 

que desemboque al embalse, acarrean productos de los drenajes de las 
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poblaciones por las que atraviesan sus aguas, por lo que llevan desechos 

urbanos, así como industriales y agrícolas. El agua de estos ríos con esta carga 

de contaminantes se vierte sin mayor tratamiento directamente en el embalse 

(INEGI, 1987a). 

El clima predominante de la zona según Koppen modificado por García 

(1973} es templado subhúmedo con lluvias en verano, C (w1} (w), con porcentaje 

de precipitación invernal inferior a los 5 mm. La temperatura promedio máxima y 

mínima durante el año es aproximadamente de 34º y 2º C respectivamente. La 

vegetación predominante es chaparral en el sureste y pastizal inducido en el 

resto de la región. Estos dos tipos de vegetación sucedieron a una vegetación 

original representada por bosque de pino y selva baja caducifolia (INEGI, 1987b). 

La geología está representada por rocas volcánicas del Cenozoico 

pertenecientes al Pleistoceno. Dos tipos de rocas, las ígneas extrusivas y suelos 

vulcano-sedimentarios con rocas sedimentarias del cuaternario, dominan la 

geología de la cuenca. (aproximadamente el 87.6 %). Les siguen en superficie las 

rocas ígneas extrusivas del terciario que cubren el 1 0.4 % de la cuenca y las 

rocas sedimentarias y vulcano-sedimentarias calizas del cretácico superior, las 

cuales cubren aproximadamente el 2 % de la cuenca (INEGI, 1987a}. 
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VI. CONCENTRACIÓN LETAL MEDIA 

6.1. MATERIALES Y MÉTODOS. 

6. 1. 1. Obtención de muestras biológicas: 

Postgrado en Ciencias del Mar y Limnologfa. 

La colecta de las muestras biológicas se realizó entre las 9 y las 11 de la 

mañana a una profundidad entre el nivel superficial y 0.30 m, en donde se 

filtraron 100 litros de agua del embalse utilizando una red de zooplancton de 60 

µm de apertura de malla para obtener a las especies de prueba. Los organismos 

colectados se colocaron en frascos de vidrio de cuatro litros de capacidad los 

cuales fueron trasladados al laboratorio. 

6. 1.2. Obtención del cultivo de Cladóceros: 

El zooplancton se distribuyó en 2 acuarios de 30 litros de capacidad los cuales se 

llenaron con agua del embalse previamente filtrada. De este grupo se 

determinaron· y separaron las especies de Ceriodaphnia dubia, Moina macrocopa 

y Daphnia}JU~ex ,~·~:acuerdo a los criterios propuestos por Elías-Gutiérrez (1996). 

Posteriormente)<sk ;:áii>láron a hembras adultas en recipientes de 1 00 mi 

conteniendo :'so 0 :;;,1' de EPA (por las siglas en ingles Environmental Protection 

AgenC:}'f a'fr'c:~'ii¡_, ~s - utilizado en la mayoría de los estudios con zooplancton de 

agua dulce en el mundo y se prepara disolviendo 96 mg NaHC03 , 60 mg CaS04, 

60 mg -MgS04 y 4 mg KCI por cada litro de agua destilada (Snell & Janssen, 

1995). Como alimento se suministró la microalga clorofícea Ch/ore/la vulgaris en 

concentración de 0.5 x 1 0 6 cél. mL·1
. Se implementó una rutina de mantenimiento 

diario, con recambio de medio de cultivo y alimento cada dos días: el fotoperíodo 

fue de 16:8 horas (luz: oscuridad), a temperatura de 23º C (Martínez et al., 1997; 

Sarma, 1996; Pardian & Marian, 1991 ). 
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6.1.3. Cultivo de Ch/ore/la vulgaris como alimento vivo. 

En el presente trabajo, se utilizó Ch/ore/la vulgaris Beijerink, 1890 como alimento 

para obtener un nivel nutricional elevado, libre de toxinas, ya que se tiene la 

ventaja de que esta microalga presenta un crecimiento poblacional rápido, 

además de que su tamaño es accesible para los cladóceros. 

El cultivo de C. vulgaris se realizo, inoculando el alga en recipientes de 

plástico transparente de dos litros de capacidad con medio Bold (Borowitzka & 

Borowitzka, 1988), la aireación y el foto período con iluminación fluorescente 

difusa fueron continuos. Como fuente de Carbono se adicionó un gramo de 

bicarbonato de sodio por recipiente cada 48 horas. Después de aproximadamente 

1 O días se refrigeraron las botellas para sedimentar el alga. Posteriormente se 

procedió a decantar el medio Bold debido a que los nutrimentos que lo forman no 

sirven para apoyar: el crecimiento de los cladóceros, por lo cual se sustituye con 

medio EPA. 

6. 1.4. Pruebas de concentración letal media para amonio 

Una vez cumplido lo anterior y para realizar las pruebas de toxicidad aguda a 24 

horas para cada especie, se separaron los neonatos de un día de edad en 

recipientes con SO mL de medio colocando diez individuos por recipiente los 

cuales se distribuyeron en 1 lote testigo y cuatro experimentales, cada uno de los 

cuales tuvo tres replicas. Se consideraron tres densidades de alimento de O, 0.5 x 

106 y 1.5 x 106 cél. mL·1 de Ch/ore/la vu/garis en cada ensayo. Las 

concentraciones de N-NH3 de los lotes experimentales se obtuvieron utilizando 

una solución madre a partir de la dilución de 1 g de NH4 CI en un litro de agua 

destilada. El pH se mantuvo estable a 7.24 debido a la presencia de las sales 

que constituyen el medio EPA. Así mismo, la temperatura se mantuvo en 23º C. 
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En cada caso y para cada especie, excepto en los lotes testigo, a partir de 

experimentos previos de tipo biobúsqueda, se consideraron concentraciones con 

variaciones en las concentraciones de amonio que fueron entre 0.279 a 2. 786 mg 

L-1 de N-NH3 para Moina macrocopa, de 0.139 a 1.074 mg L-1 de N-NH3 para 

Ceriodaphnia dubia y de 0.697 a 1.219 mg L-1 de N-NH3 para Daphnia pu/ex. 

Se contabilizaron el numero de organismos muertos a las 24 horas 

(Martínez et al., 1997; Sarma, 1996). La prueba es de tipo estático, sin recambios 

El criterio de muerte fue la sedimentación y falta de movilidad. (Quadri et al., 

1994; UNEP, 1986; Sarma & Nandini, 1999). El valor de la concentración letal 

media se obtuvo con el método de regresión Empirical probit descrito.en el anexo 

1 (Finney, 1971 ). 

En el presente estudio para descartar la posibilidad de que la adición de 

microalgas este removiendo parte del amonio disminuyendo la toxicidad del 

mismo, se realizó la cuantificación del amonio total por espectrofotometría 

mediante la técnica de azul-indol para lo cual se prepararon las soluciones de 

acuerdo al método descrito anteriormente con sus respectivas repeticiones. Se 

adicionaron posteriormente a diez individuos por lote, se dejaron durante 24 horas 

El amonio total se cuantificó al inicio y al final del experimento. Se comparó por 

medio de un análisis de varianza para determinar si se presentaron diferencias 

significativas en relación a la concentración de amonio en los recipientes de 

prueba. 

14 



Mangas-Ramfrcz Emcsto. Postgrado en Ciencias del Mur y Limnologfa. 

6.2. RESULTADOS 

6.2. 1. CONCENTRACION LETAL MEDIA 

Se determinó la concentración letal media para cada especie a tres densidades 

de alimento, las cuales fueron O, 0.5 y 1.5 x 106 cél. mL"1 de Ch/ore/la vu/garis. Los 

resultados obtenidos para la primera de estas establecen para Ceriodaphnia 

dubia una CL50 de 0.395 ± 0.023 mg L-1 de N-NH3 (tabla 1 ). Se observó un 

aumento significativo en la concentración letal media de acuerdo al incremento de 

la densidad de alimento, ya que la CL50 para la densidades de 0.5 y 1.5 x 106 cél. 

mL·1 fueron 0.955 ± 0.008 y 0.917 ± 0.024 mg L"1 de N-NH3 respectivamente 

(ANDEVA, P< 0.001 ), por lo que la densidad de microalgas, en los experimentos 

realizados, tiene efectos atenuantes sobre la toxicidad del cloruro de amonio 

(tabla 2) 

Tabla 1. Concentración letal media al N-NH3 para cada una de las especies de prueba a 
dif"erentes densidades de rnicroalga. 

CL ,.., en mi! L"1 de N-NH, 
Concentración de alga Daphnia pu/ex Ceriodaphnia dubia Moina macrocopa 
No. de Células x 106 

o 0.861 ± 0.029 0.395 ± 0.023. 0.808±o.o17 
0.5 0.946 ± 0.005 0.955 ± 0.008 1.328 ±0.09 
1.5 0.965 ± 0.0001 0.917 ± 0.024 1.714 ± 0.02 

Tabla 2. Análisis de varianza para cada una de las especies de prueba comparando la 
dif"erencia entre las CL0 o obtenidas para cada densidad de alimento. 

ANÁLISIS DE VARIANZA Daphnia pu/ex 

Entre replicados 
Dentro de los 
replicados 

se gl 
1519.4 2 
423.8 6 

pe 
759.7 

70.6 

15 

F p 
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Tabla 2 ... cont 
ANÁLISIS DE VARIANZA Ceriodaphnia dubia 

se gl pe F 
Entre replicados 35531.3 2 17765.6 192.55 
Dentro de los 276.8 3 92.3 
replicados 

Tabla 2 ... cont. 
ANÁLISIS DE VARIANZA Moina maerocopa 

Entre replicados 
Dentro de los 
replicados 

se 
68647.7 

803.7 

gl 
2 
3 

pe 
34323.8 

267.9 

F 
128.12 

p 
0.0007 

p 
0.0013 

Para el caso de Daphnia pu/ex se determinó una CL50 de 0.861 ± 0.029 mg 

L-1 de N-NH3 para el experimento sin alimento, mientras que para las 

concentraciones de 0.5 y 1.5 x 108 cél.mL-1 de Ch/ore/la vulgaris se obtuvieron 

0.946 ± 0.005 y 0.965 ± 0.0001 mg L-1 de N-NH3 respectivamente. Se determinó 

que existe diferencia significativa entre estos valores por lo que la adición de las 

microalgas disminuye el efecto tóxico del amonio (ANDEVA, P< 0.05). 

Moina macrocopa registró una concentración letal media de 0.808 ± 0.017 

mg L-1 de N-NH3 en el experimento sin alimento, 1.328 ± 0.09 a 0.5 x 108 cél: mL-1 

y 1. 714 ± 0.02 1.5 x 106 cél. mL-1 de microalgas, por lo que no solo la presencia, 

sino el incremento en las concentraciones de microalga tienen un efecto 

atenuante hacia la toxicidad del amonio para esta especie. Dicho efecto es 

estadísticamente significativo (ANDEVA, P< 0.05). 

La representación gráfica de la concentración letal media que se obtuvo 

para cada especie en cada densidad de alimento puede observarse en la figura 1. 
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Discusión: 

Se han reportado diferentes trabajos con relación a la toxicidad del amonio en 

relación a los cladóceros, de acuerdo a los trabajos de Andersen y Buckley 

(1998), La toxicidad aguda al amonio libre no ionizado de Ceriodaphnia dubia es 

de 1.73 ± 0.19 mg L"1 N-NH3. Tomando en cuenta la CL50 obtenida para C. dubia 

en este experimento sin alimento fue de 0.395 ± 0.023 de NH3 , Las Variaciones 

1.8 

1.5 

f 1.2 
z 
:Z. 
~ 0.9 

-:..... 
O) 

E 0.6 

0.3 

o.o 

Figura 1. Concentracion letal meda de N-NH3 (24 h) 
para las tres especies de cladoceros de acuerdo a 

la densidad de alimento. 
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fas variaciones en estos valores de CL50 están dadas por diversos factores como, 

el tipo de alimento utilizado, el origen de la cepa, la variabilidad genética de la 

misma entre otros factores (Martínez-Jerónimo, 1991 ). Respecto a en estos 

valores de fa CL50 en la misma especie, Snelf y Persoone (1989) determinaron 

una CL50 (24 h) para Brachionus plicatilis de 17.7 mg L-1 de N-NH3. Sin embargo 

Snelf y colaboradores (1991) le dan a esta misma especie, bajo las mismas 

condiciones una CL50 (24 h) de 38 mg L-1 de N-NH3 • Así mismo, McDonald et al., 

(1995a) y Gulyas & Fleit (1990), determinaron la CLso (48 h) para D. magna en 

valores de 0.06 y O. 12 mg L-1 de N-NH3, para agua con baja y alta alcalinidad 

respectivamente, mientras que la USEPA (1985) estableció rangos de 0.53 y 2.5 

mg L-1 de N-NH3 (46 h) para la misma especie en agua de baja y alta alcalinidad 

("blanda y dura"). 

Con respecto a la disminución de la toxicidad del amonio debido al 

aumento de las concentraciones de alimento, se sabe que Ch/ore/la vulgaris 

puede disminuir de forma significativa el efecto de concentraciones bajas del 

ácido 2-4 Diclorofenoxyacetico en Brachionus patulus (Sarma et al., 2001a), así 

como de Metil Parathion en Brachionus patulus y Euchlanis dilatata (Gama et al., 

1 999; Sarma et al., 2001 b) debido a que el incremento en la densidad de 

alimento, disminuye el esfuerzo de ingestión y proporciona un estado nutricional 

más elevado el los individuos de prueba. Sin embargo, existen trabajos en los que 

el aumento de microalgas tiene un efecto de sinergismo en lugar de uno 

antagónico con respecto al uso de un tóxico en cuestión como fo es el caso de 

Selenastrum capricornatum, un alga verde utilizada como alimento para 

cladóceros en pruebas de toxicidad. Cuando esta alga se utiliza en conjunto con 

el plaguicida Organoclorinato de Endosulfan se observa que el metabolismo de 

Daphnia carinata se incrementa al aumentar la concentración de la microalga. 

Esto hace que la absorción del plaguicida aumente al adicionar una concentración 
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de microalga mayor, también Barry et al. (1995) encontraron que este plaguicida 

se mantiene más tiempo en suspensión a elevadas concentraciones de esta 

microalga. 

En el presente estudio los resultados obtenidos para descartar la 

posibilidad de que la adición de microalgas este removiendo parte la 

concentración del tóxico (figuras 2 y 3, tabla 3), los resultados indican que no hay 

diferencia significativa entre las concentraciones iniciales con respecto a las 

finales(P>0.05, tabla 4), lo que indica que Ch/ore/la vulgaris no está retirando 

amonio en cantidades significativas, por lo que es posible que la resistencia al 

efecto tóxico del amonio por parte de los cladóceros esté dada por un mejor 

estado nutricional y/o un menor esfuerzo para alimentarse en los lotes con mayor 

densidad de microalga. 
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Tabla 3. Concentraciones reales y nomlnates de N-NH. • (mgL- 1
) por cada k>te a las O y 24 horas 

O hrs mgL· NH. NH. real ES 24 hrs mgL· NH. NH. real ES 
nominal nominal 

1.5 Chlorella o o e 1 .s Chtore11a o o o 
3.365 3.36 0.102 3.385 2.68 0.1 

6.73 6.92 0.17 6.73 7.44 0.21 

13.46 16.72 0.32 13.46 16.36 0.2 

26.92 32.46 0.92 26.92 32.22 1.01 

40.38 49.1 º·"" 40.38 46.44 0.65 

0.5 Chlorella o o o 0.5 Chlorella o o o 
3.365 3.56 0.17 3.366 3.78 0.09 

6.73 7.34 0.12 6.73 7.46 o 
13.46 16.46 0.01 13.46 18.72 0.53 

26.92 27.7 2.31 26.92 25.72 0.33 

40.38 53.38 1.15 40.38 52.8 0.67 

ES = error estandar 

Tabla 4. Análisis de ·varianza para entre las concentraciones de amonio real inicial y final (24 h). 

ANOVA a 1.5x 10"de Chlorela 
se gJ pe F p 

Entre grupos 1.189 1 1.189 0.293 0.600146 
Dentro de los 39.86 10 3.9138 
grupos 

A NOVA 0.5 X 1 O" de Chlorela 

se gJ pe F p 
Entre grupos 1.565 1.5136 0.329 0.578904 
Dentro de los 47.545 10 4.7515 
grupos 
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VII. PRUEBAS DE TOXICIDAD CRONICA: 

7.1 CRECIMIENTO POBLACIONAL 

7.1.1. MATERIALES Y MÉTODOS. 

Postgrado en Ciencius del Mor y Limnolog{a. 

Las concentraciones del tóxico se establecieron tomando un valor cercano al 

obtenido en la CLso dependiendo de la especie y el cual se considerará como la 

concentración más alta y a partir del cual se reducirá a la mitad para obtener la 

siguiente concentración y asi sucesivamente, tomando en cuenta que la 

concentración mínima será de 0.035 mg L.1 de N-NH3 Para el caso de 

Ceriodaphnia dubia las concentraciones utilizadas fueron de O (testigo), 0.035 , 

0.07 y 0.14 mg L-1 de N-NH3 , mientras que para Daphnia pu/ex y Moina 

macrocopa fueron de O (testigo), 0.07, 0.14, 0.28 y 0.42 mg L-1 de N-NH3, debido 

a que los resultados obtenidos el la CL50 para estas especies fueron más altos. 

Cada lote se preparó con dos densidades de alimento (0.5 y 1.5 x 106 cél. mL-1 de 

Ch/ore/la vulgaris). Se utilizaron vasos con 50 mL de medio en donde se colocaron 

1 O individuos en una mezcla del grupo por edades establecida de manera 

aleatoria, con tres réplicas por lote, todo esto para cada especie. 

Los recipientes de prueba se mantuvieron en estantes con foto período con 

lámparas de luz fluorescente a 16:8 horas luz:oscuridad. Después de cada 

período de 24 horas se estimó la densidad poblacional de los organismos por 

medio del conteo directo en todas las réplicas. En seguida de cada conteo se 

transfiriendo a todos los organismos vivos a recipientes en los que previamente se 

renovaron los medios con el alimento y la concentración de tóxico apropiados. De 

esta manera se continuó el proceso hasta que decrecieron las curvas de todos los 

lotes. A partir de ello se determinó la abundancia máxima y el día de abundancia 

máxima (Sarma & Nandini, 1999); y la tasa de Incremento poblacional se 

determinó a partir de la formula: 
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donde t = tiempo en días. 

N 0 = densidad de población inicial 

Nt = densidad de población después del tiempo t (Krebs, 1985). 

r =tasa de incremento poblacional (d-1
). 

El registro de los datos se realiza en los días en que la curva de crecimiento 

presenta un incremento hasta alcanzar la abundancia máxima. Para el presente 

caso, el calculo de la tasa de crecimiento equivale a calcular la pendiente de la 

curva de crecimiento graficada en escala logarítmica. 

7.1.2. RESULTADOS. 

Las curvas de crecimiento poblacional de Ceriodaphnia dubia, M. macrocopa y D. 

pu/ex ~n ~~iaciÓ-~ a diferentes concentraciones de amonio con 0.5 X 1 OS y 1 .5 X1 QS 

células rÍiL-1 de C. vu/garis se presentan en la figura 4. Con respecto a las 

densidades·de alimento, M. macrocopa muestra un incremento en la abundancia 

poblacional cuando aumentamos el nivel de C. vulgaris, mientras que C. dubia 

presenta una elevada abundancia poblacional con bajos niveles de alimento en el 

lote testigo (= O mg L-1
) y con 0.035 mg L-1 de concentración de N-NH3. Un ligero 

incremento en las concentraciones de amonio causa una abundancia ligeramente 

superior en presencia de altas densidades de microalga. 

La densidad máxima de población se ve claramente afectada por la 

densidad de alimento. Para Moina macrocopa (Fig. 5), al aumentar las densidades 

de Ch/ore/la de 0.5 a 1.5 x 1 os células. mL-1 se incrementa la densidad máxima en 
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el lote testigo de 4. 7±0.2 a 16.4±1.2 ind. me1 , mientras que para Ceriodaphnia 

dubia ocurre el efecto contrario disminuyendo de 7.9 ± 0.6 a 5.0 ± 1.0 ind.mL-1 

respectivamente. Con respecto a las concentraciones de amonio, M. rnacrocopa 

alcanzó una mayor abundancia numérica que la obtenida por C. dubia. El pico de 

las densidades de población de ambas especies de cladóceros fue 

significativamente afectado por la densidad de alimento, la concentración de 

amonio así como la interacción entre ellos (p<0.01, ANDEVA). 
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Los datos de la tasa de incremento poblacional (r) de C. dubia y M. 

macrocopa con relación a las diferentes concentraciones de amonio con 0.5 x106 y 

1 .5 x 106 células mL-1 de Ch/ore/la se presentan en la figura 6. M. rnacrocopa en 

los lotes testigo presenta valores de r de 0.21 ± 0.001 d"1 y 0.25 ± 0.02 d-1 en 0.5 y 

1.5 x106 células mL"1 de Ch/ore/la, respectivamente. Los valores correspondientes 

de C. dubia en lotes testigo fueron 0.21±0.004 d-1 y 0.18 ± 0.01 d-1
. El efecto de 

la concentración de amonio fue significativo (p<0.001) afectando r para ambas 

especies de cladóceros. Sin embargo, el nivel de alimento tuvo efecto significativo 

únicamente en el caso de M. macrocopa mientras que la interacción entre el nivel 

de alimento y la concentración del toxicante fue significativa para C. dubia 

(Tabla 5). 

1"1~SIS COl\T 
26 ~- ~\-~-~- c;t~~~El·,~ 



Mangns·Rumfrcz Emcsto. Postgrado en Ciencias del Mar y Limnologfa. 

18 
o.sx10B de c. vulgans 

18 
1.sx10B de C. vulgaris 

15 O mg L·1 de NH3 15 O mg L·1 de NH3 

12 12 

9 

6 

3 

o 
25 o 20 25 

18 18 

15 
0.07 mg L- 1 de NH3 

15 0.07 mg L-1 de N-NH3 

12 12 

9 

" 6 

.:._, 3 :..... 
E E 
-e o 

o 15 20 25 -ci 10 15 20 25 .s 10 
.E 

CD -21 -o 
ci 18 ci 18 

z 
15 

0.1<4mg L·1 N-NH3 z 
15 0.14mg L-1 N-Nf-i:3 

12 12 

9 

6 

3 

25 20 25 

18 18 

15 
0.28 mg L-1 N- Nl-f3 

15 
0.28 mg L-1 N-NH3 

12 12 

9 

3 

10 15 25 15 20 25 

TierqJo (dlas) 
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En los resultados se aprecia que el lote testigo presentan la tendencia hacia 

un crecimiento poblacional más acelerado que el de todos los lotes 

experimentales. El lote testigo alcanza en el día 1 B su mayor densidad promedio 

con 4.667 ind.mL"1 , mientras que en los lotes experimentales de 0.035 mg L"1 de 

N-NH3 se alcanza la mayor abundancia el día 13 con 1.83 ind.mL·1
• Para las 

concentraciones de 0.07 mg L"1 de N-NH3 y 0.14 mg L"1 deN-NH3 se determinó 

que las mayores abundancias ocurrieron para el día 13 con 1.873 y 0.533 ind.mL-1 

respectivamente. 

Tabla 5. Resultados del análisis de varianza de dos vías (ANOVA) para la densidad 
poblacional máxima y la tasa de crecimiento poblacional de C. dubia y M. macrocopa. DF 
= grados de libertad; SS = suma de cuadrados; MS = media de los cuadrados; F = 
razón - F; • = p<0.05; •• = p > 0.01; ••• = p < 0.001; ns= no significativo (p > 0.05). 
Source DF SS MS F 

Densidad poblacional máxima 
Tóxico (A) 
Nivel de alimento (B) 
Interacción Ax B 
Error 

Tasa de crecimiento poblacional 
Tóxico (A) 
Nivel de alimento (B) 
Interacción Ax B 
Error 

Densidad poblacional máxirrla 
Tóxico (A) 
Nivel de alimento (B) 
Interacción A x B 
Error 

Tasa de crecimiento poblacional 
Tóxico (A) 
Nivel de alimento (B) 
Interacción A x B 
Error 

e dubia 

3 125 
1 7.5 
3 20.34 
16 9.32 

3 0.114 
1 0.002 
3 0.014 
16 0.009 

M. macr~H:opa 

4 
1 
4 
20 

4 
1 
4 
20 

29 

157.58 
351.58 
50.78 
12.41 

0.109 
0.053 
0.004 
0.034 

41.72 
7.50 
6.78 
0.58 

0.04 
0.002 
0.004 
0.0006 

39.40 
351.6 
12.69 
0.62 

0.03 
0.05 
0.001 
0.0017 

67.16**.* 
•12.88"'.:" 
.10.91•••: 

7.89** 

63.47*.** 
566.40*** 
20.45*** 

15.80*** 
31.05*** 
0.58 ns 
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Para la concentración de 1.5 x 106 cél. mL-1 , se observa que el lote testigo 

presentan el mayor crecimiento con respecto al los lotes experimentales. El lote 

testigo alcanza en el día 17 su mayor densidad con 7 .4 ind.mL-1
, mientras que los 

lotes experimentales de 0.035 mg L-1 de N-NH3 se alcanza la mayor abundancia el 

día 17 con 4.7 ind.mL-1 . Para las concentraciones de 0.07 mg L-1 de N-NH3 y 0.14 

mg L-1 de N-NH3 se determinó que las mayores abundancias se presentaron para 

los días 4 y 5 con 0.59 y 0.21 ind.mL-1 respectivamente. 

Los datos del incremento poblacional de Daphnia pu/ex pueden verse en las 

figuras 7 y 8. Los niveles de cloruro de amonio y los incrementos de Ch/ore/la de 

0.5 y 1.5 x 106 cél.mL-1 afectan notablemente el crecimiento poblacional. Un menor 

nivel de alimento y un incremento el la concentración del tóxico resulta en un 

decrecimiento de la población de D. pu/ex (figura 7). Al incrementar el nivel de 

alimento y disminuir la concentración de amonio, resulta en un aumento en la 

abundancia el rango de crecimiento fue estadísticamente significativo (p< 0.001 ). 
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Discusión 

El amonio existe en dos formas o estados, ionizado (NH4+) y no ionizado (NH3). 

Existe un equilibrio entre las formas que varía dependiendo del pH y Ja 

temperatura del medio (Steffens, 1981 ). Para organismos acuáticos el amonio libre 

es múltiples veces mas tóxico que el estado disuelto (Manning et al. 1996; 

Andersen & Buckley 1998). Sin embargo, esto dificulta detectar por separado el 

efecto de estas dos formas sobre el zooplancton y por Jo tanto la interacción en 

una vía combinada- (Fontenot et al., 1998). En el presente trabajo también, Ja 

concentración nominal de cloruro de amonio posiblemente tuvo efectos 

combinados de formas libre y disuelta sobre C. dubia, D. pu/ex y M. macrocopa. 

Datos publicados sobre Ja toxicidad aguda del amonio en animales acuáticos 

varia de múltiples formas dependiendo de Jos taxa y de las condiciones de 

prueba. Por ejemplo, Fontenot et al. (1998) encontró una LCso de 96h en 

bioensayos de larvas de esturión fué aproximadamente de 150 mg L-1
• mientras 

que formas larvales de jaiba Eriocheir sinensis tuvieron LCso de 24h valores que 

variaron de 33 a 90 mg L-1 (Zhao et al., 1998). Aunque Jos datos Ja toxicidad 

aguda del amonio de cladóceros se encuentra disponible (Andersen & Buckley, 

1998), Ja información basada en exposiciones crónicas es mucho más limitada 

(Mangas-Ramírez et al., 2001 ). 

Halbach et al. (1983) estuvo entre Jos primeros en abogar por el uso de Ja 

dinámica de poblaciones del zooplancton para comprender el efecto de Jos 

toxicantes más allá de Jos niveles individuales debido a sus implicaciones en el 

funcionamiento del ecosistema. En las especies de prueba, Jos picos de 

abundancia poblacional y Ja tasa de incremento poblacional son generalmente 

variables importantes a ser consideradas (Sarma et al., 1999). Los datos sobre el 

pico da abundancia poblacional alcanzado por una población en relación a Jos 

niveles de comida y toxicante eventualmente serán utilizados para predecir Ja 

capacidad de carga. Puesto que los picos de las densidades de población se 

deriva independientemente del tiempo, estos no son fuertemente afectados por 
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las variaciones entre replicados considerando el tiempo requerido para alcanzar 

altas densidades. Además, dependiendo de los niveles de alimento, dos especies 

pueden tener tasas de crecimiento similar pero distintos picos de abundancia. Por 

ejemplo, los valores de r de C. dubia y M. macrocopa a 0.5 x 106 células mL-1 de 

Chforella tienen casi el mismo, Pero los picos sobre la densidad de población 

varían mucho (figuras 4 y 5). Desde este punto de vista, los valores de los picos 

de densidad de población a veces son más importantes que la tasa de incremento 

poblacional. En el presente estudio, por ejemplo, el pico de densidad de población 

fue afectado fuertemente de manera negativa por el nivel de alimento, la 

concentración de amonio así como la interacción entre ellos, aunque este no es el 

caso para. los valores de r (Figs. 6 y 8). Así mismo, para la obtención de datos en 

los picos de densidad de población, el crecimiento del zooplancton en los 

experimentos mostró ser continuo hasta que el decline de la tendencia fue visible, 

lo cual en ciertos casos puede llevarse diferentes tiempos. En el presente estudio, 

los picos de densidad de población alcanzados por C. dubia D. pu/ex y M. 

macrocopa en lotes testigo estuvo dentro del rango reportado para cladóceros 

considerando el tamaño del cuerpo (Alva-Martínez et al. 2001 ). 

La tasa de incremento poblacional ha recibido mucha atención de 

ecotoxicólogos porque es más sensible a cortos periodos y "sustituye variables" 

en donde la mortalidad es semejante (Forbes & Calow, 1999; Sarma et al. 2001). 

Se encontró una reducción en los valores de r cuando se incrementan los niveles 

de amonio. El presente estudio estuvo documentado por varias exposiciones 

crónicas de especies zooplanctonicas expuestas a diferentes toxicantes: rotiferos 

(Gama-Flores et al. 1999) y cladóceros (Roex et al. 2000). En general el 

zooplancton expuesto incrementó los valores de r al aumentar los niveles de 

alimento (Nandini & Sarma, 2000b), una tendencia también observada en M. 

macrocopa (Fig. 6). Así mismo, algunas especies de rotíferos y cladóceros están 

bien adaptadas a bajos niveles de alimento y en algunos casos el incremento en 

las densidades de algas puede causar una reducción en ambos picos de densidad 

de población y valores de r: Rotifera (Brachionus variabifis y Lepadella patefla: 
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Sarma & Nandini 2001; Nandini & Sarma, 2001) y Cladocera (Daphnia magna: 

Martínez-Jerónimo y Garcia-Gonzalez, 1994; Ceriodaphnia dubia: Nandini & 

Sarma, 2000b). En lo referente a los efectos del toxico y el toxicante, M. 

macrocopa tiene generalmente tasas de crecimiento más elevadas que muchas 

especies de cladóceros incluida C. dubia. Muchos cladóceros tienen valores de r 

que van de 0.1 a 0.5 (Nandini & Sarma, 2000b; Alva-Martínez et al. 2001) y 

nuestros datos presentan descenso dentro de este rango. 

El papel de la densidad del alimento algal tiene influencia en la toxicidad de 

una sustancia sobre el zooplancton de agua dulce es de considerable interés, 

donde el punto de vista del cambio en las densidades del fitoplancton en cuerpos 

de agua naturales. Ha sido extensamente documentado el que las 

concentraciones del incremento algal reduce la toxicidad de herbicidas, 

plaguicidas, metales pesados y el amonio sobre el zooplancton (Barry et al. 

1995). Varios mecanismos, incluyendo la destoxificación algal tienen propuestas 

sobre el papel positivo del alga en la reducción del efecto tóxico del amonio en 

cladóceros (Mangas-Ramírez et al. 2001 ). Por otra parte, cuando se incrementan 

los niveles de alimento algal en realidad aumenta la toxicidad de la sustancia 

sobre los cladóceros, Han sido propuestas como explicaciones alternativas 

semejantes la inhibición de la filtración, peculiaridades biológicas de los 

organismos de prueba o la naturaleza química del toxicante. (Martínez-Jerónimo y 

García-González, 1994; Barry et al. 1995). En el presente estudio un incremento 

en la densidad algal tuvo un papel positivo en la sobre vivencia de las poblaciones 

de C. dubia, D. pu/ex y M. macrocopa. Esto fue evidente únicamente cuando los 

niveles de amonio fueron altos (0.07 y 0.14 mg L"1
). cuando los cladóceros 

expuestos a bajos niveles de alimento no sobrevivieron más de una semana o 

tienen una tasa baja de crecimiento. 
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7.2. TABLA DE VIDA DEMOGRAFICA 

7.2.1. MATERIAL Y METODO. 

Para realizar la tabla de vida (Sarma, 1996; Sarma & Nandini, 1999) fue 

necesario seguir una cohorte (grupos de individuos de la misma edad reclutados 

en una población al mismo tiempo) de individuos hasta su muerte. Este 

experimento se realizó tomando la decisión de los intervalos del tóxico con 

respecto a la concentración letal media que se determinada con anterioridad y por 

separado para cada especie. 

El experimento se realizo utilizando dos densidades de alimento (0.5 x 106 y 

1.5 x 106 cél. mL-1 de Ch/ore/la vulgaris) para cada especie de cladócero. Así 

mismo se utilizaron 5 niveles de amonio para Daphnia pu/ex y Moina rnacrocopa 

(O (testigo), 0.07, 0.14, 0.28 y 0.42 mg Lº1 de N-NH3 ) y cuatro para Ceriodaphnia 

dubia (O (testigo), 0.035 , 0.07 y 0.14 mg L-1 de N-NH3 ) cada uno con tres 

replicados,· contabilizando un total de 30 recipientes para Daphnia pu/ex y Moina 

maeroc6p~ y 24 para Ceriodaphnia dubia. 

Para realizar la prueba de toxicidad crónica, se separaron individuos 

naonatos de 24 · horas de las especies en recipientes con 50 mL de medio 

colocando a diez indivi.duos por recipiente. El conteo se realizó cada 24 horas 

determinando el número de adultos vivos y el número de naonatos producido para 

cada replicado. se contaron y eliminaron a los adultos muertos y a los neonatos 

producidos. 

Después de cada conteo se renovaron los medios con el alimento y la 

concentración de tóxico apropiados transfiriendo a los adultos y se continuó el 

proceso hasta la muerte de cada individuo adulto de cada lote experimental. 
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El foto período fue de 16:8 horas luz-oscuridad a temperatura de 22 ± 

1.5º C (Martínez-Jerónimo, et al, 1997). 

Se obtuvieron las tablas de vida para cada especie a partir de la estimación 

de los siguientes parámetros (Krebs,1985; Sarma,1996; y Sarma & Nandini, 

1999): 

lx = Proporción de sobrevivientes por unidad de tiempo. 

Tasa reproductiva bruta: 

o 

Donde m/:: Número de descendientes por unidad de tiempo por hembra. 
: Ro = Sumatoria del num. de descendientes por unidad de tiempo por 

hembra. 

Tasa reproductiva neta: 

ex. 

Ra=L,lxmx 

Ro = Sum;atoria del num. de descendientes por unidad de tiempo por 

hembra Sl:)breviviente en cada unidad de tiempo. 

Esperanza de vida : 

Donde Tx = Número de individuos por unidad de tiempo. 

nx = Número de sobrevivientes al comienzo del intervalo de la edad x. 

ex= esperanza o expectativa de vida en dias. (d.1 ). 
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Tiempo de generación (d-1
): 

T= Ll1!:m1!x 
Ro 

Donde X = días 

Tasa de incremento poblacional (Num. de individuos d-1
) 

n 
¿ e -rx lxmx = 1 
X=O 

Donde r = Índice de crecimiento poblacional d-1
. 

Distribución de edad estable: 

Cx = A.-x¡l! 
LA.-il; 

l=O 

Donde A. = Índice finito de crecimiento. 

7.2.2. RESULTADOS TABLA DE VIDA DEMOGRÁFICA. 

Ceriodaphnia dubia 

El promedio de vida y la esperanza de vida para Ceriodaphnia dubia (Figs. 9 y 1 O) 

muestran un mayor tiempo de vida significativo (P< 0.05) de 15.6 ± 0.4 días en los 

tratamientos de 0.5 x 106 de Ch/ore/la vulgaris en los lotes testigo. Se observó una 

disminución de estas variables al incrementar la concentración de amonio, sin 

embargo el aumento en las densidades de C. vu/garis a medida que se incrementa 

la concentración de amonio tiene efectos atenuantes sobre la toxicidad del mismo 
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debido a que tiende a aumentar el tiempo de vida comparado con el tratamiento 

con bajas densidades de microalga. 
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La tasa reproductiva bruta y neta para C. dubia (Figs. 11 y 12) mostró 

valores más altos a bajas densidades de microalga, lo que permite un mayor 

incremento poblacional en pruebas de crecimiento demográfico (figs. 4 y 5 pajs. 24 

y 26), se observa de igual forma que un aumento ligero en las concentraciones de 

amonio promueve el incremento en la tasa reproductiva bruta lo que se refleja en 

un incremento poblacional. El efecto de la concentración del amonio, la densidad 

de la microalga, así como la interacción de ambos fue significativo. (p<0.01 ) . 

... 

• •• 1135 .... 
m9'L deN-NH 3 

- 1.5 x 1o" cél. mL"1 

c::::::::1 0.5 x 1 oº cél. mL"1 

e.M 

Fig. 11. Tasa reproductiva bruta de C. dubiaa diferentes 
concentraciones de amonio y microalga. 
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• 

- 1.5 x 1o" cél. mL"1 

e= 0.5 x 1 o• cél. mL"1 

• • 
mgll... deN-NH3 

Fig. 12. Tasa reproductiva neta de C. dubia a diferentes 
concentraciones de amonio y densidades de microalga 

El tiempo de generación para C. dubia (Fig. 13) mostró un efecto 

significativo del amonio a densidades altas de microalga (p<0.001 ). sin embargo a 

bajas densidades de esta no se observo un claro efecto a concentraciones de 

0.035 y 0.07 mg L-1 de amonio. 

15 -

10 --

i 
5 .... 

o 

~ 
;:I 

• o.as a.w e." 
mg.iL de N~H3 

- 1.5 x 10" cél. mL-1 

c:::::::::1 0.5 x 1 o" cél. mL-1 

Fig. 13. Tiempo de generación de C. dubia a diferentes 
concentraciones de amonio y densidades de microalga 
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La tasa de crecimiento poblacional de C. dubia (Fig. 14) presentó una clara 

disminución significativa (p<0.01 ).al incrementar las concentraciones de amonio, 

la densidad de alimento no tuvo un efecto significativo. 

0.25 

0.211 

0.15 

0.1• 

0.8!> 

-0.05 

• Lll35 e.111 
ms;JLdeN-NH3 

- 1.5 x 106 cél. mLº1 

0.5 x 1 o" cél. mLº1 

•.14 

Fig. 14. Tasa de crecimiento poblacional de C. dubia a diferentes 
concentraciones de amonio y densidades de microalga 

Moina macrocopa: 

El promedio_;Ae:;"i~~ de M. macrocopa (Fig. 1 S) mostró un claro decremento 

significativo · 'ci:>i<;:>:ó1)"' al ·aumentar las concentraciones de amonio, para esta 

especie,. la densidad de microalgas no tuvo efecto en esta variable 

En la tasa reproductiva bruta de M. macrocopa el amonio solo tuvo efecto 

en la concentración más alta (0.42 mg Lº1
) en el lote con densidades bajas de C. 

vulgaris, para el caso de los tratamientos con altas densidades de microalga el 

amonio no tuvo efecto significativo (Fig.16). 
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10 ... 

8 .... - 1.5 X 1 0 6 cél. mL-I 

í6 J c=:::I 0.5 x 1 o" cél. mL-1 

g 6 .... 
o 

1 4 

2 líl o 
o 0.035 0.07 0.14 0.28 0.42 

mg¡L de N-NH 3 

Fig. 15. Promedio de vida para M. macrocopa a diferentes 
concentraciones de amonio y densidades de micro alga 
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Fig. 

70 

60 

so 

40 

30 

20 

10 

o 

- 1.5x108 cél. mL-1 

c=:::1 0.5 x 1 oº cél. mL"1 

o 0.035 0.07 0.14 0.28 0.42 
mg,iL deN~H3 

16. Tasa reproductiva bruta para M. macrocopa a diferentes 
concentraciones de amonio y densidades de micro alga 

En la tasa reproductiva neta (Fig. 17) la densidad de alimento no tuvo 

efectos significativos sobre la toxicidad del amonio ni sobre la tasa reproductiva ya 

que ambos tratamientos presentaron comportamientos similares. En el caso de las 
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concentraciones de amonio, el aumento de estas tuvo un claro efecto sobre el 

número de neonatos por hembra (p<0.001 ). 

25 

i! 20 

-6 

i :: 
5 
OL-__ .._._ 

o 0.035 0.07 0.14 

m9"1..-deN-NH 31 

0.2B 

- 1.5x10" cél. mL"1 

c::=::::J 0.5 x 106 cél. mL:1 

0.42 

Fig. 17. Tasa reproductiva neta para M. macrocopaa diferentes 
concentraciones de amonio y densidades de micro alga 

El tiempo de generación tiene un comportamiento similar a la tasa 

reproductiva bruta en donde el amonio solo tuvo efecto en la concentración más 

alta (0.42 mg L"1
) en el lote con densidades bajas de Ch/ore/la vulgaris. Para el 

caso de los tratamieÍl°tos con altas densidades de microalga el amonio no tuvo 

efecto signiftcati~~ Ú;Íg. · 18). · 
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- 1.5x10" cél. mL_, 
= 0.5x106 cél. mL"1 

o o.ros o.07 0.14 0.23 o.42 
mgit... deN4\IH 3 

Fig. 18. Tiempo de generación para M. macrocopa a diferentes 
concentraciones de amonio y densidades de micro alga 

La tasa de crecimiento poblacional con altas densidades de microalgas 

fueron positivas en todas las concentraciones de amonio, no así en el caso de los 

tratamientos con bajas densidades de microalgas en donde la concentración de 

amonio más bajo tuvo valores negativos (-0.076) (Fig. 19). 

0.5 

s 
~ 

0.4 -
·o 
~ 

"§. 
0.3 -

o 

i 0.2 -
~ 0.1 -.6 
-8 

~ o.o - o 

-0.1 

z . 
J 

..__ ..__ .. _ 
0.035 0.07 0.14 

mg;t.... deN-NH:. 

0.26 o.'IJ 

- 1.5x10" cél. mLº1 

= 0.5 x 1 o" cél. mt:1 

Fig. 19. Tasa de incremento poblacional (r) para M. macrocopa a diferentes 
concentraciones de amonio y densidades de microalga 
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Daphnia pu/ex: 

El promedio de vida y la esperanza de vida de D. pu/ex disminuyen al 

incrementar las concentraciones de amonio, (p<0.001 ). Puede observarse que la 

densidad de alimento no tuvo efectos significativos (Figs. 20 y 21 ). 

50 

411 

! 30 

j 20 

10 

s• 

• •• ., 0.'14 •-24 
m g,t_ N -N ti,, 

- 1.5 x 10" cél. mL-' 
c=:::J 0.5 x 10" cél. mL-• 

•.4Z 

Fig. 20. Promedio de vida para D. pvfex a diferentes 
concentraciones de amonio y densidades de microalga. 

• 

- 1.5><106 cél. mL-' 
c:=:1 0.5 x 106 cél. mL-1 

D.917 ..... •-24 L4Z 
mgt_N-NH 3 

Fig. 21. Expectancia de vida para D. pvfex a diferentes 
concentraciones de amonio y densidades de microalga. 
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La tasa reproductiva bruta y neta de D. pu/ex (Figs. 22 y 23) mostraron 

decrementos a elevadas concentraciones de amonio. Una mayor densidad de 

alimento eleva la tasa reproductiva bruta a bajas concentraciones de amonio: 

1! 
.s 

i 

-358 

:JM 

2511 

2M 

158 

1• 

se 

- 1.5 x 10" cél. ml.:1 

c::::::::::J 0.5 x 10" cél. ml.:1 

...... ~ ........ L..L.~ ... --._ ......... L..1~....11 ......... ~ ....... ~~-
e e.9' 0.14 O.M e.4Z 

mgll_N-NH 3 

Fig. 22. Tasa reproductiva bruta de D. pu/ex a diferentes 
concentraciones de amonio y microalga. 

140 

120 

100 

•• 
50 

40 

20 
o L-___ .._..__.-.L& __ 

• •-14 
mgt...N-NH 3 

- 1.5 >< 10" cél. ml:1 

c::::::::::J 0.5 >< 10" cél. mL-1 

D..M D.CZ 

Fig. 23. Tasa reproductiva neta de D. pu/ex a diferentes 
concentraciones de amonio y densidades de microalga. 
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El tiempo de generación (Fig. 24) y la tasa de crecimiento poblacional (Fig. 

25) disminuyen al incrementar el amonio en los recipientes de prueba (p<0.001 ), la 

densidad de alimento no tuvo efectos significativos . 

... 
35 

3• 
25 

2D 

15 

1• 
5 

- 1.5 x 10" cél. mL-1 

~ 0.5 x 106 cél. mL-1 

eL----11L1u.. _ _...._....___. ... ._. _ _. .......... _ _..1.LJ.__ __ 
• o.w 0.14 0.2ol L41Z 

mg.1._N-NH:1 
Fig. 24. Tiempo de generación de O. pvlex a diferentes 
concentraciones de amonio y densidades de microalga. 

8.3D 

0.25 

D.2B 

0."15 

0.10 

0.05 

- 1.5x10" cél.ml.:1 

c::::::::::::i 0.5 x 10" cél. ml.:1 

O.DO t---J-.._. _ _.m.JLL-_.._......_ _ _.._.._,_ _ _.'-r..--
-CLD5 

• •• 14 •.M L41Z 
m9'1-N-NH 3 

Fig. 25. Tasa de crecimiento poblacional de D. pv/ex a diferentes 
concentraciones de amonio y densidades de micro alga. 
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Discusión 

Entre las variables de la historia de vida de los cladóceros, los parámetros que 

relatan la sobrevivencia son usualmente poco sensibles a los cambios en la 

densidad de alimento, (Nandini & Sarma, 2000). aunque algunas variables 

reproductivas han sido más vulnerables en trabajos particulares (Feniova, 1983). 

El efecto de la densidad del alimento sobre las características de la história de 

vida de los cladóceros difiere mucho dependiendo de algunos factores, por 

ejemplo, algunas especies se adaptan bien a elevadas densidades de alimento 

cuando aumenta la supervivencia y el crecimiento poblacional se incrementa con 

los niveles del alga. (Muro-Cruz, et al. 2002). Además al eliminar diariamente a los 

neonatos_producidos en los recipientes de prueba se descarta la competencia intra 

especifica. Las variables de la historia de vida de los cladóceros de los lotes 

testigo en el presente estudio se encuentran dentro del rango reportado para otros 

cladóceros (Gliwicz, 1990; Nandini & Sarma, 2000; Nandini, 2000 y Muro-Cruz, et 

al, 2002). 

Se encontró una reducción en los valores de r cuando se incrementan los 

niveles de amonio. Al parecer la densidad de alimento no tiene influencia en los 

lotes de baja a media concentración de amonio, El presente estudio estuvo 

documentado por varias exposiciones crónicas de especies zooplanctonicas 

expuestas a diferentes toxicantes: rotiferos (Gama-Flores et al. 1999) y cladóceros 

(Roex et al. 2000). En general el zooplancton expuesto incrementó los valores de r 

al aumentar los niveles de alimento (Nandini & Sarma, 2000b), en este caso, la 

densidad de alimento solo tuvo una influencia directa cuando se tuvieron 

concentraciones muy altas de amonio. 

Moina rnacrocopa tiene tasas de crecimiento más elevadas que muchas 

especies de cladóceros incluida C. dubia. Muchos cladóceros tienen valores de r 

que van de O. 1 a 0.5 (Nandini & Sarma, 2000b; Alva-Martínez et al. 2001) y 

nuestros datos presentan perfecta concordancia dentro de este rango. 
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7.3. COMPETENCIA. 

7.3.1 Material y Método. 

Postgrado en Ciencias del Mar y Limnologfa. 

Se realizó un experimento de crecimiento poblacional en condiciones de 

competencia. Este tuvo una densidad de alimento intermedio entre todos los 

experimentos anteriores (1 x 106 cél. mL"1 de C. vulgaris). Se utilizaron 3 

concentraciones de amonio para todas las combinaciones de cladóceros (O 

(testigo), 0.087 y 0.35 mgL"1 N-NH3 ) las cuales se seleccionaron por ser 

aproximadas a la densidad más baja y mas alta del toxico utilizado en las pruebas 

de toxicidad crónicas descritas con anterioridad. Se organizaron tres 

combinaciones, en la primera las especies Daphnia pu/ex, Ceriodaphnia dubia y 

Moina macrocopa crecieron solas. En la segunda combinación se colocaron pares 

de especies para que se desarrollaran en el mismo recipiente. Las combinaciones 

fueron D. pu/ex vs C. dubia, D. pu/ex vs M. macrocopa y M. macrocopa vs C. 

dubia. En el tercer grupo se colocaron a las tres especies juntas para evaluar la 

interacción. Cada experimento contó con tres replicados para cada combinación 

así como para cada concentración de N-NH3 contabilizando un total de 63 

recipientes para todas las combinaciones. 

Para realizar la prueba, se separaron individuos de diferentes edades de 

Daphnia pu/ex Moina macrocopa y Ceriodaphnia dubia en recipientes con 50 mi. 

de medio colocando a diez individuos por recipiente en los lotes donde las 

especies se desarrollaron solas y 5 individuos de cada especie en los lotes donde 

se efectuaron las combinaciones. El conteo se realizó cada 24 horas 

determinando el número de individuos vivos. 

Después de cada conteo se renovaron los medios con el alimento y la 

concentración de tóxico apropiados transfiriendo a los especímenes y se continuó 

el proceso hasta el término de 30 días. 
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7.3.1. Resultados. 

Los datos sobre crecimiento poblacional de Ceriodaphnia dubia sola y en 

competencia con Daphnia pu/ex y Moina macrocopa a diferentes concentraciones 

de amonio se presentan en la figura 23. En relación a la presencia o ausencia de 

especies competidoras, C. dubia presento un pequeño crecimiento poblacional a 

0.35 mg L-1 de amonio. A 0.087 mg L"1 de amonio, C. dubia mostró un incremento 

poblacional aunque sus valores fueron mucho más bajos que en el lote testigo. En 

presencia de otras especies de cladóceros, el crecimiento poblacional se redujo. 

De este modo, cuando C. dubia se encuentra en competencia con D. pu/ex y M. 

macrocopa, su crecimiento poblacional se ve fuertemente afectado de manera 

negativa. La densidad máxima de C. dubia fue de 9 ind. mL"1 en el lote testigo, 

mientras que bajo una concentración de 0.35 mg L-1 de amonio disminuyo a 0.5 

ind. mL-1 (Fig. 26). 

En presencia de Daphnia pulex, y bajo 0.35 mg L-1 de amonio, C. dubia 

tuvo la menor densidad de población. La tasa de incremento poblacional, 

(promedio ± error estándar) de C. dubia presentó variaciones de -0. 12 ± 0.001 a 

30,±.0.01 por día dependiendo de la concentración de amonio y de la presencia 

de. especies competidoras, (Fig. 27). Estadísticamente, la concentración de 

amonio y la presencia de especies competidoras tuvieron un efecto significativo 

sobre la máxima densidad de población y la tasa de incremento poblacional 

(p<0.01, ANOVA). La interacción de la concentración de amonio y la competencia 

fue muy significativa (p<0.001 ). 

Las tendencias en el crecimiento poblacional de D. pu/ex en los 

testigos y bajo diferentes niveles de amonio, con y sin la presencia de especies 

competidoras se observan en la figura 24 . En general, con respecto a la 

presencia de especies competidoras, D. pu/ex fue capaz de crecer en 

concentraciones de amonio de 0.087 mg L-1 de forma comparable con los 
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testigos. Mientras que a 0.35 mg L-1 de amonio, la población declinó y más 

rápidamente 

Cerlodaplrnls dubls sola 

-omgL"'N~:1 

- 0.087mgt.."'N-NH:1 
- 0.36mgL."'N-NH~ 

•• Con D. pule• 

~ .. 
! 2 

e ... 
~ 
:a o Con M. n.actoeopa a. -..., 
1' 
"O 

~ e 

.. 
Con D. pulex y M. naacrocopa 

Fig. 23. Credmiento de Ceriodaphnie dubia en competenaa con otros cladóceros a diferentes 
concentraciones de amonio. 
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cuando se encontró en competencia con C. dubia y M. macrocopa. El pico de 

densidad máxima de D. pu/ex varió de 3 a 1 ind. mr1 dependiendo de la 

concentración de amonio y de la presencia de cladóceros competidores. La tasa 

de incremento poblacional por día varió entre 0.04 ± 0.001 y 0.22 ± 0.002 (Figs. 

28 y 29}. La concentración de amonio y la presencia de otras especies de 

cladóceros tuvieron un efecto significativo sobre el pico máximo y la tasa de 

incremento poblacional. La interacción de la concentración del toxicante y la 

competencia fueron significativas. 

El crecimiento poblacional de Moina rnacrocopa en relación a los niveles de 

amonio y la competencia con otras dos especies de cladóceros se observan en 

la figura 24. En general, M. macrocopa presento decrecimiento poblacional 

cuando se incrementa la concentración de amonio en el medio. Esta tendencia 

se aceleró con la presencia de especies competidoras. M. rnacrocopa se 

benefició con la presencia de D. pu/ex a una concentración de amonio de O y 

0.087 mgL-1 en el medio. El tiempo requerido para el pico máximo de población 

de M. rnacrocopa fue más corto en presencia de D. pu/ex (10 días}. La máxima 

densidad de población registrada fue de varió de 7 a 8 ind. mr1 , dependiendo de 

la concentración de amonio y la presencia de C. dubia y/o D. pu/ex (Fig.30 y 31 }. 

La tasa de incremento poblacional por día varío de 0.201 ±0.028 a 0.235±0.019 

dependiendo de la concentración de amonio en el medio. 
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1• Con D. pulax 

.. 
Con C. dubla y D. pulex 

Tiempo (días) 
Fíg. 24. Crecimiento da Moina mact0copa en competencia con otros cladóceros a diferantefi. 

concentraciones de ¡¡¡monio. 
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Con C .. dubls y M. mac1acopa 

Fig. 25. Crecimiento de Daphnia puleJt en competencia con otros cladóceros a diferentes 
concentraciones de amonio. 
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Discusión: 

La ocurrencia de más de 3 especies de cladóceros al mismo tiempo en el 

plancton de agua dulce en sistemas subtropicales y tropicales no es común 

(Dumont, 1994). La existencia de la competencia entre cladóceros esta bien 

documentada, la mayor parte de las referencias usan solo dos taxa a un tiempo 

bajo condiciones de laboratorio (e.g., Matveev & Gabriel, 1994). De esta manera 

el posible resultado de la competencia cuando ocurre simultáneamente con mas 

de dos especies, es una conjetura. 

En el presente trabajo, analizamos el resultado de la competencia utilizando 

tres especies de cladóceros en combinaciones diferentes. Así, con respecto a la 

concentración de amonio, la densidad de población y la tasa de crecimiento de 

cada especie de cladócero fue afectada por la presencia de otro laxa. Se conoce 

que el resultado de la competencia en el zooplancton depende de diversos 

factores como la temperatura, la salinidad, la concentración de alimento y la tasa 

de incremento poblacional de las especies competidoras {Lampert & Sommer, 

1997). Algunos toxicas modifican el resultado de competencia. Por ejemplo 

Hanazato & Yasuno (1990) indican que depende de la sensitividad de las 

especies competidoras al insecticida carbaryl, Bosmina fata/is predomino sobre 

otras especies de Daphnia en pruebas experimentales. 

El uso de de niveles de amonio en el presente estudio representa una 

variable natural que ocurre en todos los cuerpos de agua en algunos meses del 

año (Hutchinson, 1967). Aunque el efecto de la toxicidad del amonio es 

conocido en diversos taxa de cladóceros como Ceriodaphnia (Andersen & 

Buckley, 1998) y Daphnia {Adamsson et al. 1998), el impacto de la presión 

competitiva entre el zooplancton fue escasamente considerado. Para el presente 

estudio, es evidente que C. dubia fue fuertemente afectada por la presencia de 

D. Pu/ex y M. macrocopa independientemente del nivel de amonio en el medio. 
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Fig. 27. tasa de incremento poblacional de Ceriodaphnla dubia en 
competencia con otros cladóeeros a diferentes concentraciones de 

cloruro de amonio 
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"il 
-a e: 

c.~dubia~en los recipientes sin competidor, pudo crecer con concentración 

de amonio de 0.087 mg L-1 , pero en presencia de D. pu/ex o M. rnacrocopa, el 

crecimiento fue mucho menor. 

La máxima densidad de población alcanzada por cada una de las especies 

observada en el presente estudio esta en general de acuerdo al rango 

3.00 
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M. naacrocopa 

Composición del lnóculo 

Fig. 28. Comparación entre la densidad máxima de población de 
Daphnia pu/ex en competencia con otros cladóceros a diferentes 

concentraciones de amonio. 

documentado para cladóceros (Alva-Martínez et al., 2001 ). De las tres especies 

utilizadas aquí, D. pu/ex es la de mayor tamaño (longitud corporal= 2413±129 

µm) mientras que C. dubia es la más pequeña (951±57 µm) y M. rnacrocopa es 

de un tamaño intermedio. (1286±49 µm) (Alva-Martínez et al., 2001). Bajo una 

densidad de alimento específica, las especies de cladóceros con tamaño 

corporal pequeño alcanzan una elevada abundancia numérica que las especies 

de tallas grandes (Downing & Rigler, 1984). Esto es evidente también en el 

presente estudio, cuando en los lotes testigo D. pu/ex alcanzó un pico en la 
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densidad máxima de población de 3 ind. mr1 mientras que M. macrocopa 

alcanzó más del doble de esa densidad. La tasa de incremento poblacional en 

relación a las especies de cladóceros fue consistente con los datos disponibles 

en la literatura donde muchas especies en general tienen valores de r inferiores 

a 0.2 por día (Nandini & Sarma, 2000). En nuestros datos se observa una baja 

dentro de este rango. Moina usualmente tiene valores de r superiores a muchos 

otros cladóceros (Kilham et al., 1997; Nandini & Rao, 1998). En el presente 

estudio, Moina macrocopa tiene la mayor tasa de crecimiento 
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Fig. 30. 

Control con C. dubia con D. pu/ex 

Composición del inóculo 

c::::::::J O m g L.: 1 N- N H, 

- 0.087 mg L"' N-NH3 

- 0.35 mg Lº
1
N-NH3 

con C. dubia y 
D.pulex 

Comparación entre la densidad máxima de Moina macrocopa en competencia 
con otros cladóceros a diferentes concentraciones de amonio. 
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1 

N-NH3 

- 0.35 mg L"
1
N-NH3 
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Fig. 29. Tasa de incremento poblacional de Daphniapu/exen 
competencia con otros cladóceros a diferentes concentraciones de amonio. 

Los datos sobre el crecimiento poblacional de Ceriodaphnia dubia sola y en 

competencia con D. pu/ex y M. macrocopa a diferentes concentraciones de 

amonio se presentan en la figura 23. Independientemente de la presencia o 

ausencia de especies competidoras, C. dubia presentó un pequeño crecimiento a 

100 mg L-1 de amonio. C. dubia tuvo incremento su crecimiento poblacional 

cuando el amonio tuvo concentraciones de amonio más así como en el testigo. En 

presencia de otras especies de cladóceros el crecimiento poblacional fue 

duramente afectado de forma negativa reduciéndolo. El pico de máxima densidad 

de población fue de 9 ind. mi-1 (fig. 12). En presencia de D. pu/ex y con 0.35 mg L-1 

de N-NH3. 
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Fig. 31. Tasa de incremento poblacional de Moina macrocopa en competencia con otros cladóceros 
a diferentes concentraciones de amomo 
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CONCLUSIONES FINALES: 

Se determinó en las pruebas de toxicidad aguda que la especie más sensible al 

amonio fue Ceriodaphnia dubia quien presentó una CLso de 0.395 ± 0.023 mg 

L-1 ''de N-NH3 , mientras que Daphnia pu/ex mostró mayor resistencia con una 

CLso ·de 0.861 ± 0.029 mg L"1 de N-NH3 seguida de Moina macrocopa una 

CLso de 0.808 ± 0.017 mg L-1 de N-NH3. 

Las pruebas indicaron que en los vasos experimentales la disminución de la 

amonio debido a la presencia de algas no fue significativa. 

Los resultados demostraron que El efecto tóxico del amonio fue reducido 

por el incremento en la densidad del alimento algal en los bioensayos de 

toxicidad aguda y crónica. 

En el bioensayo demográfico los niveles de amonio estuvieron tan bajos 

como 1 %ode LCso lo que significa que tienen un efecto negativo sobre el 

crecimiento poblacional de C. dubia, D. pu/ex y M. macrocopa. 

Aquellas especies de cladóceros sensibles a la concentración del amonio 

fueron eliminadas de. la competencia por otros taxa menos sensibles cuando 

fueron expuestos a 0.087 o 0.35 mg L"1 de amonio. Durante la competencia las 

especies de zooplancton incluidas dentro de la prueba causaron la supresión de 

una o mas especies competidoras, la presencia del amonio expedito estos 

procesos en base a la sensibilidad relativa de los cladóceros 

Dentro de las observaciones que se determinaron en campo en el embalse 

Manuel A. Garnacha en el estado de puebla sobre el comportamiento global de 

los diferentes taxa, se encontró que un incremento de amonio en el sistema 
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donde coexisten las tres especies de cladóceros referidas en el presente trabajo 

favorece el desplazamiento de Ceriodaphnia dubia por Moina macrocopa sin 

afectar a Daphnia pu/ex. 

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran una mayor 

susceptibilidad de Ceriodaphnia dubia a los efectos tóxicos del amonio que los 

mostrados por las otras especies de cladóceros. Así mismo, el aumento en la 

biomasa del fitoplancton y la interacción entre las tres especies en presencia del 

tóxico, evidentemente favorece a Moina macrocopa sobre Ceriodaphnia dubia 

afectando poco el desarrollo de Daphnia pu/ex, lo cual nos da una idea proximal 

de los eventos que sucedieron en el embalse Manuel Ávila Camacho que dieron 

origen a las variaciones poblacionales de estas tres especies de crustáceos para 

ese periodo de estudio particular. 
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APÉNDICE 1. 

Método Empirical Probit Para determinar la CL50. 

El método consiste en realizar una regresión lineal en donde el valor de X esta 

dado por el logaritmo natural de las concentraciones del tóxico utilizado mientras 

que en el eje Y se coloca el índice de probabilidad empírica al porcentaje de 

mortalidad obtenido para cada concentración del toxico. Debido a que el valor de 

probabilidad empírica al 50 % de mortalidad es igual a cinco, al obtener los datos 

de la regresión lineal (a, b y r2) obtengo el valor incógnito de X (logaritmo natural 

de la concentración del tóxico) a una mortalidad del 50 %. Posteriormente se 

aplica el antilogaritmo a este valor y se obtiene la concentración letal media en mg 

L-1 del tóxico en cuestión. 

en una gráfica la CLso se observa en el empalme con el valor de Y = 5. 

7 

6 

3 

V = a + bX Despejando obtenemos X= V-a/b 

Clso - 0.13 mg L.
1 

Ln de la concena-acl6n del t6xlco 
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APÉNDICE2. 

A continuación se indica la información derivada a partir del presente estudio de 

tesis doctoral presentada en congresos. 

Autor( es) Título de la Congreso (ciudad, fecha) Tipo de 

ponencia participación 

Mangas-Ramírez E. Effect of" runmonium IV intemational meeting on oral. 
S.S.S. Sarrna y S. chloride and alga! plancton. Guadalajara Jal. 
Nandini. füod density 2000. 

Ch/ore/la vu/garis) 
on the lifo table 
demography of"the 
cladoceran Moina 
macrocopa 

Mangas-Ramírez E. Efoctos del amonio V international meting on oral 
S.S.S. Sarrna y S. sobre la tabla de plancton. Xalapa Ver. 
Nandini vida de el cladócero 2002. 

Daphnia pu/ex 
leydig en relación al 
la densidad del 
alimento algal 

Mangas-Ramírez E. Estudio sobre los lnternational meting on cartel 
S.S.S. Sarrna y S. efoctos de la plancton Varsovia. agosto de 
Nandini. concentración de 2002. 

cadmio y metil 
paration en la 
recuperación de 
Moina macrocopa 
(Cladocera) en 
crecimiento 
poblacional y tabla 
de vida. 
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Cladocerans are generally a dominant group in freshwater zooplankton where they 
rnay contribute up to 80% of the secondary production. In natural waterbodies 
they are subjected to strong variations in the physical and chemical variables. 
Among abiotic factors, temperature and pH are known to influence the density 
and dynamics of cladocerans (Oowning and Rigler 1984). Nitrogen is a 
rnacronutrient directly controlling the phytoplankton densities, which in turn 
influence the biornass of zooplankton (Hutchinson 1967). Among nitrogenous 
cornpounds, free-amrnonia has a strong and negative influence on both survival 
and reproduction of cladocerans. Dissolved .munonia is also toxic to zoopldnkton 
but at much higher concentrations (Manning et al. 1996). However, dissolved 
arnrnonia is also an important source of nitrogen for phytoplankton, which they 
could directly absorb from the ambient (Pales-Espinosa and Moreau 1997). 
Therefore, the toxicity of ammoniurn compounds to zooplankton in general and 
cladocerans in particular, could be influenced by the seasonal variations in the 
density of phytoplankton. 

Much of the information on the toxic effects of arnmonia to cladoceran 
zooplankton is concerncd with deriving median lethal tests or chronic tests at one 
food leve! (Andersen and Bucklcy 1998) or field-observations where severa! 
factors sirnultancously interact (Arthur et al. 1987). Since variations in the alga! 
densities naturally occur, it is of considerable interest to know the influence of' 
phytoplankton on the toxicity of arnrnonia to cladocel'an zooplankton under both 
acute and chronic test conditions. 

The aim of this work was to study the effect of low and high alga! food 
concentrations on the toxicity of arnmoniurn chloride to the survival and 
population growth ofthe cladoceran Daphniapu/ex. 

MATERIALS AND METHODS 

The test organisrn, Daphnia pu/ex Leydig, 1860 was isolated from the dam 
Manuel A vila Camacho in the State of Puebla (Mexico) and mass cultured using 
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thc green alga Ch/ore/la vulgaris as the exclusive food. Conditions that favoured 
good population growth in mass culture tanks were, pH. 7.5; temperature 24ºC, 
continuous fluorescent illumination and Ch/ore/la at l .5Xl 0 6 cells/mL and change 
of culture media every alternate day. In the mass culture tanks the average density 
of D. pu/ex was maintained at about 2 ind./mL._Ch./9ri!.//a-.;yas mass cultured in 2L 
transparent bottles using Bold 's basal mediUin; {Borowitzka and Borowitzka 
1 988). For routine cultures as well as for experlments we used reconstituted 
moderate hard water (the EPA medium, Anon.·1985): The EPA medium was 
prepared by dissolving 96 mg NaHC03 , 60 mg CaS04, 60 mg MgS04 and 4 mg 
KCl in onc litre of distilled water. 

For acute toxicity tests, we used neonates (24 ± 2 h age) of D. pu/ex. We selected 
thrce densities of Ch/ore/la vu/garis (resuspended alga) viz. O (no food), 0.5Xl06 

and l .5Xl06 cells/mL. A stock solution of 500 rng/L arnmonium chloride was 
prcpared using distilled water. Bioassays were conducted for 24 h using eight 
arnmonia levels ranging frorn O (control) to 300 mg/L. For each of the ammonia 
concentrations and algal levels, we used three replicates and each replicate 'Vith 
1 O individuals. We counted the nurnber of live cladocerans frorn each replicate 

· and the data were uscd to derive median lethal concentration (LC50) following 
probit rncthod (Finney 1971). 

Based on the data of median lethal concentration, chronic toxicity tests were 
conductcd in a static-renewal system using the population growth of D. pu/ex at 
five concentrations of ammonium chloride viz., O (control), 20, 40, 80 and 120 
mg/L under two food levels (low: 0.5Xl06 and high: l.5Xl06 cells/mL). For the 
growth experimcnts we used a mixed population of D. pu/ex obtained from mass 
culture tanks in the exponential phase. The experimental design consisted a total 
of 30 test jars (5 ammonia concentrations X 2 alga! food levels X 3 replicates) of 
200 mL capacity, each containing 50 mL medium with specified algal food
anunonia combination. lnto each testjar, we introduced 10 individuals of D. pu/ex 
using a Pastcur pipette under stereomicroscope at 20X. Following inoculation, 
cvcry day wc counted the number of test cladocerans alive in each replicate and 
mcdium was changed appropriately with alga-ammonia combinations. The 
population growth experiments were discontinued after 4 weeks by which time 
most replicates bcgan to decline. Based on the data collected, we evaluated 
statistically using thc analysis of variance the combined effects of ammonia 
concentrations and the algal food levels on the peak cladoceran density, day of 
maximal population density and the rate of population deqsity (r) per day. The r 
values wcre dcrived using the exponential equation: 
r = (lnN.-lnNo)/t, where No and N 1 are the initial and final population dcnsities 
respcctively, and t is time in days. We used varying data points along the growth 
curve to calculate the mean growth rate per replicate. In general we took 4-6 data 
points during the cxponential phase of the population for each replicate following 
Dumont et al. ( 1 995). 
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RESULTS ANO DISCUSSJON 

The 24 hr median lethal concentration values of arnmonium chloride for D. pulex 
in relation to algal food density are presented in Table 1. There was a distinct 
difference between with and without inclusion of food in the acute toxicity tests. 
When the tests were conducted without food, the concentration of ammonia 
required to produce a 50% mortality of neonate D. pu/ex was much lower than 
when food was supplied. Data on the population growth of D. pu/ex in relation to 
ammonia concentrations and Chlorella levels are presented in Figure 1. 
Regardless ofammonia concentration, an increase in Chlorella leve! from 0.5X106 

to 1.5Xl 0 6 cells/mL, there was an increase in the population growth. However, at 
any food level, an increase in arnmonia concentrations resulted in a decrease of 
population growth of D. pu/ex. At any given ammonia leve!, an increase in algal 
food density resulted in a higher population abundance (Figure 2) or growth rate 
(Figure 3). Statistically significant (p<0.001, ANOVA, F-test) effects ofarnmonia 
on the peak population density, day of ma.ximal abundance and the rate of 
population were observed. Similarly, food density also significantly influenced 
these variables. The interaction of food leve! X arnmonia concentration was also 
significant (p<0.001) except for rate ofpopulation increase (p>0.12). 

Table l. LC50 values (mean ±standard error) of arnmonium chloride for D. pulex 
in relation to different levels of Chlorella. Bioassays were performed at 24h. 

Food density (X 106 cells/mL) 
O.O (no food) 
0.5 
1.5 

Median lethal concentration (mg/L) 
247.12±8.29 
271.66±1.39 
277 .10±0.42 

The fact that the toxicity of ammonia could be reduced by the presence of living 
algae is evident in both acute and chronic test conditions. The alga1 food density 
chosen here was based on the literature where Chlorella generally higher than 
l.5X106 cells/mL could cause feeding inhibition and the resultant reduction in 
population growth rates (Nandini and Sarma 2000). In controls an increase in 
alga! concentration resulting in an increase mean population density observed here 
is known among cladocerans (Lampert and Sommer 1997). Thus, the maximal 
population density (7.6±0.4 ind./mL) observed at l.5XI06 cells/mL ofChlorella in 
controls was not uncommon even for Daphnia. For example D. carinata reached 
up to 20 ind./mL when fed Microcystis (Nandini and Raq- 1998). Similarly, the 
rate of population increase per day as observed here (positive values ranging from 
0.02 to 0.12) (Figure 3) were earlier observed for other daphnids (Hietala et al. 
1997, Lürling and Van Donk 1997). 

In most toxicity tests using dissolved arnmonia, the mortality of test individuals 
were also attributed to the free ammonia associated with the former (Manning et 
al. 1 996). In our study, such a possibility exists, but this could decrease with 
increasing alga! abundance. Thus, when we measured the arnmonia levels using 



~ ·¡¡; 
e: 
Q) 

"'CI 
e: 
o ... ... 

"5 
c.. 
o 

D.. 

8 

7 
6 
5 .. 
3 

2 

0.5X106 cells/mL 
Control 

A 

1 
o~<::..l'---'-~-'----''----'--~..___.~_....~.._ 

8 

7 

6 
5 

4 

3 

2 

~~~~~~~~2'"""""".00.00.-..!~ 
8 

7 

6 

5 

4 

3 

2 

120 mg/L 

0Qg:2Qo<>c.OC><><~-'-~'---1.~-'---'-~-'
o 3 6 9 12 15 18 21 24 27 

l 
20 mg/L 

A'"''"''~ 

l 
80 mg/L 

120 mg/L 

o 3 6 9 12 15 18 21 2• 27 

Time (days) 
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various concentrations of Ch/ore/la alone (without the presence of cladocerans), 
and after 24 h, there was a reduction in dissolvecl arnmonia Ievels' (and thus the 
free ammonia). This condition however, cannot'be al~o directly. attributed to the 
experimental containers because the alga) density could vary due to grazing 
depending on the density of D. pulex in· each~contáinér" (Downing~ and Rigler 
1984) and the excretion of ammonia by the cladocerans · (Arner and Koivisto 
1993). 

Based on the published data, dissolved ammonia in general is less toxic and 
cladocerans can tolcrate more than l 00 mg/L without apparent ill-effects 
(Manning et al. 1996; Andersen and Buckley l 998). Our observations in acute 
toxicity bioassays support this. However, due to prolonged exposure D. pulex 
became more sensitive to even much less amrnonia concentrations. In conclusion 
our study emphasizes the importance of chronic toxicity tests instead of relying 
exclusively on the results from the acute bioassays since the final effect of a 
toxicant dcpends not only on its concentration but also the duration of exposure. 
This study also demonstrates the effectiveness of algae in mitigating adverse 
effects ofarnmonia tá D. pulex. 
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Amnmnia is a natural variable in ponds and lakes. Although 
an important sourcc or nilrogen for microalgae, at high 
conccntrntions nmmonia can alfcct the density and divcrsity of 
cladoccrans. Using thc cladoccrans Ceriodaphnia dubia. and 
Afoinu 111acrocopu. 1hc ctrcct of nominal conccntrations of 
ammonium chloride under acutc and chronic cxposures at 
diffcrcnt lc,·cls oC algal food was testcd. Regardlcss of Cood 
lc,·cl. C. dubiu was more scnsitivc than .Jl-1. nracrocopa to 
ammonia. In thc absencc oC food, the median lethal concentra· 
tion oC ammonia (l....C~o 24 h) for C. Jubia was (112 mg L.1

) lcss 
thnn half that oí 1'-1. n1acrocopa (232 mg L -•). '\Vhcn algal food 
(O.S x 106 und 1.5 x 106 ccllsmr 1 of Ch/ore/la) was used. the 
l...C~o ,·alues wcrc much higher for bolh cladoccran species. 
Hased on thc populalion grol1·th studics, it was found that in 
cnntrols of ftl. rnacrocopa an incrcasc in the availability of 
Ch/ore/la from 0.5 to 1.5 x 106 ccllsmL- 1 lcd toan increasc in 
thc nu1ximum density from 4.7±0.2 to 16.4±1.2ind·mL- 1

• 

while in C. dubia the peak population density dccrcascd from 
7.9±0.6 to 5.0±1.0ind · mL- 1 

.• An increasc in ammonia 
conccntra1ion ( 1 O to 40 mg L;. ¡ for C. dubia and 20 to 
120 m~ L - • for ftl. macrocopa) rcsullcd in a correspondin¡: 
dccreasc in peak population dcnsities or the testcd cladoccrans. 
The rate of population incrcasc (r) valucs for Al. nracrocopa 
in thc controls rungcd from 0.21 ±0.001 and 0.25±0.02 
:1t 0.5 nnd 1.5 X 106 ccllsmL- 1 or Ch/ore/la., respcctivcly. 
Thc corrcsponding nducs of C. dubia in conlrols wcrc 
0.21 ±0.004 and 0.18±0.01. Al 0.5 x J06 cellsmL- 1 of algal 
íood .. thc r , .. alucs beca me negativc undcr 40 and 120 mg L - • of 
nn1monia for C. Jubia nnd Jt.f. mucrocopa., respectivcly. The role 
of ali:.al food in ammonia loxicity to cladoccrans was 
discusscd. io 2002 El-•'" 5"~ (USA) 

1To whom concspondence should be addrcsscd. Fax: +52 5 623 1155. 
E-mail: sarma@servidor.unam.mx. 

0147-6513/02 $35.00 
<O ::?002 El~vicr Scicncc (USA) 
All rights rcscrvcd. 

Key JJ/ords: Cladocera; ammonia toxicity; food dcnsity; popula
.~ion i::,rowth. 

INTRODUCTION 

Freshwater zooplanktons are mainly composed of 
protozoans .. rotifcrs. cladoccrans .. and copepods. Cladocer
ans., in lerms of biomass .. are often the don1inant group 
(Downing and Riglcr~ 1984). Their role in controlling thc 
abundance of phyloplankton~ including toxic algae. has 
implications in thc biomanipulation of lakes (Alva
Martíncz et al., 2001). The fact llrnt thcy are also suitablc 
Jive prey for a variety of fish species is of in1portancc far 
aquaculturists (Gcrking .. 1994; Nandini and Sarma. 2000a). 
Howcver .. duc to thcir high sensitivity to changes in the 
physico-chemical charactcristics of frcshwatcr lakes and 
ponds. only a few genera are found at a time. For cxample. 
ternperate waterbodies are.. in general.. rich in genera 
such as Bosniina, Cercopagis, and Dapltnia. On thc other 
hand. tropical watcrs norrnaJly havc high densities of 
Cerioclaphnia, Moina, and Sin1ocephalus (Dun1ont .. 1994). 

Thc dcnsity and divcrsity of cladoccrans in general are 
controllcd by biotic factors such as thc availability of alga 
and prcdation fron1 fish and invcrtebrates and abiotic 
factors such as pH. temperature .. dissolved oxygen. and 
amrnonia levels (Downing and Rigler~ 1984). Ammonia is 
an irnportant sourcc of nilrogcn for rnicroalgae (Hansen 
et al .• 1997). Levcls of ammonia in watcrbodics can be as 
high as Smg L -•dueto the excretion by zooplankton. fish .. 
and other aquatic animals (Hargreaves, 1998). However, 
due to agricultura) and aquacultural inputs and algal 
blooms arising as a result of cutrophicalion .. ammonia in 
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water bodics could reach levels toxic to aquatic organisms 
(1-landy and Poxlon. 1993). 

Jt has bcen documented that thc ability ofzooplanktonic 
organisms to withstand the adverse effects of toxicants 
improvcs with incrcascd HVailability of living food such as 
algae (Sarma et al .• 2001 ). 1-lowever. when lhc algal food is 
supplicd in excess~ its interaction with toxicants may 
beco1ne antngonistic (Martincz-Jcronimo and Garcia
Gonzalez~ 1994). Thus it is of considerable intcrest to 
know if thc toxicity of ammonia to cladoccrans is 
innucnccd by thc food avuilability. 

The aim of the prcscnt \Vork was to test thc cffcct of 
difTercnt lcvels of green alga Cltlorel/a vulgaris on thc 
toxicity ofamn1onia to thc cladoccrnns Ceriodap/mia dubia 
and Aloina 111acrocopa at population level. 

MATERIAl..S AND METllODS 

The test cladoccran spccies C. dubia Richard .. 1894 .. and 
Jlf. nu1crocopll Gouldcn. 196R. were originally isolatcd 
fron1 a Lakc Valsaquillo in thc Sta'le of Puebla in M~xico. 
Clona) populations \Vcrc cstablishcd using Ch/ore/la as the 
exclusive food and \Vcrc n1aintained in EPA 1ncdiu1n. 
Ch/ore/la was culturcd in llold·s basal n1ediu1n (Borowitzka 
and Borowitzka. 1988). undcr conditions of continuous 
illurnination an<l acration. Aftcr approxirnatcly 10 days, 
the algac wcrc harvcstcd, centrifugcd at 3000 rp1n for 
1O111in, and resuspcndcd in rcconstitutcd n1odcratc hard
\vatcr (EPA n1cdiurn). This mcdiun1 was prcpared by 
dissolving 96 ing Na 1-ICO_h 60 mg CaS04 , 60 1ng MgS04 .. 

and 4 n1g KCJ in 1 L ofdistillcd \Valer (A.non .• 1985). Frorn 
lhc stock alga) conccnlralc, dcsired food Jcvcls \Verc 
prcparcd. 

1-hc authors raiscd n1ass cultures of both thc cladoccran 
spccics scparatcly in 20-L glass aquaria. Thc cultures \Vcrc 
fcd daily bul thc cntirc mcdium was rcplaccd twice a '\veek. 
·rhe conditions for routinc maintcnancc or cladoceran 
cultures and for cxpcritncnts \Vcrc thc following: tcmpera
turc 25"C, pll 7.5-7.8, in continuous but c.liffuscd 
fluorcsccnt illun1ination. 

A111n1onium chloridc (nnalytical grade) was used as 
toxicant. A stock conccntration of 1 g L -I using distillcd 
\valer was prcparcd. All test conccntralions wcrc non"linal. 
Bascd on a prclirninary rangc finding test .. dcpcnding on thc 
food Jcvcl. for acule loxicity tests. six concentrations (40 to 
31O111g L - 1 ) of N !-1 4Cl \Vcrc ch osen for C_ duhia while for 
,\f. 111e1crocopa highcr lcvcls (80 to 8001ng L -I) \Vcrc uscd. 
For cach ainn1onia conccntration thc authors uscd thrcc 
l'"ood lcvcls (O. 0.5, and l.5x l06 ccllsmL- 1) and for each 
trcat1ncnt thrcc replica les wcrc uscd. Thus~ in to cach of the 
45 lcst jars ( 5 amrnonia levels x 3 food lcvcls x 3 
rcplil:atcs) of 100 1nl capacity containing specified ammo
nia- algal cornbination .. introduccd 20 neonates (22±2h 
agc) of C. cluhia wcrc introduced. The experimental design 

for M. 111acrocopa was sin1ilar except that a higher range of 
atnmonium chloride was used. After a 24-h interval the 
number of live test individua Is was counted. The data \Vere 
trnnsformcd to obtain 1nedian lethal concentration follow
ing lhe probil mctho<l (Finney. 1971). 

For chronic toxicity evaluations,. the population dy
namics of both clndoceran spccies \vas studied using 
sublcthal concentrations of ammonia at two food levels 
(0.5 x 106 an<l 1.5 x 106 cellsmL- 1

). For population 
growlh of C. dubia four leve Is (O. 1 O. 20, an<l 40 mg L - I) 
wcre used and far A-1. 111acrocopa. five concentrations (O. 20. 
40, 80. and J 20 mg L - 1

) of ammonia wcre selcctcd. Thus 
the experimenta) dcsign for C. dubia consistcd a total of 24 
transparent jars (4 nn1n1onia levels x 2 food dcnsitics x 3 
replicates). lnto cach test jar containing 50 n1L of n1cdium 
\VÍth spccificd food lcvcl an<l ammonia levcls .. 20 individuals 
of C. dubia were introduccd_ For M. n1acrocopa a sin1ilar 
expcrirncntal sctup was uscd cxccpt that 30 test jars \Vcrc 
uscd. Following thc inoculation .. the numbcr of living 
individuals in cach of the rcplicate \vas countcd ancl 
transferrcd to new jars containing appropriate anunonia
food Jcvcl cornbinations. The population growth cxperi
n1cnts \Vcrc terminatcd after 3 wecks .. when n1ost rcplicatcs 
bcgan to decline. 

From the dat.a collcctc<l. the n1te of population growth 
pcr <lay (r) \vas detcrmincd using thc foJIO\VÍng exponcntial 
growth cquation: r=(ln N,-ln N 0 )/1 whcre. N 0 = initial 
population <.Jcnsity .. and N, = density of population after 
tin1c r (days) (Krcbs, 1985). The r value was obtained fron1 
a tnean of 3 to 5 valucs during thc cxponential pitase ofthc 
population gro\vth fron1 each replicate. To detcct thc cfTect 
of arnmoniurn chloride and algal density. sepnratcly and 
togcthcr. on thc peak population abunclancc and r. the 
data were treated using a two-wny annlysis of variance 
(Sokal and Rohlf. 1993). 

RESULTS 

Thc median lethal concentration (LC50) values to 
arnmonium chloridc for M. 111acrocopa and C. dubia in 
rclation lo alga! densily are found in Table 1. Regardlcss of 
food Jevel. C. dubia was more sensitive than M. 111acrocopa 
and thc differcnccs among then1 are statistica1ly significant 
(P<0.001, t lesl)- In lhc absence of foo<l, lhe median lclhnl 
concentration of ammonia for C. dubia was less than half 
that of ft-1. 111acrocopa under similar test conditions. Food 
availability had a toxicity mitigating effect in both spccies 
testcd. \.Vhen thc acute toxicity tests were conducted in the 
absence of Ch/ore/la .. the concentrations of an1monia 
requircd to produce a 50o/., mortality in the neonates were 
60°/o more than whcn the test organisrns wcre olTered algal 
food al 0.5 x 106 cellsmL -•. 

Populntion growth curves of C. clubia and M. ntacrocopa 
in relation to differcnt concentrations of ammonia at 
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TABLE 1 
Onta on thc Median Lelhal Conccntration for Ammonium 

Chloride (Nonlinal Conccntration) Bioassaycd at 24 h for 
Nconatc C. 1/11hia and ftl. n1acrocopn 

Species 

C. clubia 

J\f. mnc,.ncnpt1 

Concentration ofulgac LCso mcan±stnndard 
(x 106 cellsmL-1) error(mgL- 1) 

o.o 
0.5 
1.5 
o.o 
0.5 
1.5 

112.8±6.5 
274.3±2.4 
263.4±7.0 
231.9±5.1 
381.2±25.5 
492.1 ±8.3 

0.5 x 106 and 1.5 x 106 cclls rnL -l Ch/ore/la are presented in 
Figs. J and 2. Rcgardlcss of amn1onia conccntration. Af. 
111acrocopa showcd incrcascd population abundancc with 
incrcasing Chlorel/a lcvcl .. whilc C. dubia showcd highcr 
population abundance at lower food level in control 
(=O n1g L - 1) and a t 1 O n1g L - 1 of ammonia concentra tion. 
Furthcr incrcasc in anunonia concc'htration caused m~rgin
ally highcr numerical abundance at highcr Ch/ore/la levcl 
than that at lowcr food dcnsity. 

Thc peak population dcnsitics rcachcd by thc test 
populations werc clcnrly affcctcd by the food availability 
{Fig. 3). In Al. 111acrocopa an incrcasc in the availability of 
Ch/ore/la fronl. 0.5 to J.5 x IO"cclls111L _, lcd toan incrcasc 
in thc n1axinl.U01. dcnsit.,y of thc controls from 4.7±0.2 
to 16.4±1.2ind·111L-· 1

• \.Vhile in the case of C. dubia thc 
peak population dcnsity dccrcascd fro111 7.9±0.6 to 
5.0± 1.0 ind · n1L - 1 • Rcgardlcss of atnmonia concentration~ 
AE. lllttcroco¡w rcachcd a highcr nun1erica) ubundancc than 
C. duhia. The peak population dcnsitics of both cladoceran 
spccics '"vcrc significantly affcctcd by the food level nnd 
nmmonia conccntration as wcll as thcir intcraction 
(1'<0.0J. ANOVA. Table 2). 

Datn on thc ratc of population increasc (r) of C. dubia 
nnd Al. nwcrocopa in rclation to diffcrcnt an1rnonia levels 
nt 0.5 x 106 and 1.5 x IO('cclls111L- 1 of Ch/ore/la are 
prcscntc<l in Fig. 4. Thc r values for M. 1nacrocopa in tite 
controls rangcd fro111 0.21±0.001 an<l 0.25 ±0.02 at 0.5 
and 1.5 X IO"ccllsnl.L-- 1 of c~hlnrella. rcspcctivcly. Thc 
corrcsponding valucs of C. dubia in controls wcrc 
0.21 ±0.004 ami 0.18±0.01. Thc elfcct of ammonia 
conccntration ha<l a significant {P<0.001~ ·rabie 2) effect 
on r for both cladoccran spccics. Ho\.vever. only food lcvel 
had a significant cfTcct in thc case of M. n1acrocopa .. while 
thc intcraction bctwccn food lcvcI and the toxicant 
conccntration \.vas significant only for C. clubia. 

DISCUSSION 

An1monia exists in l\.VO forms. viz. ionized (NH.i) and 
nonionized (or free Nl-1 3 ) states. There exists an cquili-
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FIG. l. Population gr-owth curves oí C. dubin in rehllion to diffcrcnt 
conccntrations of nm1nonium chlor-ide nt 0.5 x 106 and 1.5 x 106 cclls 
tnL- 1• Values r-cpresent mean±stnndard cr-ror bnsed on thrce rcplicnte 
rccordings. 

brium betwecn thcse forms '\Vhich varíes depending on pH 
and temperature of the mcdium (Stelfons. 1981). For 
aquatic organis1ns free ammonia is severa) times more toxic 
than when it is present in thc dissolved state (Manning 
et al .• 1996; Anderscn and Buckley, 1998). Nevertheless, it 
is difficult to detcct separatcly the cffect of these two forms 
on zooplankton and therefore they interact in a combined 
way (Fontenot et al .• 1998). In thc prescnt work too. the 
nominal conccntrations of ammoniurn chloride couJd have 
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FIG. 2. Popuh1tion grow1h curves of" M. mucrocopa in rclation to 
diffcn:·nt conccntrations oí ummonium chloride at 0.5 x 106 nnd 
1.5 x IO"cellsmL -•. Valucs reprcscnt mean±standard error bascd on 
thr-ec .-cplicate recordings. 

cotnhincd cfTects of free and dissolved forms on both 
C. d11bia and Af. 111acrocopa. Publishcd data on the acule 
toxicity of ammonia to aquatic animals vary manyfold. 
depcnding on the taxa and the test conditions. For 
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) 

¡.-1c. 3. Peak population nhumfoncc (in<l ·mL~ 1 ) v¡1Jucs of C. áubia 
nnd Af. nracrocopa in rclation to diffcrcnt conccntrations of nm1nonium 
chlol"idc al 0.5 x 106 ~nd 1.5 x I06 cclls1nL- 1

• Vnlucs reprcsent mean± 
standard error h:iscd on thrcc replicntc recordings for cach spccics. 

examplc. Fontenot et al. ( 1998) havc shown a 96-h LCso 
for larval shortnose sturgeon of about 150mgL- 1 • whilc 
larval forms of Chincsc mittcn-handcd crab had 24-h LCso 
valucs varying from 33 to 90 mg L -• (Zhao et al .• 1998). 
Although data on the acule toxicity of ammonia to 
cladoccrans are availablc (Andcrscn and Buckley. 1998), 
information based on chronic cxposure is vcry limited 
(Mangas-Rarnircz et al .• 2001). 

1-lalbach. et al. (1983) were among thc carliest to 
advocatc the use of population dynamics of zooplankton 
to undcrstand the cffccts of toxicants bcyond individual 
levcl because or their implications in ecosystcm runction
ing. In singlc-specics tests. peak population abundance and 
the rate of population increase attaincd are generally 
important variables to be considcrcd (Sarn1a et al ... 1999). 
Data on the peak population abundancc rcachcd by a 
population in relation to food and toxicant levels 
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TAHLE2 
Rcsults ot" ·r"·o-\Vay Analysis of Variance (ANOVA) 

Pcrforincd on lhe Peak Poptdalion Dcnsity and the Ralc of 
Populalion lncrcasc or C. tl11hia and M. nracrocopa 

So urce DF SS MS F 

C. duhia 
Peak population densily 

Toxicnnl (A) 3 125.167 41.72 67.16··· 
Food level (H) 1 7.504 7.50 12.ss•• 
lnternction A x A 3 20.336 6.78 J 0.9 J ••• 

Error 16 9.319 0.58 
H.ale uf populullon incn•ase 

Toxicant (A) 3 0.114 0.04 64.11 ••• 
Food level (U) 1 0.002 0.002 4.39ns 
Intcrnction A x B 3 0.014 0.004 7.89•• 
Enor 16 0.009 0.0006 

.i\I. 1nacroco¡1<1 
Pl'nk l"'Jlnlation denslty 

Toxicanl (A) 4 157.584 39.40 63.47••• 
Food Jcvcl (B) 1 351.576 351.58 566.40••· 
lnteraction Ax B 4 50.776 12.69 20.45••• 
Error 20 12.414 0.62 

Rute of populution increuse . 
Toxican\ (A) 4 0.109 0.03 15.Bo••• 
Food level (H) 1 0.053 o.os Jt.os••• 
Jnteraction Ax B 4 0.004 0.001 0.58. NS 
Error 20 0.034 0.0017 

Note. DF. degrees of freedom; SS. su1n ofSquarcs; MS. mean square; F. 
F. ratios; NS. nonsignificanl (P>0.05). 

*P<.0.05. 
**P<0.01. 
•••r<o.001. 

cvcntually are uscd to prcdict carrying capacity. Sincc peak 
populalion densilics are derived indcpendcnl of time, they 
are nol strongly aITcctcd by lhe intrarcplicate variations 
with rcgard to lime requircd to rcach the highest dcnsitics. 
Also. dcpcnding on food lcvcls, two spccics Jnuy havc 
similar growth ratcs but dissin1ilar peak abundances. For 
cxa1nplc, thc r valucs of C. dubia and A<I. 111acrocopa at 
0.5 x lo<• cclls 111 L - 1 of Ch/ore/la '\vere ncarly the san1c, but 
the peak population dcnsitics varicd grcatly (Figs. 3 and 4). 
Frorn this point of vicw. pcnk population dcnsity valucs are 
son1ctirncs rnorc in1portant than thc ratc of population 
increase. In thc prcscnt stucly. for cx.atnplc .. thc peak 
popul;.1tion dcnsitics ,.,,.ere strongly and ncgativcly affcctcd 
by ;1lg;al foo<l lc.:vcl and a1nn1onia conccntration as well as 
thcir intcraction but this was not thc cuse with thc r valucs 
(Table 2). 1-Jo\l•:cvcr, for obtaining data on the peak 
pnpulation dcnsitics. thc zooplankton growth cxpcriments 
n1ust be continucd until thc declining trcnds are visible. 
which in ccrtain cases n1ay be cun1bcrson1c. In thc prcscnt 
study. peak popul.ation dcnsitics rcached by C. dubia and 
Al. 111acrocoptJ in controls v.•cre \Vithin thc rangc reported 
for cludocerans. considering their body size (Alva-Martinez 
et al .• 2001 ). 
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The rate of population incrcase has reccivcd much 
attcntion from ecotoxicologists bccausc it is gcncrally more 
sensitive than short-tcrrn and .. surrogate variables" such as 
mortality (Forbcs and Calow. 1999; Sarma et al .• 2001). A 
reduction in the r valucs with increasing anunonia levels. as 
found in this stu<.Jy, has bccn documcnted for various 
zooplanktonic spccies chronically cxposcd to different 
loxicants: rotifers (Gama-Flores el"'·· 1999) and cladocer
ans (Roex el al .• 2000}. ln general zooplankton show 
increased r valucs with incrcasing food lcvels (Nandini and 
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Sanna, 2000b) .. a tf"end also observed in M. 1nacrocopa 
(Fig. 4). However, sorne rotifer and cladoceran species are 
well-adapted to lo\vcr food Ievels and in such cases 
increascd algal densitics could cause a rcduction in 
both peak population dcnsity and r valucs: Rotifera 
(Brachionus variabilis and Lepadella parella: Sarma and 
Nandini 2001: Nandini and Sarma, 2001) and Cladoccra 
( Daphnia 111agna: Martinez-Jcronimo and Garcia-Gonza
lez. 1994; C. dubia: Nandini and Sarma .. 2000b). Regardless 
of food and toxicant effccts, M. 111acrocopa has generally 
higher growth rates than many spccics of cladoccrans, 
including C. tfubia. Most cladoccrans havc r valucs 
varying from 0.1 to 0.5 (Nandini and Sanna.. 2000b; 
Alva-Martíncz et al .• 2001) and the prcsent data fall within 
this rangc. 

The role of algal food dcnsity in influcncing thc toxicity 
of a substance to freshwater zooplankton is of considerable 
intcrest fron1 thc point of view changing phytoplankton 
densitics in polluted waterbodies (Lay et al .• 1985; Fliedner 
and Klcin. 1996). It has bccn \vJdcly docutnented that 
incrcased algal conccntrations reduce the toxicity of 
hcrbicides. pesticides., hcavy rnetals. and anunonia to 
zooplankton (Barry et al.. 1995). Various 1nechanisn1s. 
including algal dctoxification. havc bccn proposed to 
cxplain thc positivc role of algac in rcducing the toxic 
effcct of amn1onia to cladoccrans (Mangas-Ratnircz et al .• 
2001). On thc othcr hand. whcn incrcascd algal food 
Jcvcls actually cnhancc toxicity of a substance to cladoccr
nns. altcrnatc explanations such ns fccding inhibition. 
biological pcculiarities of thc test organisrn. or che111ical 
naturc of thc toxicants have been proposcd (Martinez
Jcronin10 and Garcia-Gonzalcz. 1994; Barry et al .• 1995). 
In thc prcscnt study. an increo.1se in thc ulgal food Jcvel 
had a positivc role on thc survival of populalions of 
both C~. dubia and /l./. 111acrocopa. In thc forrncr. this was 
evidenl only whcn thc an1n1onia lcvcls \Verc highcr (20 and 
40 n1g L -t) '""hcrc the cladocerans cxposcd to lowcr food 
levels eithcr did not survivc bcyond 1 wcck or had lower 
growth ratcs. 

CONCLUSION 

RcsuJts detnonstrated thc toxic cffcct of an11nonia "vcre 
rcduced by thc incrcasc in alga} food density in both acule 
and chronic bioassays. Ammonia levels as lff\V as l/IOth of 
LC50 had a significant negativc cffcct on the population 
growth of C. dubia and M. 111acrocopa. 
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Abstract 

Among thc natural abiotic variables affccting thc spccics dcnsity and composition ofcladoccrans.,. ammonia is important. Using 
population growth dala as tool.,. wc studied the compctitivc outcomc of tbrcc cladoccran specics (Ccriodaphnia duhia.,. Daphnia pu/ex. 
and J\foina 11wrrocopa) grown alonc and togcthcr at thrcc diITcrcnt conccntrations (O.,. 25,. and 100 rng L - 1

) of ammonia al onc 
dcn!-iity ( 1 x 106 ceJJs mi- 1

) of thc microalga Ch/ore/la r•u/garis. Rcgardlcss of thc prcsencc or absencc of compcting spccics. C. duhia 
showcd lit tic population growth al IOOmg L- 1 of ammonia. At 25 mg L- 1 ofammonia. the population density of C. duhia increase<l 
but thc valuc was n1uch lowcr than thal in control. D. pu/ex wa.s ablc to grow at thc ammonia conccntration of 25mgL -•. 
con1parahlc to controls. lfowcvcr. at IOOrngL -I ofamrnonia. thc population dcclincd and more rapidly whcn competed with other 
c1~1doccrans. Al. macrocopa showcd dccrcascd population density with incrcasing ammonia conccntrntion in thc rncdium. Tilis trend 
was accclcratcd hy thc prcscncc of compcting cladoccrans. M. 1nacrocopa was bcnefitcd by thc prcscncc of D. pu/ex at O nn& 
25 mg L- 1 of an1monia in thc n1cdiutn. The peak population dcnsity of C. cluhin varicd from 0.5 to 9 ind. mi-•. whcrcas for D. pu/ex 
and Af. 111t1crocopa. thcsc valucs varicd from J to 3ind.m1- 1 and 7 to 18ind.mJ- 1.,. respcctivcly. dcpcnding on tbc ammonia 
'-=onccntratinn and thc prcscncc of compcting spccics. Thc ratcs of popu)ation incrcasc pcr day of C. dubio. D. pulex .. and 
Al. macrucopt1 rangcd from ~ 0.12 ± 0.001 to 0.30± O.O l. 0.04 ± 0.001 to 0.22 ± 0.002., and 0.201 ±0,028 to 0.235 ±O.O J 9., rcspcctivcly, 
dcpcnding on thc arnmonia conccntration and thc prcscncc of compctitors. Our study showcd that whilc compctition within the 
choscn <.~Jadnccran spccics causcd supprcssion of onc or two compcting spccics. the prcscnc.c of amrnonia cxpcditcd this proccs.'I 
hascd on thc rclativc scnsitivitics of thc tcstcd zooplankton. 
-<:. ::!002 Elscvicr Scicncc (USA). All rights rcscrvcd. 

K,·yn·onf.o;; Compctilion; Zooplankton; Cl.adocern; Ammonia toxicity; Ceriodaphnla club/a; Dophnia pu/ex; Aloinn naac:roc:npa 

1. lntroduction 

Arnong írcshwatcr zooplankton .. rotifcrs. cladoccrans,. 
and copcpods are of grcatcr importancc in controlling 
thc abundancc and divcrsity of phytoplankton through 
thcir continuous fccding. In tcrms of biomass, cladoccr
.ans oftcn dominatc thc zooplankton conununity in 
frcslnvatcr bodics (Downing and Riglcr. 1984). Among 
thc natural abiotic variables affccting thc specics 
con1position of cladoccrans. amrnonia is important. 

•corrcspouding author. Fax: + 52-S-55-6231256. 
E-mail addrr.ss: sannn@servldor.unam.nu (S.S.S. Sarma). 

Anlmonia cxists in two f"orms: free and ionic statcs. ""rhe 
ionic form is highly soluble in water and is gcnerally 
considercd lcss toxic to zooplankton (Manning et al., 
1996). J-fowcvcr,. natural lcvcls of ammonia can be 
somctimcs high cnough to afTcct thc lifc history 
variables such as birth and dcath ratcs of" cladocerans. 
Also .. agricultural and aquacultural practices could lead 
to highcr conccntralions of ammonia to frcshwatcr 
bodics (Hargrcavcs, 1998; Wadc et al., 1998). 

Jn rnost water bodics,. planktonic cladoccran spccics 
could vary from 5 to 15 taxa (Dumont, 1994). whilc 
thcir combincd average dcnsity cou]d be more than 
200 ind. L -• (Downing and Riglcr. 1984). Undcr 

0147-6513/03/S- sce fronl mattcr 'º 2002 Elscvicr Scicncc (USA). Ali rigbts rcserved. 
doi: 10.1016/SOt 47-6513CO:?J00120-3 



S.S.S. Sarnta cr al / Ecotoxieology <md Em:lronmcnral Safery 55 (2003) 227-2.35 

strcssful conditions,. thc divcrsity of zooplankton dc
crcascs and .. at thc samc time,. one or two spccics could 
rcach 111uch higher dcnsitics owing to thc clirnination of 
scnsitivc cotnpctitors (Flicdncr and Klcin,. 1996; Jak 
et al... 1998). Con1pctition arnong cJadoccrans is 
gcncrnlly thought to he food dcpcndcnt (Grccnwood 
et ni.. 1999). llowcvcr,. 1nany othcr factors could be 
cxpcctcd to alter this food-dcpcndcnt compctitivc out
cornc. A111ong thcn1 are thc natura] variables such as 
dissolvcd oxygcn. tcrnpcraturc .. and disso]ved an1monia 
(I..:>cMott. 1989; Stcwart and Suther]and .. 1993; Achcn
bach and Lampcrt. 1997; llanazato. 1998). In many 
works,. thc cffccts of thcse variables are studicd on 
individual zooplankton six:cies rather than on mixcd 
cultures (Lampcrt and Sornmer. 1997). Such studics on 
mixcd cladoccran cultures are also nccded for prcdicting 
thc possiblc con1pctitivc outcon1c. Tox.icant cffccts on 
thc lifc-history variables of zooplankton whieh are 
sumn1cd up at population level can be assesscd using 
two comn1on approaches: population dynarnics (I·Ial
bnch. 1979) a nd lifc cyclc analysis (Klcin. 1998). 
l·Jowevcr,. studics using population dynamics providc 
infornuttion on the cffcct of toxicaats on individuals of 
differcnt gcncrations si1nultancously occurring in a 
growing culture. 

-rhc aim of this work is to understand thc co1npctitivc 
outcornc of thrcc cladoceran spccics grown alonc and 
togethcr at various conccntrations oí ammonia using 
population growth data as tooJ. 

2. Matcrials and mcthods 

In arder to study thc cffcct of diffcrcnt lcvcts of 
amrnonin on thc compctítíon arnong cladoccrans, 
\ve sclcctcd thrcc specics.. nan1cly Ccriodap/z11ia dubio 
Richard. 1894; Daplmia pu/ex Lcydig. 1860; and 
Moina 111acrocopa Gouldcn. 1968 .. all isolatcd from 
Lakc Valsaquillo (Manuel A.vita Camacho) in thc 
State of Puebla (Mcxico). Clonal populations wcrc 
cstablishcd for cach cladoccran spccies using. Ch/ore/la 
vulgaris as thc exclusive food. C. vul{}aris was mass 
culturcd using Bold·s basal medium (Borowitzka 
and Borowitzka. 1988)_ For routinc 1naintcnance 
and for cxpcrin1cnts. \.VC uscd rc-constituted modcrate 
softwntcr as thc 111cdium (EPA rncdium: Anonymous, 
1985). ·rhe EPA 1ncdium was prcparcd by dissolving 
96mg Nal IC03 • 60mg CaS04 • 60mg MgS04 • and 4mg 
KCI in 1 L of distillcd water. For tnaintenancc of 
zooplankton in mass cultures and for co1npctition 
studics. wc used the alga harvcstcd during thc Jog 
phase. ccntrifugcd at 3000 rpm for S min, and rcsus
pcndcd in EPA rncdium. rrhis process cli1ninatcd thc 
nutrient-rich rncdiutn. including anunonium salts uscd 
for alga cultures .. which could intcrf"crc with growth of" 
the test cladocerans. 
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Shown nre the mcan±standnrd error bascd on threc rcplicotcs. 
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Fig. 3. Ratc oí populntion inc,-casc of C: e/uh/a grown nlonc and in compctition with D. pu/e:c nnd .Jl..f. rnacrocvpa undC1' diffcn:nl lcvcls of ammonia.. 
Shown are the mcan±slnm.Ja,-d error based on thrce rcplicatcs. 

which could pcnnit population growth ofthc cJadoccran 
spccics ovcr a period of time yiclding sorne quantitative 
data. In ordcr to minirnizc the cffect of oVc.rriding 
factors such as tc111pcraturc9 food JcvcJ9 and photopcr
iod. all cxpcrirncnts werc done at 25°C9 undcr 

1 x 106 ccllsrnl- 1 of Ch/ore/la and 12-h light:l2-h dark 
test conditions. ~Iñc experimental dcsign coosisted of' 
100. transparcnt jars of 120ml capacity. Thcsc includc 
the tcstjars for cach cladoceran taxon grown separately 
and in compctition with one and two other spccies. For 
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Table 1 
Analysis oí variancc pcrfonncd on thc penk nbundancc and lhc ratc oí population incrcase of C club/a~ D. pu/ex. nnd M. nrarroropa in rclation to 
ammonia conccntration nnd competition 

So urce DF 

f"r.•11k pop11/uti11n "hundanL·e 
C. duhia vs an1monia and cornpcthion 

Antmonia (A) 2 
Compctition (U) 3 
lnten1ction (A x B) 6 
Error 24 

n. pu/e,- ·vs nmmonin nnd compctition 
Antmonin (A) 2 
Compctition (11) 3 
lntcrnction (Ax B) 6 
Error 24 

~l. t'1acroropa vs ammonia and compctition 
Amrnonia (A) 2 
Cornpctition (U) 3 
lnteraction (A x B} 6 
Error 24 

Ratc oí population incrcnsc 
C. 1/uhia vs ummonia nnd compctition 

Ammonia (A) 2 
Compchtion (UJ 3 
lnteraction (A x B) 6 
Error 24 

D. pu/ex vs nmmonia nnd compctition 
Ammonia (AJ 2 
Compctilion (ll) 3 
lntcraction (Ax B) 6 
Error 24 

,\./. """·rocopa vs umrnonia nnd compctidon 
Ammonia (J\) 2 
Cornpctition (B) 3 
lntcraction (J\ x B) 6 
Error 24 

ªns. non!!>ingificant (P::>0.05). 
*P<0.05. 
-r<o.01. 
-P<O.OOJ. 

cach trcatmcnt wc uscd thrcc rcplicatcs. loto cach test 
jar conta1n1ng 50 mi or EPA mcdiun1 with 
1.0 x 106 cclls m1- 1 of Ch/ore/la. wc introduccd cach 
cladoccran spccics at an initial dcnsity of 0.2 iod. m1- 1• 

Wc uscd thc samc dcnsity of cach cladoceran spccics in 
mixcd cultures. FolJowing inoculation of cladoccrans,. 
cvcry day wc n1adc a total count of ali living individuals 
in cach rcplicatc and thc mcdium was changcd 
complctcJy using frcsh Ch/ore/la at thc choscn dcnsity 
and an1n1onia conccntration. ·rhc cxpcrimcnts wcrc 
tcrn1inatcd aftcr 1 1nonth. whcn most rcplicatcs bcgan 
to decline. 

Bascd on thc data collcctcd, wc dcrivcd thc ratc of 
population incrcasc (r) using thc following cquation 
(Krcbs. 1985): r = (In N 1 -ln N 0 )/t, whcrc N 0 is initial 
population dcnsity and N 1 is population dcnsity after 
time l. ~rhc r was obtaincd frorn a mean of 4--5 values 

SS MS F 

173.44 86.72 192.69-
68.268 22.76 50.S6-
44.967 7.49 16.65-
10.801 0.45 

7.208 3.6 lS.74-
2.811 0.94 4.09. 
5.123 0.85 3.73-
5.496 0.23 

22.517 11.26 9.18-
35.601 11.87 9.68-
18.469 3.08 2.s1• 
29.424 1.23 

0.513 0.2565 80.15-
0.047 0.0157 4.91-
0.172 0.0287 8.97-
0.077 0.0032 

0.073 0,0365 26.07••• 
0.068 0.0227 16.21••• 
0.024 0,0040 2.86• 
0.034 0.0014 

0.055 0.0275 13.75-
0.090 0.0300 1s.oo-
0.014 0.0023 1.15ª 
0.049 0.0020 

during thc cxponcntial phasc of thc population growth 
for cach spccics. 

3. Results 

Data on thc population growth of C: duhie1 alone and 
in compctition with D. pu/ex and M. ntacrocopa at 
diffcrcnt conccntrations of ammonium chloride are 
prcsentcd in Fig. 1. Regardlcss of thc prcscncc or 
abscncc of compcting spccics, C. cluhia showcd little 
population growth at 100 rng L - 1 of ammonia. At 
25 mg L - 1 of an1monia, C cl11bia showcd increased 
population growth but thc valucs wcrc rnucb lower 
than thosc in control. Jo thc prcscncc of otber 
cladoccran spccics, population growth was rcduced. 
"'"Jñus .. whcn C. e/ubio was in cornpctition with both D. 

91 1 
¡ f.•! e_ 



S.S.S. Sarma et al. I Eroto . ..:lcolo11y and Envir11nnrentnl Snfety 55 (2003) 227-2.15 

Z:' 
·¡¡; 
e: ... 
-e 
e: 

.5;! 
;;; 
s 
c.. 
o 
a. 

D. pu/ex alone 

Ammonl• conc. 
(mgr'> 

with C. dub/a 

with NI. macrocopa 

with C. dubla and M. macrocopa 

Time (days) 

Fig. 4. Populatinn growth oí f.J. pu/ex ulone and in competition with 
C. cluhia aud Al. r11acrocopu under different lcvcls of a1nmouia. Shown 
;u-e the mena ±standard error bascd on thrcc replicntcs. 

pu/ex and Af. macrocopa. its population growth was 
strongly and ncgatively affcctcd ... rhc peak population 
dcnsity OÍ C c/ubia \V35 9 ÍOd. mJ- I Ín control. while at 

IOOmgL- 1 of ammonia. it was lcss than 0.5indrnl- 1 

(t'ig. 2). In the prcsence of D. pu/ex and under 
100 mg L - 1• C. duhia had tite lowcst peak population 
dcnsity. Thc rate of population incrcasc (mean± 
standard error) for C. duhia varied from -0.12±0.001 
to 30±0.01 per day dcpcnding on tite ammonia 
conccntration and thc prcscncc of compcting spccics 
(Fig. 3). Statistica.lly~ both ammonia conccntration and 
the prcscncc ofcompcting spccics hada significant cffcct 
on thc n1aximal population dcnsity and tite rate of 
population increase (P<0.01, ANOVA, F test). Tite 
inleraction of amrnonia lcvcl and compctition was also 
signilicant (P<0.001, Table 1). 

Trcnds in thc population growth of D. pu/ex io 
controls and undcr diffcrcnt Icvcls of arnmonium 
chloridc with and without thc prcscncc of othcr 
con1pcting spccics are prcscntcd in Fig. 4. In general. 
regardlcss of thc prcscocc of othcr compcting spccics, D. 
pu/ex was ablc to grow at thc amrnonia conccntration of 
25 rng L - 1, co1nparablc to controls. Hovvcvcr, at 
100 n1g L -l of ammonia.: thc population dcclincd and 
more rapidly whcn in con1pctition with C duhia and M. 
n7acrocopa . .. lbc peak population dcnsity of D. pu/ex 
varicd from about 3 to I ind. m1- 1 dcpcnding on thc 
ammonia conccntration and thc prcscncc of othcr 
competing cJadoccrans (Fig. 5). Thc ratc of population 
increase per day varicd from 0.04±0.001 to 0.22±0.002 
(Fig. 6). Arnmonia conccntration and thc prcscnce of 
othcr cladoccran spccics had a significant cfTcct on both 
thc peak population abundancc and thc ratc of 
population incrcasc. ~rhc intcraction ar tox.icanl con
centration and compctition was also significant. 

Population growth of. A-f. 1nacrocopa in rclation to 
ammonia Jevcls and thc con1pctition fron1 othcr two 
cladoccran spccics is shown in Fig. 7. In general, M. 
1nacrocopa showcd dccrcascd population with incrcasing 
an1monia conccntration in thc 1ncdiunl. ·rhis trcnd was 
acccleratcd by thc prcscncc of othcr co111pcting clado
ccrans. M. 1nacrocopa was bcncfitcd by thc prcscncc of 
D. pu/ex at O and 251ng L - l conccntration of ammonia 
in the mcdiurn. ·rhc time rcquircd to rcach peak 
population dcnsity of M. 1nacrocopa wns shortcst in 
the presencc of D. pu/ex (JO days). Tite maximal 
population dcnsity rcachcd by M. n1acrocopa varied 
from 7 to 18 ind. rn1- 1• dcpcnding on thc an1rnonia 
concentration and thc prcscnce of C duhia and/or D. 
pu/ex (t'ig. 8). Tite rate of population incrcase per day 
varied from 0.201 ±0.028 to 0.235±0.019 depcnding the 
ammonia concentration in thc medium (Fig. 9). 

4. Discussion 

Occurrcncc of more than thrcc specics of cladoccrans 
in thc plankton of frcshwatcr is not uncommon in 
tropical and subtropical waters (Dumont, 1994). The 
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Fig. 6. Ralc of population incrcasc of D. pu/ex grown nlonc and in competition with C 1/uhla nnd M. macroropa undcr diJTerent lcvcls of ammorüa. 
Shown are thc rncan±standard error based on th.tcc rcplicutes. 

cxistcnce of co1npetition an1ong cladoccrans so f"ar has 
bccn documcntcd mostly with rcfcrcncc to only two taxa 
ata time undcr laboratory conditions (c.g ... Matvccv and 
Ga bricl. 1994). Thus, the possiblc out come of compcti-

tion whcn more than two spccics simultancously occur, 
remains as a conjccture. In thc prcscnt work. wc 
naaly~d the outcome of compctition using thre~ 
cJadoceran spccics in difTcrcnt combinations. "Iñus .. 
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~ith C tluhiu nnd D. pulro.'lt: undcr diffcrcnt lcvcls of nmtnonia. Shown 
are thc mean ±,;tanJar<l error bascd on thrcc replica.tes. 

rcgardlcss of thc conccntration of amrnonia,. population 
dcnsity and gro,vth ratc of cach of the cladoccran 
spccics "vas affcctcd by thc prcscnce of othcr taxa. 

Thc outcomc of compctition in zooplankton is 
known to dcpcnd on severa) factors such as tcmpcra
turc, salinity, food conccntration, and ratc ofpopulatio'n 
incrcasc of compcting spccics (Larnpcrt and Sommcr .. 
1997). Toxicants also modify thc outcome of compcti
tion. For cxamplc,. llana7..ato and Yasuno (1990) 
havc shown that dcpcnding on thc scnsitivity of the 
compcling spccics to thc insccticidc carbaryl. Bo.nnina 
fi1talis prcdominatcd ovcr thc spccics of Daplznia 
in experimental ponds. Thc use or an1monia Jcvcls in 
thc prcsent study rcprcscnts a natural variable occurring 
in all water bodics in ccrtain months of thc 
ycar (1-lutchinson, 1967). Although ammonia toxicity 
is known to afTcct divcrsc taxa of cladoccrans such 
as Ceriodaplmia (Anderscn and Buckley. 1998) and 
Daplmia (Adamsson et al., 1998), the impacl of 
con1petitivc prcssurc an1ong thc zooplaokton was rarcly 
considcrcd. Frorn this study, it is cvidcnt that C. duhia 
was strongly affcctcd by thc prcscncc of D. pule.-c and M. 
1nacrocopa indcpcndcnt of amn1onia Jcvcl in the 
mcdiun1. Whcn thc conccntration of ammonia was as 
25 mg L - 1,. C. duhia could grow but in thc prcscncc of 
D. pu/ex or M. n7acrocopa .. but this growth was much 
lower (Fig. l). 

Thc maxirnal population dcnsitics rcachcd by cach of 
the spccies obscrvcd in this study are in general 
agrccmcnt with thc rangc documcntcd far c1adoccrans 
(Alva-Martmez el al., 2001). Of the three spccies used 
here, /:>. pu/ex is the largesl (body length=2413± 
129 µm) while C. duhia .is the smallest (951 ± 57 µm) 
and M. rnacrocopa is of an intermcdiatc sizc 
(1286±49µm) (Alva-Martmez et al., 2001). Under a 
spccificd food lcvcL. cladoccran taxon with sn1allcr 
body sizc rcachcs h.ighcr numericul abundance than a 
Jargcr spt..~ics (Downing and Riglcr.. 1984). -rhis is 
cvidcnt in thc prcscnt study also. whcrc in controls 
D. pu/ex could rcach a peak population dcnsity of 
about 3 ind. n11- 1 whilc M. 1nacrocopa rcachcd 
more than twicc this dcnsity. ·rhc ratc of population 
incrcase rccordcd ror thc cladoccran taxa in this was 
consistcnt with thc data availablc in litcraturc whcrc 
n1ost specics in general havc r valucs lowcr than 0.2 pcr 
day (Nandini and Sarma, 2000). Our prescnl data fall in 
this rangc. Moi11a usually has thc r va)ucs highcr than 
many othcr cladoccrans (Kilham et al... 1997; Nandini 
and Rao, 1998; Mangas-Ran11rcz et al.. 2002). In thc 
prcscnt study too. M. nu1crocopa had thc highcst growth 
rates (Fig. 9). 

ln conclusion, our rcsults showcd that cJadoccran 
spccics scnsitivc to ammonia conccntration were climi
natcd from compctition by othcr lcss scnsitivc laxa whcn 
cxposcd to amn1onium chloridc al 25 or lOOtngL- 1

• 

Whilc compctition within thc tcstcd zoopJankton spccics 
causcd supprcssion of onc or more competing specics, 
thc prcscncc of ammonia cxpcditcd this proccss bascd 
on the re1ative scnsitivitics of thc cladoccrans. 

100 
r¡·_, -. 

1 
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