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RESUMEN

En estudios previos realizados en el embalse Manuel A. Camacho del Estado de
Puebla, se determind una sucesion 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 detl alimento. Una

tercera especie (Daphnia pulex) se vio poco afectada.

Con el objeto de determinar el efecto del amonio en los parametros
demograficos de estas poblaciones, se cultivaron en laboratorio cepas de las
mismas a partir de organismos silvestres provenientes del embalse Manuel A.
Camacho. Se determind la concentracion letal media a 24 horas para cada una de
ellas a tres concentraciones de alimento. A partir de estos resuitados se
realizaron pruebas de toxicidad crénica utilizando O, 0.035, 0.07, 0.14, 0.28, y
0.32 mg L' N-NHs. Se prepararon dos densidades de microalga como alimento
para cada una de las soluciones resultantes (0.5 x 10% y 1.5 x 10° cél. mL™" de
Chlorella vulgaris) con el fin de determinar el efecto de estas dos variables en la
sobrevivencia, reproduccion, esperanza de vida, tasa de reproduccion bruta, tasa
de reproduccion neta, tiempo de generacion y tasa de crecimiento poblacional a
pH constante de 7.24.

Se determind para Ceriodaphnia dubia una CLso (24 h) de 0.395 + 0.023
mg L' de N-NH;, mientras que Daphnia pulex mostré mayor resistencia con una
ClLso (24 h) de 0.861 + 0.029 mg L' de N-NH, seguida de Moina macrocopa con
una ClLso (24 h) de 0.808 + 0.017 mg L™ de N-NH;. Se determiné que dentro de los
recipientes de prueba la disminucion 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 cronicas, se observd que el aumento en las concentraciones
de alimento reduce el efecto toxico del amonio ya que los resultados indicaron
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un mayor efecto de este cuando se tiene una concentracion de alimento de 0.5 x
10° cél. mL™' de microalgas. Para el caso exclusivo de C. dubia se establecio un
mayor crecimiento poblacional a densidades bajas de microalga. Los resultados
de la competencia indican que la presencia de D. pulex permite un mejor
desarrollo de M. macrocopa mientras que desfavorece el crecimiento poblacional
de C. dubia.

N
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1. INTRODUCCION

Los cladéceros son generaimente el grupo dominante del zooplancton de agua
dulce y pueden contribuir con el 80 % de la productividad secundaria. En cuerpos
de agua naturales estan sujetos a grandes variaciones de parametros
ambientales fisicos y quimicos asi como a la depredacion 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 cladéceros y
zooplancton herbivoro en general, ya que debido al tamario de estos y a que
presentan un tiempo de generacion corto, responden rapidamente 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 fosforo, afecta directamente las densidades de microalgas influyendo de
esta manera en la biomasa zooplanctéonica (Hutchinson, 1967). En cuerpos de
agua naturales el amonio alcanza concentraciones hasta de 5 mg L' de N-NH," a
causa de la excrecion del zooplancton, peces y otros animales acuaticos
(Hargreaves, 1998). Sin embargo, con aportes derivados de la agricultura las -
concentraciones se incrementan, por lo que puede ser extremadamente toxico
para las:comunidades acuaticas teniendo un efecto negativo en las especies de
cladécergs_'(U.S. EPA, 1985, Thurston & Russo, 1983).

- En el agua el amonio se encuentra en forma de dos especies quimicas, la
mas 6§m0n es la forma ionizada (N-NH,"), mientras que la menos frecuente es la
forma no ionizada (N-NH53). Las proporciones entre N-NH," y N-NH; dependen de
la dindmica de disociacién regidas por el pH, la temperatura y la composicion
idnica 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 oxigeno (Spotte, 1979). En
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los grupos de crustaceos inferiores incluidas algunas especies de cladoceros, la
hemoglobina se encuentra disuelta en la hemolinfa, como una caracteristica
evolutiva primitiva (Vazquez et al.,, 1986). En general, de acuerdo a Martinez-
Jerénimo (1991), la toxicidad de un compuesto depende tanto de la concentracion
y de la forma quimica en la que se encuentra la sustancia. El tiempo de
exposicion es importante, aunque el efecto de un contaminante depende también
de la sensibilidad de! organismo de prueba, asi como del estadio del ciclo de vida
en que se encuentren, a esto deben considerarse también sus habitos de vida, ya
que la liberacién e incremento de amonio en el sedimento segun Besser et al.,
(1998) y Van Sprang & Janssen (1997) somete a mayores niveles de estrés a los
organismos benténicos quienes resienten los efectos acumulativos antes que los

plancténicos

Una fraccion 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 zoop!ancton
herbivoro (Downing & Rigler, 1984); Sin embargo, en la época del afio en que la
concentracion de alimento es baja, las poblaciones de cladoceros se someten a
un estrés debido a la inanicidon. Aunado a esto la fraccidn de amonio no utilizada,
dependiendo de sus concentraciones, puede resultar toxica para el zooplancton
en general, por lo que funciona como una presién adicional. Por tal razén, el
objetivo de este trabajo es determinar el efecto combinado de las densidades de
alimento y las concentraciones de amonio.
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Il. HIPOTESIS:

e 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 eutrofizacion (Vazquez et. al., 1986; Elias-Gutiérrez, 1994,
Mangas-Ramirez, 2000), es muy probable que el amonio tendra un efecto
negativo de mayor magnitud en los parametros demograficos de Ceriodaphnia
dubia que los que se registren para Moina macrocopa y Daphnia pulex.

¢ La relacion de coexistencia en el campo de Moina macrocopa y Daphnia
pulex puede permitir un menor grado de inhibicion competitiva entre ellas que
entre las combinaciones con Ceriodaphnia dubia.

e En algunos estudios se ha observado que el aumento en la densidad de
alimento disminuye el efecto de diversos toxicos (Gama-Flores et al., 1999;
Mangas-Ramirez et al., 2001). Debido a ello, esperamos que el incremento en
la densidad de Chlorella vulgaris en los recipientes de prueba propiciara la

reducciéon del efecto toxico del amonio.
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HIi. ANTECEDENTES

3.1. Fundamento del presente estudio:

Desde hace treinta y siete afos (1965) la superficie del embalse Manuel Avila
Camacho, un sistema ubicado 5 km al sur de la ciudad de Puebla, fue invadida
por malezas acuaticas, en el que el lirio acuatico (Eichhornia crassipes) constituyd
el principal problema, ya que cubrid e! 65 % del total de la superficie del espejo de
agua. El embalse se encuentra enclavado en ia zona central del Estado de
Puebla y es el mas importante del mismo, ya que contiene el 52% del total de
agua de almacenamiento del Estado. Por causa de la invasion de las malezas
acuaticas, la Comisién Nacional del Agua, dentro del “Proyecto Estatal
Angeldpolis”, empleo trece trituradoras para limpiar cerca de mil seiscientas
hectareas 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 erradicacion de malezas
flotantes-, se procedié a evaluar el impacto ambiental que tuvo la trituracién del
lirio acuatico en las poblaciones planctdnicas, icticas y variables fisicas y

quimicas en el embalse.

La determinacion de cada variable se realizd mensualmente durante un
afno completo antes de la trituracion del lirio acuatico y se continudé durante un
ano después de la misma. En el trabajo de campo, se colectaron microalgas y

zooplancton, asi como peces por medio de técnicas convencionales

En los resultados y conclusiones que se obtuvieron de este trabajo se
determiné que las concentraciones promedio del amonio se incrementaron en un
702 % a las concentraciones existentes antes de la trituracion del lirio. Las tres
especies de peces que se encontraban habitando la zona desaparecieron. La

6 T I T e
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comunidad zooplancténica antes de la trituracion presentaba como especie
dominante a Ceriodaphnia dubia que representaba el 51 % de la abundancia total
del zooplancton, sin embargo después de la trituracion redujo sus densidades al 3
% siendo desplazada por Moina rmacrocopa que alcanzo para el segundo periodo
el 59 % del total de la abundancia de la comunidad zooplancténica. Asi mismo
Daphnia pulex mantuvo sus poblaciones antes y después de la trituracion
registrando de un 40 % a un 35 % de las densidades para ambos ciclos

respectivamente (Mangas-Ramirez, 2000).

Por esta razdén se decidio evaluar el efecto que tiene amonio sobre los
parametros demograficos de Ceriodaphnia dubia, Moina macrocopa y Daphnia’

pulex.

3.2. Pruebas de ecotoxicologia con zooplancton.

Dentro de los trabajos relacionados con la toxicidad del amonio, investigaciones
de crecimiento demografico y la construccidon de tablas de vida con claddceros se
tiene un . estudio sobre la toxicidad del amonio realizados por Cairns et al.,
(1990), quienes, utilizaron comunidades perifiticas de protozoarios sobre
sustratos artificiales. Ellos observaron uné clara relacion entre el aumento en las
concentraciones de amonio y el decremento de la densidad biolégica. Los
resultados indicaron que la densidad se reduce un 20 % en concentraciones de
15.4 pgL™’ de N-NHa.

En relacion al amonio, Yuxin & Zhihui (1996) determinaron para el
claddcero Moina mongolica una ClLso de 9.84 mg L' de N-NH;. Andersen &
Buckley (1998) determinaron Ila CLso para Ceriodaphnia dubia en una
concentracion de 1.73 + 0.19 mg L' de N-NH; mientras que para el rotifero
Brachionus plicatilis, se han determinado diferentes datos de CLsy que van de

7 ;




Mangas-Ramirez Erncsto. ¥ B cn Ci ins dcl Mar y Li logia.

17.7 mg L' de N-NH; (Snell, & Persoone, 1989) a 38 mg L™ de N-NH5; (Snell et al.,
1998).

En estudios referentes a la fisiologia del plancton se encuentra el realizado
por Gyore et al., (1982) quienes investigaron el efecto del amonio sobre la
respiraciéon de Daphnia magna. Ellos detectaron, utilizando un respirémetro de
flujo continuo, una disminucidn en el consumo de oxigeno, causado por una

toxemia aguda de amonio.

Kaniewska-Prus (1982) determind el efecto de diferentes concentraciones
-de amonio sobre D. magna comparando con Simocephalus vetulus y Asellus
aquaticus en el cual establece que estas especies tienen diferente grado de
sensibilidad a las soluciones de prueba siendo mas resistente D. magna y mas
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 de N-NH,, para agua con baja y alta
alcalinidad respectivamente, mientras que la USEPAA (1985) establece rangos
entre 0.53 a 2.5 mg L de N-NHs 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 cladéceros 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 interaccidn competitiva entre Moina macrocopa y el rotifero
Brachionus patulus en el cual B. patulus se ve afectado por la presencia del
cladocero, lo cual propicia una disminucidn en sus densidades (Hurtado-
Bocanegra et al.,, 2000).
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V. OBJETIVOS DEL PROYECTO
4.1. Objetivo general

Determinar el efecto que el amonio ejerce en los parametros demograficos de
Ceriodaphnia dubia, Moina macrocopa y Daphnia pulex (Crustacea : Cladocera)

4.2. Objetivos particulares:

1. Determinar la concentracion letal media del amonio a 24 horas en Ceriodaphnia
dubia, Moina macrocopa y Daphnia pulex (Crustacea : Cladocera) a diferentes

densidades de alimento.

2. Determinar los efectos del amonio en los parametros demograficos de C. dubia,
M. macrocopa y D. pulex a diferentes densidades de alimento mediante pruebas de

toxicidad cronica.

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

pulex a diferentes concentraciones de amonio.

P
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V. AREA DE COLECTA.
5.1. Localizacion geografica.

£l Estado de Puebla se encuentra dividido en cuatro Regiones Hidrolégicas (R.H.)
denominadas Rio Balsas (R.H. 18), Rio Panuco (R.H. 26), Tuxpan-Nautla (R.H.
27) y Papaloapan (R.H. 28). En la presente investigacion, las colectas del material
bioldgico se realizaron en el embalse Manuel Avila Camacho, que forma parte de
la Regidn Hidroldgica 18. Esta region comprende la mayor parte del Estado
(20,328. 17 km?) y tiene como cuenca principal la del rio Zahuapan-Atoyac que es
la corriente formadora mas importante del rio Balsas (INEGI1, 1987b).

El embalse Manuel Avila Camacho esta localizado a 5 kildmetros al sur de
la ciudad de Puebla. Este sistema se construyd en el periodo 1941-1946 por la
Comisiéon Nacional de Irrigacion. Tiene una capacidad de almacenamiento de 405
X 10° m®. Actualmente irriga una superficie de 33 820 hectareas de cultivo y se
ubica entre los 18° 53' y los 18°57' de Ilatitud Norte y 98° 06" con 98° 15' longitud
Oeste, a una altitud de 2100 msnm. La cuenca pertenece al eje neovolcanico
transversél, a la subprovincia de lagos y volcanes del Anahuac, presentandose

lomerios suaves de sedimentos con cafadas 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 rios Atoyac con un flujo continuo y las del Alseséca que
presenta un flujo intermitente. El rio Atoyac se forma a partir de los deshielos que
descienden desde altitudes superiores a los 5 000 msnm, del flanco oriental de!
volcan lztaccihuatl, en los limites de los Estados de México y Puebla. En su
recorrido se une con el rio Alseséca dentro de la cuenca del embalse. (INEGI,
1987a). Estos rios 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 qQue atraviesan sus aguas, por lo que llevan desechos
urbanos, asi como industriales y agricolas. El agua de estos rios con esta carga
de contaminantes se vierte sin mayor tratamiento directamente en el embalse
(INEGI, 1987 a).

El clima predominante de la zona segun Képpen modificado por Garcia
(1973) es templado subhumedo con lluvias en verano, C (w1) (w), con porcentaje
de precipitacion invernal inferior a los 5 mm. La temperatura promedio maxima y
minima durante el afio es aproximadamente de 34° y 2° C respectivamente. La
vegetacién predominante es chaparral en el sureste y pastizal inducido en el
" resto de la region. Estos dos tipos de vegetacidn sucedieron a una vegetacion
original representada por bosque de pino y selva baja caducifolia (INEGI, 1987b).

La geologia esta representada por rocas volcanicas del Cenozoico
pertenecientes al Pleistoceno. Dos tipos de rocas, las igneas extrusivas y suelos
vulcano-sedimentarios con rocas sedimentarias del cuaternario, dominan la
geologia de la cuenca. (aproximadamente el 87.6 %). Les siguen en superficie las
rocas igneas extrusivas del terciario que cubren el 10.4 % de la cuenca y las
rocas sedimentarias y vulcano-sedimentarias calizas del cretacico superior, las
cuales cubren aproximadamente el 2 % de la cuenca (INEGI, 1987a).

11 i




Mangas-Ramircz Ernesto. Postgrado cn Ciencias dcl Mar y Limnologia,

V1. CONCENTRACION LETAL MEDIA
6.1. MATERIALES Y METODOS.
6.1.1. Obtencion de muestras bioldgicas:

La colecta de las muestras biologicas se realizd entre las 9 y las 11 de Ia
manana 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
pmM 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. Obtencion del cultivo de Cladoéceros:

El zooplancton se distribuy® en 2 acuarios de 30 litros de capacidad los cuales se
llenaron con . agua. del’ embalse previamente filtrada. De este grupo se
detérminaron‘y vs‘epérér/onrlas especies de Ceriodaphnia dubia, Moina macrocopa

¥ 2rdo a los criterios propuestos por Elias-Gutiérrez (1996).
pslarbn a hembras adultas en recipientes de 100 mi
de EPA (por las siglas en ingles Environmental Protection
- utilizado en la mayoria de los estudios con zoopiancton de
agua dulce en mundo y se prepara disolviendo 96 mg NaHCO;, 60 mg CaSO0s,,
60 mg MgSO4 y .4 mg KCI por cada litro de agua destilada (Sneli & Janssen,
1995) Corno alimento se suministré la microalga cloroficea Chlorella vulgaris en
concentracion de 0.5 x 10° cél. mL™. Se implements una rutina de mantenimiento
diario} con recambio de medio de cultivo y alimento cada dos dias: el fotoperiodo
fue de 16:8 horas (luz: oscuridad), a temperatura de 23° C (Martinez et al., 1997;

Sarma, 1996; Pardian & Marian, 1991).
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6.1.3. Cultivo de Chlorella vulgaris como alimento vivo.

En el presente trabajo, se utilizd Chlorella 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 rapido,

ademas de que su tamarfo es accesible para los cladéceros.

El cultivo de C. wvulgaris se realizo, inoculando el alga en recipientes de
plastico transparente de dos litros de capacidad con medio Bold (Borowitzka &
Borowitzka, 1988), la aireacion y el foto periodo con iluminacion fluorescente
difusa fueron continuos. Como fuente de carbono se adiciond un gramo de
bicarbonato de sodio por recipiente cada 48 horas. Después de aproximadamente
10 dias se refrigeraron las botellas para sedimentar el alga. Posteriormente se
procedid a decantar el medio Bold debido a que los nutrimentos que lo forman no
sirven para apoyar el crecimiento de los claddceros, por lo cual se sustituye con
medio EPA,

6.1.4. Pruebas de concentracion 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 dia de edad en
recipientes con 50 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
10° y 1.5 x 10° cél. mL' de Chlorella vulgaris en cada ensayo. Las
concentraciones de N-NH; de los lotes experimentales se obtuvieron utilizando
una solucién madre a partir de la dilucion de 1g de NH4CI 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. Asi mismo, la temperatura se mantuvo en 23° C.

13
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En cada caso y para cada especie, excepto en los lotes testigo, a partir de
experimentos previos de tipo biobasqueda, se consideraron concentraciones con
variaciones en las concentraciones de amonio que fueron entre 0.279 a 2.786 mg
L' de N-NHa para Moina macrccopa, de 0.139 a 1.074 mg L' de N-NH; para
Ceriodaphnia dubia y de 0.697 a 1.219 mg L™ de N-NHs para Daphnia pulex.

Se contabilizaron el nNnumero de organismos muertos a las 24 horas
(Martinez et a/, 1997; Sarma, 1996). La prueba es de tipo estatico, sin recambios
El criterio de muerte fue la sedimentacion y falta de movilidad. (Quadri et al.,
1994; UNEP, 1986; Sarma & Nandini, 1999). El valor de la concentracion letal
media se obtuvo con el método de regresién Empirical probit descrito en el anexo
1 (Finney, 1971).

En el presente estudio para descartar la posibilidad de que la adicion de
microalgas este removiendo parte del amonio disminuyendo la toxicidad del
mismo, se realizé la cuantificacidn del amonio total por espectrofotometria
mediante la técnica de azul-indol para lo cual se prepararon tas 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 cuantifico al inicio y al final del experimento. Se compard por
medio de un analisis de varianza para determinar si se presentaron diferencias
significativas en relacion a la concentracion de amonio en los recipientes de

prueba.

14
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6.2. RESULTADOS
6.2.1. CONCENTRACION LETAL MEDIA

Se determind la concentracion letal media para cada especie a tres densidades
de alimento, las cuales fueron 0, 0.5y 1.5 x 10°% cél. mL™" de Chlorella vulgaris. Los
resultados obtenidos para la primera de estas establecen para Cerniodaphnia
dubia una Clso de 0.395 + 0.023 mg L' de N-NH; (tabla 1). Se observé un
aumento significativo en la concentracion letal media de acuerdo al incremento de
la densidad de aiimento, ya que la ClLso para la densidades de 0.5 y 1.5 x 10° cél.
mL™" fueron 0.955 + 0.008 y 0.917 + 0.024 mg L' de N-NH, 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. Concentracion letal media al N-NHz: para cada una de las especies de prueba a
diferentes densidades de microalga.

CL soen mg L™ de N-NH,
Concentracién de alga | Daphrnia pulex Ceriodaphnia dubia |Moina macrocopa
No. de Células x 10°
0 0.861 + 0.029 0.395 3 0.023 0.808 +-0.017
0.5 0.946 + 0.005 0.955 + 0.008 1.328 #:0.09
1.5 0.965 4+ 0.0001 0.917 + 0.024 1.714 =0.02

Tabla 2. Analisis de varianza para cada una de las especies de prueba comparando la
diferencia entre las CLso obtenidas para cada densidad de alimento.

ANALISIS DE VARIANZA Daphinia pulex

- sc al pc F p
Entre replicados 1519.4 2 759.7 10.75 0.0104
Dentro de los 423.8 6 70.6

replicados
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Tabla 2...cont
ANALISIS DE VARIANZA Ceriodaphnia dubia

SC al pC F P
Entre replicados 35531.3 2 17765.6 192.55 0.0007
Dentro de los 276.8 3 92.3

replicados

Tabla 2...cont.
ANALISIS DE VARIANZA Moina macrocopa

sc gl pC F .
Entre replicados 68647.7 2 34323.8 128.12 0.0013
Dentro de los 803.7 3 267.9 .

replicados

Para el caso de Daphnia pulex se'dvef'errhiné uné CLso de 0.861 + 0.029 mg

L' de N-NH; para el experimento sin’ alirh'en‘to, mientras que para las

concentraciones de 0.5 y 1.5 x 10° cél.mL™ de Chlorella vulgaris se obtuvieron

1 0.946 + 0.005 y 0.965 =+ 0.0001 mg L' de N-NHs; respectivamente. Se determind

que existe diferencia significativa entre estos valores por lo que la adicién de las
microalgas disminuye el efecto toxico del amonio (ANDEVA, P< 0.05).

Moina macrocopa registré una concentracion letal media de 0.808 + 0.017
mg L de N-NHs en el experimento sin alimento, 1.328 + 0.09 a 0.5 x 10% cél. mL™"
y 1.714 £ 0.02 1.5 x 10° cél. mL™ 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
estadisticamente significativo (ANDEVA, P< 0.05).

La representacion grafica de la concentracion letal media que se obtuvo
para cada especie en cada densidad de alimento puede observarse en la figura 1.
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Discusion:

Se han reportado diferentes trabajos con relacion a la toxicidad del amonio en
relacion a los cladoceros, de acuerdo a los trabajos de Andersen y Buckley
(1'998), La toxicidad aguda al amonio libre no ionizado de Ceriodaphnia dubia es
de 1.73 # 0.19 mg L' N-NHs. Tomando en cuenta la ClLs, obtenida para C. dubia

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

Figura 1. Concentracion letal media de N-NH_, (24 h)

para las tres especies de cladoceros de acuerdo a
la densidad de alimento.
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las variaciones en estos valores de CLso estan dadas por diversos factores como,
el tipo de alimento utilizado, el origen de la cepa, la variabilidad genética de la
misma entre otros factores (Martinez-Jerénimo, 1991). Respecto a en estos
valores de la ClLso en la misma especie, Snell y Persoone (1989) determinaron
una CLso (24 h) para Brachionus plicatilis de 17.7 mg L™ de N-NHs. Sin embargo
Snell y colaboradores (1991) le dan a esta misma especie, bajo las mismas
condiciones una ClLso (24 h) de 38 mg L' de N-NH;. Asi mismo, McDonald et al.,
(1995a) y Gulyas & Fleit (1990), determinaron la ClLs (48 h) para D. magna en
valores de 0.08 y 0.12 mg L de N-NH,, para agua con baja y alta alcalinidad
respectivamente, mientras que la USEPA (1985) establecié rangos de 0.53y 2.5
mg L' de N-NHs (48 h) para la misma especie en agua de baja y alta alcalinidad

("blanda y dura”).

Con respecto a la disminucidon de la toxicidad del amonio debido al
aumento de las concentraciones de alimento, se sabe que Chlorella vulgars
puede disminuir de forma significativa el efecto de concentraciones bajas del
acido 2-4 Diclorofenoxyacetico en Brachionus patulus (Sarma et al., 2001a), asi
como de Metil Parathion en Brachionus patulus y Euchlanis dilatata (Gama et al.,
1999; Sarma et al/.,, 2001b) debido a que el incremento en la densidad de
alimento, disminuye el esfuerzo de ingestion y proporciona un estado nutricional
mas 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
antagoénico con respecto al uso de un tdxico en cuestion como lo es el caso de
Selenastrum capricornatum, un alga verde utilizada como alimento para
cladoceros 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 concentracion de la microaiga.
Esto hace que la absorcion del plaguicida aumente al adicionar una concentracion

]8 e e = = e e e o mni— =




Mangas-Ramircz Emecsto. Postgrado en Ciencias del Mar y Limnologia.

de microalga mayor, también Barry et al. (1995) encontraron que este plaguicida
se mantiene mas tiempo en suspension a elevadas concentraciones de esta

microalga.

En el presente estudio los resultados obtenidos para descartar la
posibilidad de que la adiciobn de microalgas este removiendo parte Ila
corﬁce‘ntracién del toxico (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 Chlorella vulgaris no esta retirando
amonio en cantidades significativas, por lo que es posible que la resistencia al
efecto téxico del amonio por parte de los claddceros 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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mgL"'NHg * Canceriracibnred

mgL"NHy * Concentaciénsea

Fig. 11. Concentraciones reales en mgL™' de NH, " en
lotes experimentales a 1.5 x 10° cel. mf'*' de Chlorefla vuigaris
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Fig. 12. Concentraciones reales en mg Lt de NH " en
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Tabla 3. Concentraciones reales y nominales de N-NH« * (mgL™) por cada lote a las Oy 24 horas

hrs mgL ' NHs  |NH, real |ES 24 hrs mgL" NH. [NH, real |ES
nominal nominal
1.5 Chiorella 5] (s 0]1.5 Chiorella [5) G) 5)
3.365] 3.36| 0.102] 3365 2.68 [X]
6.73 6.92] 0.17] 6.73] 7.44] 0.21
13.96 16.72] 0.32] 13.46| 18.36] 0.2
26.92 32.a6] 082 26.92 222 101
038 =X o.aéi 2038 aB.44] 065
g 0 3 o 0 < - 0
0.5 Chioreila [¢) O Jmhlorella O [5) O
3.365] 3s6|” o1 3365 3.78] 0.09
6.73_'7 734 0.2 6.73 7.48 [¢)
13.46| 1648 o001
26.92 27.7) 231
40.38 s3.38] 1.1

ES = error estandar

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

ANOVA a 1.5 x 10 ®*de Chiorefa

sc ol pc F P
Entre grupos 1.168 1 1.169 0.283 0.600148
Dentro de los 3988 10 3.988

grupos

ANOVA 0.5 x 10 ® de Chiorela

sSC g pc F P
Entre grupos 1.5685 -1 1.565 0.329 0.578904
Dentro de ios 47.5495 10 475

grupos
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Vil. PRUEBAS DE TOXICIDAD CRONICA.:

7.1 CRECIMIENTO POBLACIONAL
7.1.1. MATERIALES Y METODOS.

Las concentraciones del toxico se establecieron tomando un valor cercano al
obtenido en la CLsp dependiendo de la especie y el cual se considerara como la
concentracion mas alta y a partir del cual se reducira a la mitad para obtener la
siguiente concentraciéon y asi sucesivamente, tomando en cuenta que la
concentracion minima sera de 0.035 mg L' de N-NHs Para el caso de
Ceriodaphnia dubia las concentraciones utilizadas fueron de O (testigo), 0.035 ,
0.07 y 0.14 mg L' de N-NHi; mientras que para Daphnia pulex y Moina
macrocopa fueron de 0 (testigo), 0.07, 0.14, 0.28 y 0.42 mg L' de N-NH3, debido
a que los resultados obtenidos el la Clsy para estas especies fueron mas altos.
Cada lote se prepars con dos densidades de alimento (0.5 y 1.5 x 10% cél. mL™" de
Chlorella vulgaris). Se utilizaron vasos con 50 mL de medio en donde se colocaron
10 individuos en una mezcla del grupo por edades establecida de manera
aleatoria, con tres réplicas por lote, todo esto para cada especie.

LLos recipientes de prueba se mantuvieron en estantes con foto periodo con
lamparas de luz fluorescente a 16:8 horas luz:oscuridad. Después de cada
periodo de 24 horas se estimo 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 concentracion de téxico apropiados. De
esta manera se continud el proceso hasta que decrecieron las curvas de todos los
lotes. A partir de ello se determiné la abundancia maxima y el dia de abundancia
maxima (Sarma & Nandini, 1999); y la tasa de Incremento poblacional se
determind a partir de la formula:
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r={n N, -In N)/t,

donde t=tiempo en dias.
Ng = densidad de poblacion inicial
N; = densidad de poblacion después del tiempo t (Krebs, 1985).

r = tasa de incremento poblacional (d71).

El registro de los datos se realiza en los dias en que la curva de crecimiento
presenta un incremento hasta alcanzar la abundancia maxima. Para el presente
caso, el calculo de la tasa de crecimiento equivale a calcular la pendiente de ia
curva de crecimiento graficada en escala logaritmica.

7.1.2. RESULTADOS.

Las curvas de crecumlento poblacional de Ceriodaphnia dubia, M. macrocopa y D.
pulex: en relacnén a diferentes concentraciones de amonio con 0.5 x 10%y 1.5 x10°
mL‘1 -de C. vulgaris se presentan en la figura 4. Con respecto a las

celulas
den51dades de alumento M. macrocopa muestra un incremento en la abundancia
poblac:qnal cuando aumentamos el nivel de C. vulgaris, mientras que C. dubia
presenté una elevada abundancia poblacional con bajos niveles de alimento en el
lote testigo (= O mg L") y con 0.035 mg L' de concentracion de N-NHs. Un ligero
incremento en las concentraciones de amonio causa una abundancia ligeramente
superior en presencia de altas densidades de microalga.

La densidad maxima de poblacion se ve claramente afectada por Ila
densidad de alimento. Para Moina macrocopa (Fig. 5), al aumentar las densidades
de Chlorella de 0.5 a 1.5 x 10° células. mL™" se incrementa la densidad maxima en

e e Ty

VAT T
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el lote testigo de 4.7+0.2 a 16.4x1.2 ind. mL™', mientras que para Ceriodaphnia
dubia ocurre el efecto contrario disminuyendo de 7.9+ 0.6 a 5.0 + 1.0 ind.mL™
respectivamente. Con respecto a las concentraciones de amonio, M. macrocopa
" alcanzo una mayor abundancia numeérica que la obtenida por C. dubia. El pico de
las densidades de poblacién de ambas especies de cladoceros fue
significativamente afectado por la densidad de alimento, la concentracion de
amonio asi como la interaccidn entre ellos (p<0.01, ANDEVA).
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Figura 4. Crecimiento poblacional de Cerlodaphnia dubia a diferentes densidades de microalga.
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Los-datos de la tasa de incremento poblacional (r) de C. dubia y M.
macrocopa con relacion a las diferentes concentraciones de amonio con 0.5 x10%y
1.5 x 10° células mL™' de Chlorella se presentan en la figura 6. M. macrocopa en
los ' lotes testigo presenta valores de r de 0.21 £+ 0.001 d’y 0.25+0.02d"' en 05y
1.5 x10% células mL' de Chlorella, respectivamente. Los valores correspondientes
de C. dubia en lotes testigo fueron 0.21 + 0.004 d* y 0.18 £ 0.01 d”'. El efecto de
la concentracién de amonio fue significativo (p<0.001) afectando r para ambas
especies de cladéceros. Sin embargo, el nivel de alimento tuvo efecto significativo
Unicamente en el caso de M. macrocopa mientras que la interaccion entre el nivel
de alimento y la concentracidn del toxicante fue significativa para C. dubia
(Tabla 5).
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Figura §. Crecimiento poblacional de Moina macrocopa a diferentes densidades de microalga.
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Figura § {cont). Crecirmienio poblacional de Moina macrocopa a diferentes densidades de microalga.
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.. En los resultados se aprecia que el lote testigo presentan la tendencia hacia
un - crecimiento poblacional mas acelerado que el de todos los lotes
experimentales. El lote testigo alcanza en el dia 18 su mayor densidad promedio
con 4.667 ind.mL™', mientras que en los lotes experimentales de 0.035 mg L' de
N-NHs se alcanza la mayor abundancia el dia 13 con 1.83 ind.mL™. Para las
concentraciones de 0.07 mg L' de N-NH3 y 0.14 mg L' deN-NHs se determiné
que las mayores abundancias ocurrieron para el dia 13 con 1.873 y 0.533 ind.mL"™" ‘

respectivamente.

Tabla 5. Resultados del analisis de varianza de dos vias (ANOVA) para la densidad
poblacional maxima y la tasa de crecimiento poblacional de C. dubia y M. macrocopa. DF

= grados de libertad; SS = suma de cuadrados; MS = media delos cuadrados; F=
razén — F; * = p<0.05, ** = p > 0.01; *** = p < 0.001; ns = no significativo (p > 0.05).
Source DF SS MS F

C. dubia

Densidad poblacional maxima

Toéxico (A) 3 125
Nivel de alimento (B) 1 7.5
Interaccion Ax B - 3 20.34
Error 16 9.32
Tasa de crecimiento poblacional

Toéxico (A) 3 0.114
Nivel de alimento (B) 1 0.002
Interacciéon Ax B 3 0.014
Error 16 0.009

M. macrocopa
Densidad poblacional maxima ISR IO
157.58 39.40 . 1 63.47%**

Toéxico (A) 4

Nivel de alimento (B) 1 351.58 351.6°. 566.40%**
Interacciéon A x B 4 50.78 12.69 20.45%**
Error 20 12.41 0.62 R
Tasa de crecimiento poblacional

Toxico (A) 4 0.109 0.03 15.80***
Nivel de alimento (B) 1 0.053 0.05 31.05%**
Interaccion A x B 4 0.004 0.001 0.58 ns
Error 20 0.034 0.0017
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) Para ia concentracion de 1.5 x 10° cél.mL™', se observa que el lote testigo
presentan el mayor crecimiento con respecto al los lotes experimentales. El lote
testigo alcanza en el dia 17 su mayor densidad con 7.4 ind.mL"', mientras que los
lotes experimentales de 0.035 mg L' de N-NHz3 se alcanza la mayor abundancia el
dia 17 con 4.7 ind.mL"". Para las concentraciones de 0.07 mg L' de N-NHa y 0.14
mg L' de N-NH3 se determiné que las mayores abundancias se presentaron para
los dias 4y 5 con 0.59 y 0.21 ind.mL"? respectivamente.

Los datos del incremento poblacional de Daphnia pulex pueden verse en las
figuras 7 y 8. Los niveles de cloruro de amonio y los incrementos de Chlorella de
0.5 y 1.5 x 10° cél.mL"! afectan notablemente el crecimiento poblacional. Un menor
nivel dealimento y un incremento el la concentracion del toxico resuita en un
decrecimiento dé'la poblacion de D. pulex (figura 7). Al incrementar el nivel de
alimento 'y disminuir la concentracion de amonio, resulta en un aumento en la
abundancia et rango de crecimiento fue estadisticamente significativo (p< 0.001).
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Figura 7. Crecimiento poblacional de Daphnia pulex a diterentes densidades de microalga.
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Figura 7 (cont.). Crecimiento poblacional de Daphnia pufex a diferentes densidades de microalga.
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Tasa de incremento poblacionalidia

Figura 8. Tasa de incremento poblacional por dia para D. pulex
a diferentes concentraciones de amonio y densidades de microalga.
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- Discusion
El amonio existe en dos formas o estados, ionizado (NH4") y no ionizado (NH3).
Existe un equilibrio entre las formas que varia dependiendo del pH y la
temperatura del medio (Steffens, 1981). Para organismos acuaticos el amonio libre
es miltiples veces mas toxico que el estado disuelto (Manning et al. 1996;
Andersen & Buckiey 1998). Sin embargo, esto dificulta detectar por separado el
efecto de estas dos formas sobre el zooplancton y por lo tanto la interaccidon en
una via combinada- (Fontenot et al., 1998). En el presente trabajo también, la
concentracion nominal de cloruro de amonio posiblemente tuvo efectos
combinados de formas libre y disuelta sobre C. dubia, D. pulex y M. macrocopa.
Datos publicados sobre la toxicidad aguda del amonio en animales acuaticos
varia de multiples formas dependiendo de los taxa y de las condiciones de
prueba. Por ejemplo, Fontenot et al/. (1998) encontré una LCsps de 96h en
bioensayos de larvas de esturiéon fué aproximadamente de 150 mg L', mientras
que formas larvales de jaiba Eriocheir sinensis tuvieron LCso de 24h valores que
; variérbn"de 33 a 90 mg L' (Zhao et al.,, 1998). Aunque los datos la toxicidad
ag"LJd‘air de!iémonio de cladéceros se encuentra disponible (Andersen & Buckley,
1998.);‘ la informacion basada en exposiciones cronicas es mucho mas limitada

(Mangas-Ramirez ef al., 2001).

Halbach et al. (1983) estuvo entre los primeros en abogar por el uso de la
dinamica de poblaciones del zooplancton para comprender el efecto de los
toxicantes mas alla de los niveles individuales debido a sus implicaciones en el
funcionamiento del ecosistema. En las especies de prueba, los picos de
abundancia poblacional y la tasa de incremento poblacional son generalmente
variables importantes a ser consideradas (Sarma et a/.,, 1999). Los datos sobre el
pico da abundancia poblacional alcanzado por una poblacién en relacidon a los
niveles de comida y toxicante eventuaimente seran utilizados para predecir la
capacidad de carga. Puesto que los picos de las densidades de poblacion 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. Ademas, 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 10° células mL"' de
Chlorella tienen casi el mismo, Pero los picos sobre la densidad de poblacion
varian mucho (figuras 4 y 5). Desde este punto de vista, los valores de los picos
de densidad de poblacion a veces son mas importantes que la tasa de incremento
poblacional. En el presente estudio, por ejemplo, el pico de densidad de poblacidén
fue afectado fuertemente de manera negativa por el nivel de alimento, la
concentracion de amonio asi como la interaccion entre ellos, aunque este no es el
caso para los valores de r (Figs. 6 y 8). Asi mismo, para la obtencion de datos en
los picos de densidad de poblacién, el crecimiento del zooplancton en los
experimentos mostréd 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 poblacidn alcanzados por C. dubia D. pulex y M.
macrocopa en lotes testigo estuvo dentro del rango reportado para cladoceros
considerando el tamafio del cuerpo (Alva-Martinez et al/. 2001).

La tasa de incremento poblacional ha recibido mucha atencion de
e¢otoxicélogos porque es mas sensible a cortos periodos y “sustituye variables”
en donde la mortalidad es semejante (Forbes & Calow, 1999; Sarma et al. 2001).
Se encontré una reducciéon en los valores de r cuando se incrementan los niveles
de amonio. El presente estudio estuvo documentado por varias exposiciones
cronicas de especies zooplanctonicas expuestas a diferentes toxicantes: rotiferos
(Gama-Flores et al. 1999) y claddéceros (Roex et al. 2000). En general el
zooplancton expuesto incrementd los valores de r al aumentar los niveles de
alimento (Nandini & Sarma, 2000b), una tendencia también observada en M.
macrocopa (Fig. 6). Asi mismo, algunas especies de rotiferos y claddceros estan
bien adaptadas a bajos niveles de alimento y en algunos casos el incremento en
las densidades de algas puede causar una reduccion en ambos picos de densidad
de poblacion y valores de r: Rotifera (Brachionus variabilis y Lepadella patella:
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Sarma & Nandini 2001; Nandini & Sarma, 2001) y Cladocera (Daphnia magna:
Martinez-Jerénimo 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 mas elevadas que muchas
especies de cladoéceros incluida C. dubia. Muchos cladoceros tienen valores de r
que van de 0.1 a 0.5 (Nandini & Sarma, 2000b; Alva-Martinez 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 destoxificacion algal tienen propuestas
sobre el papel positivo del alga en la reduccion del efecto toxico del amonio en
cladoceros (Mangas-Ramirez et al. 2001). Por otra parte, cuando se incrementan
los niveles de alimento algal en realidad aumenta la toxicidad de la sustancia
sobre los cladéoceros, Han sido propuestas como explicaciones ailternativas
semejantes la inhibicion de Ila filtracidn, peculiaridades bioloégicas de los
organismos de prueba o la naturaleza quimica del toxicante. (Martinez-Jerénimo y
Garcia-Gonzalez, 1994; Barry et al. 1995). En el presente estudio un incremento
en la densidad algal tuvo un papel positivo en la sobre vivencia de ias poblaciones
de C. dubia, D. pulex y M. macrocopa. Esto fue evidente unicamente cuando los
niveles de amonio fueron altos (0.07 y 0.14 mg L"), cuando los claddceros
expuestos a bajos niveles de alimento no sobrevivieron mas 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 poblacion al mismo tiempo) de individuos hasta su muerte. Este
experimento se realizd tomando la decision de los intervalos del toxico con
respecto a la concentracion 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 10%y
1.5 x 10° cél. mL™ de Chlorella vulgaris) para cada especie de cladécero. Asi
mismo se utilizaron 5 niveles de amonio para Daphnia pulex y Moina macrocopa
(O (testigo), 0.07, 0.14, 0.28 y 0.42 mg L' de N-NH3) y cuatro para Ceriodaphnia
dubia (0O (testigo), 0.035 , 0.07 y 0.14 mg L' de N-NHs) cada uno con tres
:':o'nvtabilizando un total de 30 recipientes para Daphnia pulex y Moina

macrocopa 'y 24 para Ceriodaphnia dubia.

Para realizar la prueba de toxicidad crénica, se separaron individuos
neonatos de 24 horas de las especies en recipientes con 50 mL de medio
colocando a diez individuos por recipiente. El conteo se realizé cada 24 horas
determinando el nuimero de adultos vivos y el niUmero de neonatos 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
concentracion de téxico apropiados transfiriendo a los adultos y se continud el
proceso hasta la muerte de cada individuo adulto de cada lote experimental.

36




Mangas-Ramirez Emesto. P do en Ci ias del Mar y Li

E! foto periodo fue de 16:8 horas luz-oscuridad a temperatura de 22 +
1.5° C - (Martinez-Jerénimo, et al/, 1997).

Se obtuvieron las tablas de vida para cada especie a partir de la estimacion
de los siguientes parametros (Krebs,1985; Sarma,1996; y Sarma & Nandini,

1999):

Ix = Proporcién de sobrevivientes por unidad de tiempo.

Tasa reproductiva bruta:

Ro = Sumatorta ‘del’ num. de descendientes por unidad de tlempo por
hembra sobrev:vnente en cada unidad de tiempo.
Esperanza de vuda ) ’

ex=_Ty.
Ny

‘Donde T, = NGmero de individuos por unidad de tiempo.
N, = Namero de sobrevivientes al comienzo del intervalo de la edad x.
ex = esperanza o expectativa de vida en dias. (d7).
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Tiempo de generacion (d™):

T= I My X
Ro

Donde X = dias

Tasa de incremento poblacional (Num. de individuos d™)
n
Z e - |xmx = 1
X=0

Donde r = indice de crecimiento poblacional d™'.

Distribucién de edad estable:
Cx = l-xl_x

)

Donde A = indice finito de crecimiento.
7.2.2. RESULTADOS TABLA DE VIDA DEMOGRAFICA.
Ceriodaphnia dubia

El promedio de vida y la esperanza de vida para Ceriodaphnia dubia (Figs. 9y 10)
muestran un mayor tiempo de vida significativo (P< 0.05) de 15.6 + 0.4 dias en los
tratamientos de 0.5 x 10% de Chlorella vulgaris en los lotes testigo. Se observé una
disminucion de estas variables al incrementar la concentraciéon de amonio, sin
embargo el aumento en las densidades de C. vu/garis a medida que se incrementa
la concentracion de amonio tiene efectos atenuantes sobre la toxicidad del mismo

nors T
\rC"‘.‘«
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debido a que tiende a aumentar el tiempo de vida comparado con el tratamiento

con bajas densidades de microalga.

20 g~

15 =
) 15 x 10° cél. mL™'
g 1o} — 0.5 x10°% cél. mL™"
5

1 In

0 s

o 0.035 0.07 0.14

mot. deN-NH,

Fig. 9. Promedio de vida Para C. dubi a diferentes
concentraciones de amonio y densidades de microalga

20 -
- 1.5 x 10%cél. mL""
2 == 0.5 x10%cél. mL""
§ w0}
é l”
L] 0.035 .07 e.74

moA de N-NH
Fig. 10. Expectancia de vida para C. dubk a diferentes
concentraciones de amonio y densidades de microalga
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La tasa reproductiva bruta y neta para C. dubia (Figs. 11 y 12) mostréo
valores mas altos a bajas densidades de microalga, lo que permite un mayor
incremento poblacional en pruebas de crecimiento demografico (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 concentracion det amonio, la densidad
de la microalga, asi como la interaccion de ambos fue significativo. (p<0.01).

49 -
S a3}
3 e 15 x 10° cél. mL™?
£ T == 0.5 x 10° cél. mL"
2 20}
s T
g

10}

o i &

[ 0.635 [ X -4 .44

moA de N-NH 4
Fig. 11. Tasa reproductiva bruta de C. dubis a diferentes
concentraciones de amonio y microalga.
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1.5 x10°% cél. mL"!

f l==05 x 10°% cé1. mL!

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

reproducdién neta
[ ] N Y L]
1 | | T

El tiempo de generacion para C. dubia (Fig. 13) mostré 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‘ concéntraciones de
0.035y 0.07 mg L' de amonio.

-

15 I

10 i~
=3 = 15 x 10°% cél. mL'
k- — 0.5 x10% cél. mL™?

sk

0 -

[ ] 0.435 [ X 4 a.44

mgA de N-NH,

Fig. 13. Tiempo de generacién 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) presentd una clara
disminucion significativa (p<0.01).al incrementar las concentraciones de amonio,
la densidad de alimento no tuvo un efecto significativo.

0.25
0.2
£ o8 e 15 x10°% cél. mL’
5 om0 — 0.5 x 10° cél. mL"’
8
S o085
§ .
- 0.08 i -
-0.05 - hl
I A A i
[ ] 0.635 [ X 4 .14

mot deN-NH,

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

Moina macrocopa:

vid *dé M. macrocopa (Fig. 15) mostré un claro decremento
)

émiéroalgas no tuvo efecto en esta variable

significativo al ‘aumentar las concentraciones de amonio, para esta

especie;’la

: En "a‘_’i“a\ysa" feproductiva bruta de M. macrocopa el amonio solo tuvo efecto
en Ia:‘yc‘ouriée‘r'\t,r"“acién mas alta (0.42 mg L") en el lote con densidades bajas de C.
vulgé'ﬁs’,"pyara ‘el caso de los tratamientos con altas densidades de microalga el
amonio ‘I"‘IO tuvo efecto significativo (Fig.16).
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m 1.5 x10° cél. mL™"
IN IH ” —= 0.5 x 10°% cél. mL’
028 0.42

o c03s 007 D014
moA de N-NH,

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

fiempo (clias)

8 3
L

= 1.5 x 10° cél. mL™"
— 0.5 x 10°% cél. mL’

8
T

reproduccién bruta

0 005 007 014 028 042
mol deN-NH,

Fig. 16. Tasa reproductiva bruta para M. macrocopa a diferentes
concentraciones de amonio y densidades de microalga

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

43




Mangas-Ramirez Ernesio. Postgrado en Cicncins dcl Mar y Limnologia.

concentraciones de amonio, el aumento de estas tuvo un claro~efé¢td sobre el
nimero de neonatos por hembra (p<0.001). e e - -

25

20 smamm 1.5 x10°% cél. mL"?
— 0.5 x10%cél. mL"'
15~

reproduccidn neta

o 0035 007 014 028 0.42
mo/L de N-NH,
Fig. 17. Tasa reproductiva neta para M. macrocopa a diferentes
concentraciones de amonio y densidades de microalga

El tiempo de generacion tiene un comportamiento similar a la tasa
reproductiva bruta en donde el amonio solo tuvo efecto en la concentracion mas
alta (0.42 mg L") en-el Iote con densidades bajas de Chlorella vulgaris. Para el

caso de los‘tratamlentos con altas densidades de microalga el amonio no tuvo

efecto sngnlf'catlvo (Fvlg 18)
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s 15 x10% cél. mL™?
— 05 x10°% cél. mL"*

tiempo (diss)

o 0.035 o.07 0.14 028 0.42
mgA. deN-NH

Fig. 18. Tiempo de generacién para M. macrocopa a diferentes
concentraciones de amonio y densidades de microalga

La tasa de crecimiento poblacional con altas densidades de microalgas
fueron positivas en todas las concentraciones de amonio, no asi en el caso de los
tratamientos con bajas densidades de microalgas en donde la concentracidon de
amonio mas bajo tuvo valores negativos (-0.076) (Fig. 19).

05 F

o4 P

1.5 x 10° cél. mL"*

o3} —=3 0.5 x 10%cél. mL"'

02

01 -

0.0

Tesadeincremento peblacional ()

0.14 0z

0.07

0.085

01 &= moA. de N-NH.,

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

El promedio de vida y la esperanza de vida de D. pulex disminuyen al
incrementar las concentraciones de amonio, (p<0.001). Puede observarse que la
densidad de alimento no tuvo efectos significativos (Figs. 20y 21).

1.5 x 10° cél. mL™

30 — 0.5 x 10f cél. mL™

tiempo (diss)

20

[ ] [ X ' 4 014 .24 [ X -4
moA. N-NH,
Fig. 20. Promedio de vida para D. pufex a diferentes
concentraciones de amonio y densidades de microalga.

so |-

1.5 x 10% cél. mL™"

30 — 0.5 x 10° cél. mL"’

tiempo(dies)

20

10

.14 o224 [
mot N-NH,

Fig. 21. Expectancia de vida para D. pujex a diferentes
concentraciones de amonic y densidades de microalga.
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La tasa reproductiva bruta y neta de D. pulex (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:

08 |-
358 |-
300 |-

- 1.5 x 1P cél. mL"’
250 — 0.5 x 1CF cél. mL"

reproduccién bda

200
150
100
50
]
[ X4 014 0.2¢4 (X
mol. N-NH,_,

Fig. 22. Tasa repreductiva bruta de D. pulex a diferentes
concentraciones de amonio y microalga.
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s 1.5 x 10°% cél. mL™

80 c—= 0.5x 10% cél. mL™"'

Teproduccidn nela

® .87 .14 .2 0.2
mof. N-NH 4

Fig. 23. Tasa reproductiva neta de 0. pufex a diferentes
concentraciones de amonio y densidades de microalga.
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El tiempo de generacion (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.

tiempo

[ o.e7 0.14 0.2¢ [ X -]
mot. N-NH,
Fig. 24. Tiempo de generacidn de O. pufex a diferentes
concentraciones de amonio y densidades de microalga.

o 1.5 x 10° cél. mL™?
=3 0.5 x 10° cél. mL™*

0.3 |-
025 |-

s 1.5 x 10° cél. mL’
L C——3 0.5 x 10° cél. mL"*

0.45
0.10
0.05

tasa de credmlento ()

-a0s5

n a 4
[ ] .87 e.14 .24 .2

mgA N-ANH,

Fig. 25. Tasa de crecimiento poblacional de D. pufex a diferentes

concentraciones de amonio y densidades de microalga.
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Discusion

Entre las variables de la historia de vida de los claddceros, los parametros 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 mas vulnerables en trabajos particulares (Feniova, 1983).
El efecto de la densidad del alimento sobre las caracteristicas de la historia de
vida de los cladéceros 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). Ademas 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 claddceros de los lotes
testigo en el presente estudio se encuentran dentro del rango reportado para otros
cladoceros (Gliwicz,1990; Nandini & Sarma, 2000; Nandini, 2000 y Muro-Cruz, et
al, 2002).

Se encontré una reduccion 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 concentracidn de amonio, El! presente estudio estuvo
documentado por varias exposiciones cronicas de especies zooplanctonicas
expuéstas a diferentes toxicantes: rotiferos (Gama-Flores et a/. 1999) y cladoceros
(Rqéx et al. 2000). En general el zooplancton expuesto incremento 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 macrocopa tiene tasas de crecimiento mas elevadas que muchas
especies de claddceros incluida C. dubia. Muchos claddceros tienen valores de r
que van de 0.1 a 0.5 (Nandini & Sarma, 2000b; Alva-Martinez 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.

Se realizé6 un experimento de crecimiento poblacional en condiciones de
competencia. Este tuvo una densidad de alimento intermedio entre todos los
experimentos anteriores (1 x 10% cél. mL' de C. vulgaris). Se utilizaron 3
concentraciones de amonio para todas las combinaciones de cladoceros (O
(testigo), 0.087 y 0.35 mgL™' N-NHi3) las cuales se seleccionaron por ser
aproximadas a la densidad mas baja y mas alta del toxico utilizado en las pruebas
de toxicidad cronicas descritas con anterioridad. Se organizaron tres
combinaciones, en la primera las especies Daphnia pulex, Ceriodaphnia dubia y
Moina macrocopa crecieron solas. En la segunda combinacion se colocaron pares
de especies para que se desarrollaran en el mismo recipiente. Las combinaciones
fueron D. pulex vs C. dubia, D. pulex vs M. macrocopa y M. macrocopa vs C.
dubia. En el tercer grupo se colocaron a las tres especies juntas para evaluar la
interaccion. Cada experimento contd con tres replicados para cada combinacion
asi como para cada concentracion de N-NHs contabilizando un tota! de 63
recipientes para todas las combinaciones.

Para realizar la prueba, se separaron individuos de diferentes edades de
Daphnia pulex Moina macrocopa y Ceriodaphnia dubia en recipientes con 50 ml.
de medio colocando a diez individuos por recipiente en los lotes donde las
especies se desarrollaron solas y § individuos de cada especie en los lotes donde
se efectuaron Ilas combinaciones. El conteo se realizd cada 24 horas
determinando el numero de individuos vivos.

Después de cada conteo se renovaron los medios con el alimento y la
concentracion de téxico apropiados transfiriendo a los especimenes y se continué
el proceso hasta el término de 30 dias.
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7.3.1. Resultados.

Los datos sobre crecimiento poblacional de Ceriodaphnia dubia sola y en
competencia con Daphnia pulex y Moina macrocopa a diferentes concentraciones
de amonio se presentan en la figura 23. En relacion a la presencia o ausencia de
especies competidoras, C. dubia presento un pequefio crecimiento poblacional a
0.35 mg L' de amonio. A 0.087 mg L' de amonio, C. dubia mostré un incremento
poblacional aungque sus valores fueron mucho mas bajos que en el lote testigo. En
presencia de otras especies de claddceros, el crecimiento poblacional se redujo.
De este modo, cuando C. dubia se encuentra en competencia con D. pulex y M.
macrocopa, su crecimiento poblaciona! se ve fuertemente afectado de manera
negativa. La densidad maxima de C. dubia fue de 9 ind. mL™" en el lote testigo,
mientras que bajo una concentracion de 0.35 mg L™ de amonio disminuyo a 0.5
ind. mL™ (Fig. 26).

En presencia de Daphnia pulex, y bajo 0.35 mg L' de amonio, C. dubia
tuvo . la menor densidad de poblacion. La tasa de incremento poblacional,
(b(otriedio + error estandar) de C. dubia presentd variaciones de -0.12 £ 0.001 a
3Q£0.01 por dia dependiendo de la concentracion de amonio y de la presencia
déi éspécies competidoras, (Fig. 27). Estadisticamente, la concentracion de
amorﬁo y la presencia de especies competidoras tuvieron un efecto significativo
sobfé la maxima densidad de poblacién y la tasa de incremento poblacional
(p<6;01 . ANOVA). La interaccion de la concentracion de amonio y la competencia

fue muy significativa (p<0.001).

Las tendencias en el crecimiento poblacional de D. pulex 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. pulex fue capaz de crecer en
concentraciones de amonio de 0.087 mg L' de forma comparable con los
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testigos. Mientras que a 0.35 mg L™ de‘am‘onio, la poblacion declind 'y mas

rapidamente

—e— Omg L NNH,,
—o— 0.067 Mg N-NH,
—e— 035 MgL™ N-NH,

18 r Con D. pulex

1
Con M. macrocopa

Donsidad de poblacién (ind. miY)

[ Con D.putex y M. macrocope

. s . " 20 2% £
Tiempo (dias)
Fig. 23. Crecimi de Ceriodaphni dubia en competencia con otros cladéceras a diferentes
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cuando se encontré en competencia con C. dubia y M. macrocopa. El pico de
densidad maxima de D. pulex varié de 3 a 1 ind. mi"' dependiendo de la
concentracion de amonio y de la presencia de cladoceros competidores. La tasa
de incremento poblaciona!l por dia vario entre 0.04 + 0.001 y 0.22 + 0.002 (Figs.
28 y 29). La concentracion de amonio y la presencia de otras especies de
cladéceros tuvieron un efecto significativo sobre el pico maximo y la tasa de
incremento pobiacional. La interaccion de la concentracion del toxicante y la
competencia fueron significativas.

El crecimiento poblacional de Moina macrocopa en relacion a los niveles de
amonio y la competencia con otras dos especies de cladoceros se observan en
la figura 24. En general, M. macrocopa presento decrecimiento poblacional
cuando se incrementa la concentracion de amonio en el medio. Esta tendencia
se aceleré con la presencia de especies competidoras. M. macrocopa se
beneficid con la presencia de D. pulex a una concentracion de amonio de O y
0.087 mgL™"' en el medio. El tiempo requerido para el pico maximo de poblacion
de M. macrocopa fue mas corto en presencia de D. pulex (10 dias). La maxima
densidad de poblacién registrada fue de varidé de 7 a 8 ind. mi™!, dependiendo de
la concentracidon de amonio y la presencia de C. dubia y/o D. pulex (Fig.30 y 31).
La tasa de incremento poblacional por dia vario de 0.201+0.028 a 0.235+0.019
dependiendo de la concentracion de amonio en el medio.
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Fig.24. C

Densidad de poblacién (ind. mt*)
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"

Moine mecrocopa sola

Omg L NNH,
0.087 mg L™ N.NH,
035 mgL™ NNH,

Con C. dubia

Con D. putax

Con C. dubla y D. putex

£ 3 1. 1" » £ ] »
Tiempo (dias)

iento de Moina

concentraciones de amonio.
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D. putex soks

Cmg L N-NH,
0.087 maL™ N.NH,
035 moL™ N-NH,

»

+

Con C. dubis

Densldad de poblacién (Ind. ml)

Con C. dubla ¥y M. macrocopa

Tiempo (dias
Fig. 25. Crecimiento de Daphnia pulex en comp ia con otros 08 a dif
iones de io.
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Discusion:

“La ocurrencia de mas de 3 especies de cladéceros al mismo tiempo en el
plancton de agua dulce en sistemas subtropicales y tropicales no es comdn
(Dumont, 1984). La existencia de la competencia entre cladoceros 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 simultaneamente con mas

de dos especies, es una conjetura.

En el presente trabajo, analizamos el resultado de la competencia utilizando
tres especies de cladoéceros en combinaciones diferentes. Asi, con respecto a ia
concentracion de amonio, la densidad de poblacion y la tasa de crecimiento de
cada especie de claddcero fue afectada por la presencia de otro taxa. Se conoce
que el resultado de la competencia en el zooplancton depende de diversos
factores como la temperatura, la salinidad, la concentracion de alimento y ia tasa
de incremento poblacional de las especies competidoras (Lampert & Sommer,
1997). Algunos toxicos modifican el resultado de competencia. Por ejemplo
Hanazato & Yasuno (1990) indican que depende de la sensitividad de las
especies competidoras al insecticida carbaryl, Bosmina fatalis 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
ano (Hutchinson, 1967). Aunque el efecto de la toxicidad del amonio es
conocido en diversos taxa de claddceros como Ceriodaphnia (Andersen &
Buckley, 1998) y Daphnia (Adamsson et al. 1998), el impacto de la presion

- competitiva entre el zooplancton fue escasamente considerado. Para el presente
esfudio, es evidente que C. dubia fue fuertemente afectada por la presencia de
D. Pulex y M. macrocopa independientemente del nivel de amonio en el medio.
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Tasa de incramento poblacional (d")

Dwviidad mixima do poblaclén ind.mi)

03

[ 1

0.0

-
-]
L)

S 4 N W SO B NGBS
1

= C—330mg L' N-NH,
L GEEES 0087 mg L' N-NH,
SR 0.35 mg L'N-NH;

Contros con D. putax con M macrocops  con D pulaxy

Composiclon del inoculo

Fin. 26, Cumparudon untrs ls dunsidad méxima du pobluacion de
Coriodaphre dubia en cormpetencia con otros cladéceros a
diferentes concentraciones de N-NH,

C) 0O mg L N-NH,
S 0.087 mg L' N-NH,
DS O.35 mg L' 'N-NH,

Control con D. pulex con M. macrocopa con D. puiexy
M. macrocopa

Composicion del inéculo
Fig. 27. tasa de incremento poblacional de Cerodaphnia dubia en

competencia con otros cladéceros a diferentes concentraciones de
cloruro de amonio
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C dubla en los recipientes sin competidor, pudo crecer con concentracion
‘de amon o de 0.087 mg L™, pero en presencia de D. pulex o M. macrocopa, el

crec:mue to ‘fue mucho menor.

La maxima densidad de poblacion alcanzada por cada una de las especies
observada en el presente estudio esta en general de acuerdo al rango

= [——3 0 mg L' N-NH,
5 300} IR 0.087 mg L' N-NH,
= MR 0.35 mg L"'N-NH,
$
& 225
=
[-3
o
S
o 150}
E
-
E
T orst
el
@
=
@
=J
0.00

Controf conrn C. dubia con M macrocopa con C.duble y
M. macrocopa

Composicién del inéculo
Fig. 28. Comparacién entre la densidad maxima de poblacién de

Daphnia pulex en competencia con otlros cladéceros a diferentes
concentraciones de amonio.

documentado para cladoéceros (Alva-Martinez et a/., 2001). De las tres especies
utilizadas aqui, D. pulex es la de mayor tamano (longitud corporal = 2413x129
um) mientras que C. dubia es la mas pequefa (951157 um) y M. macrocopa es
de un tamafo intermedio. (1286+49 um) (Alva-Martinez et a/., 2001). Bajo una
densidad de alimento especifica, las especies de claddoceros con tamaro
corporal pequefo alcanzan una elevada abundancia numeérica que las especies
de tallas grandes (Downing & Rigler, 1984). Esto es evidente también en el

presente estudio, cuando en los lotes testigo D. pulex alcanzd un pico en la
58 .
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densidad maxima de poblacién de 3 ind. mi' mientras que M. macrocopa
alcanzdo mas del doble de esa densidad. La tasa de incremento poblacional en
relacion a las especies de claddceros fue consistente con los datos disponibles
en la literatura donde muchas especies en general tienen valores de r inferiores
a 0.2 por dia (Nandini & Sarma, 2000). En nuestros datos se observa una baja
dentro de este rango. Moina usualmente tiene valores de r superiores a muchos
otros claddceros (Kilham et a/., 1997; Nandini & Rao, 1998). En el presente

estudio, Moina macrocopa tiene la mayor tasa de crecimiento

10
3 -
= C—J0mg L' N-NH,
£ 8 SIS 0.087 mg L' N-NH,
s B 0.35 mg L''N-NH,
]
~
o 6 |-
(=3
o
L3
o
g of
=<
A ]
13
-
3 2r
@
1=
»
a

1] |
Controf con C. dubia con D. pufex con C. dubiay
D. pufex

Composicion del indculo

Fig. 30. Comparacién entre la densidad méxima de AMoina macrocopa en competencia
con otros cladéceros a diferentes concentraciones de amonio.
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os |
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-

0.0

Controf con C. dubla con M mecrocopa con C. dubley
. M. mecrocops
Composicion del inoculo

Fig. 29. T asa de incremento poblacional de Daphnia pulex en .
competencia con otros claddceros a diferentes concentraciones de amonio.

Los datos sobre el crecimiento poblacional de Ceriodaphnia dubia sola y en
competencia con D. pulex 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 presentd un pequefo crecimiento a
100 mg L' de amonio. C. dubia tuvo incremento su crecimiento poblacional
cuando el amonio tuvo concentraciones de amonio mas asi como en et testigo. En
presencia de otras especies de cladéceros el crecimiento poblacional fue
duramente afectado de forma negativa reduciéndolo. El pico de maxima densidad
de poblacién fue de 9 ind. mI™ (fig. 12). En presencia de D. pulex y con 0.35 mg L™
de N-NHa.
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Controf con C. dubks con D. pufex con C. dubiay
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Composicion del inéculo
Fig. 31. Tasa de incremento poblacional de Moina macrocopa en competencia con otros cladéceros
a diferentes concentraciones de amonio.
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- CONCLUSIONES FINALES:

‘Sé"determiné en las pruebas de toxicidad aguda que la especie mas sensible al
“amonio fue Ceriodaphnia dubia quien presenté una Clso de 0.395 + 0.023 mg
L‘1 'f:de N-NH3, mientras que Daphnia pulex mostré mayor resistencia con una
Cl;so’de 0.861 + 0.029 mg L' de N-NHs seguida de Moina macrocopa una
Clsp de 0.808 + 0.017 mg L™ de N-NHa.

Las pruebas indicaron que en los vasos experimentales la disminucién de la
amonio debido a la presencia de algas no fue significativa.

Los resultados demostraron que El efecto téxico del amonio fue reducido
por el incremento en la densidad del alimento algal en los bioensayos de
toxicidad aguda y crénica.

En el bioensayo demografico los niveles de amonio estuvieron tan bajos
como 1 %ocde LCso lo que significa que tienen un efecto negativo sobre el

crecimiento poblacional de C. dubia, D. pulex y M. macrocopa.

Aquellas especies de cladoceros sensibles a la concentracidon del amonio
fueron eliminadas de. la: competencia por otros taxa menos sensibles cuando
fueron expuestos a 0.087 o 0.35 mg L' de amonio. Durante la competencia las
especies de zooplancton incluidas dentro de la prueba causaron la supresioén de
una o mas especies competidoras, la presencia del amonio expedito estos
procesos en base a la sensibilidad relativa de los cladoceros

Dentro de las observaciones que se determinaron en campo en el embalse
Manuel A. Camacho en el estado de puebla sobre el comportamiento global de
los diferentes taxa, se encontré que un incremento de amonio en el sistema

RS AT

62




Mangas-Ramirez Emecsto. Postgrado cn Ci ias del Mar y Li logi:

donde coexisten las tres especies de cladéceros referidas en el presente trabajo
~favorece el desplazamiento de Ceriodaphnia dubia por Moina macrocopa sin

afectar a Daphnia pulex.

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran una mayor
susceptibilidad de Ceriodaphnia dubia a los efectos toxicos del amonio que los
mostrados por las otras especies de cladéceros. Asi mismo, el aumento en la
biomasa del fitoplancton y la interaccién entre las tres especies en presencia del
toxico, evidentemente favorece a Moina macrocopa sobre Ceriodaphnia dubia
afectando poco el desarrollo de Daphnia pulex, 1o cual nos da una idea proximal
de los eventos que sucedieron en el embalse Manuel Avila Camacho que dieron
origen a las variaciones poblacionales de estas tres especies de crustaceos para
ese periodo de estudio particular.
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APENDICE 1.
Método Empirical Probit Para determinar la ClLso.

El método consiste en realizar una regresion lineal en donde el valor de X esta
dado por el logaritmo natural de las concentraciones del toxico utilizado mientras
que en el eje Y se coloca el indice de probabilidad empirica al porcentaje de
mortalidad obtenido para cada concentracion del toxico. Debido a que el valor de
probabilidad empirica al 50 % de mortalidad es igual a cinco, al obtener tos datos
de la regresion lineal (a, by r?) obtengo el valor incégnito de X (logaritmo natural
de la concentracion del toxico) a una mortalidad del 50 %. Posteriormente se
aplica el antilogaritmo a este valor y se obtiene la concentracion letal media en mg
L del toxico en cuestion.

en una grafica la CLso se observa en el empaime con el valorde Y = 5.

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

o -1
: Clso=013mg L
L)
4

Empirical probit

Ln de la concentracién del téxico
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APENDICE 2.

A continuacion se indica
tesis doctoral presentada en congresos.

la informacion derivada a partir del presente estudio de

Autor(es)

Titulo de la
ponencia

Congreso (ciudad, fecha)

Tipo de
participaciéon

S.S.S. Sarmay S.
Nandini.

S.S.S.Sarma y S.
Nandini -

S.S.S.'Sarma y S.
Nandini.

Mangas-Ramirez E.

Mangas-Ramirez E.

Mangas-Ramirez E.

Effect of ammonium
chloride and algal
food density
Chlorella vulgaris)
on the life table
demography of the
cladoceran AMoina
macrocopa

Efectos del amonio
sobre la tabla de
vida de el cladécero
Daphnia pulex
leydig en relacion al
la densidad del
alimento algal

Estudio sobre los
efectos de la
concentracién de
cadmio y metil
paration en la
recuperacion de
Moina macrocopa
(Cladocera) en
crecimiento
poblacional y tabla
de vida.

IV international meeting on
plancton. Guadalajara Jal.
2000.

V international meting on
plancton. Xa.lapa Ver.
2002.

International meting ‘on

2002

plancton Varsovia. agosto de ’

oral.

oral

cartel
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Cladocerans are generally a dominant group in freshwater zooplankton where they
may 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 (Downing and Rigler 1984). Nitrogen is a
macronutrient directly controlling the phytoplankton densities, which in turn
influence the biomass of zooplankton (Hutchinson 1967). Among nitrogenous
compounds, free-ammonia has a strong and negative influence on both survival
and reproduction of cladocerans. Dissolved armmonia is also toxic to zoopldnkton
but at much higher concentrations (Manning et al. 1996). However, dissolved
ammonia 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 ammonium 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 ammonia to cladoceran
zooplankton is concerned with deriving median lethal tests or chronic tests at one
food level (Andersen and Buckley 1998) or field-observations where several
factors simultaneously interact (Arthur et al. 1987). Since variations in the algal
densities naturally occur, it is of considerable interest to know the influence of
phytoplankton on the toxicity of ammonia to cladoceran zooplankton under both
acute and chronic test conditions.

The aim of this work was to study the effect of low and high algal food
concentrations on the toxicity of ammonium chloride to the survival and
population growth of the cladoceran Daphnia pulex.

MATERIALS AND METHODS

The test organism, Daphnia pulex Leydig, 1860 was isolated from the dam
Manuel Avila Camacho in the State of Puebla (Mexico) and mass cultured using
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the green alga Chlorella vulgarxs as the exclusive food. Conditions that favoured
good population growth in mass culture tanks were, pH:.7.5; temperature 24°C,
continuous fluorescent illumination and Chlarella at 1.5X10° cells/mL and change
of culture media every alternate day. In the mass culture tanks the average density
of D. pulex was maintained at about 2 ind./mL.. Chlorella was mass cultured in 2L
transparent bottles using Bold’s basal medium ,(Borownzka and Borowitzka
1988). For routine cultures as well as’ for:experiments:we used reconstituted
moderate hard water (the EPA medium, Anon.i1985).. The EPA medium was
prepared by dissolving 96 mg NaHCO3;, 60 mg CaSOa, 60 mg MgSO4 and 4 mg
K Cl in one litre of distilled water. :

For acute toxicity tests, we used neonates (24 =+ 2 h age) of D. pulex. We selected
three densmes of Chlorella vulgaris (resuspended alga) viz. 0 (no food), 0.5X10°

and 1.5X10° cells/mL. A stock solution of 500 mg/L ammonium chloride was
prcpared using distilled water. Bioassays were conducted for 24 h using elght
ammonia levels ranging from 0 (control) to 300 mg/L. For each of the ammonia
concentrations and algal levels, we used three replicates and each replicate with

10 individuals. We counted the number of live cladocerans from each replicate -

-and the data were used to derive median lethal concentration (LCSO) followmgj
probit method (Finney 1971). . o [T

Based on the data of median lethal concentration, chronic toxicity tests were
conducted in a static-renewal system using the population growth of D. pulex at
five concentrations of ammonium chlonde viz., 0 (control), 20 40, 80.and 120
mg/L under two food levels (low: 0.5X10° and hxgh 1.5x10° cells/mL). For the
growth experiments we used a mixed population of D. pulex obtained from mass
culture tanks in the exponential phase. The experimental design consisted a total
of 30 test jars (5 ammonia concentrations X 2 algal food levels X 3 replicates) of
200 mL capacity, each containing 50 mL medium with specified algal food-
ammonia combination. Into each test jar, we introduced 10 individuals of D. pulex
using a Pasteur pipette under stereomicroscope at 20X. Following inoculation,
every day we counted the number of test cladocerans alive in each replicate and
medium was changed appropriately with alga-ammonia combinations. The
population growth experiments were discontinued after 4 weeks by which time
most replicates began to decline. Based on the data collected, we evaluated
statistically using the analysis of variance the combined effects of ammonia
concentrations and the algal food levels on the peak cladoceran density, day of
maximal population densuy and the rate of population density (r) per day. The r
values were derived using the exponential equation:

r = (InN¢-InNp)/t, where No and N, are the initial and final population densities
respectively, 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 exponential phase of the population for each replicate following
Dumont et al. (1995).




RESULTS AND DISCUSSION

The 24 hr median lethal concentration values of ammonium 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. pulex was much lower than
when food was supplied. Data on the population growth of D. pulex in relation to
ammonia concentrations and Chlorella levels are presented in Figure 1.
Regardless of ammonia concentration, an increase in Chlorella level from 0. 5X%10°
to 1.5X10° cells/mL, there was an increase in the population growth. However, at
any food level, an increase in ammonia concentrations resulted in a decrease of
population growth of D. pulex. At any given ammonia level, 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 of ammonia
on the peak population density, day of maximal abundance and the rate of
population were observed. Similarly, food density also significantly influenced
these variables. The interaction of food level X ammonia concentration was also
significant (p<0.001) except for rate of population increase (p>0.12).

Table 1. LC50 values (mean :hstandard error) of ammonium chloride for D. pulex
in relation to different levels of Chlorella. Bioassays were performed at 24h

Food density (X 10° cells/mL) Median lethal concentratlon (mg/l.)
0.0 (no food) 247.1248.29 i
0.5 271.66%+1.39 .

1.5 277.10£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 algal food density
chosen here was based on the literature where Chlorella generally higher than
1.5X10° cells/mL could cause feeding inhibition and the resultant reduction in
population growth rates (Nandini and Sarma 2000). In controls an increase in
algal 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 1.5X10° cells/mL of Chlorella 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 increasec 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, Liirling and Van Donk 1997).

In most toxicity tests using dissolved ammonia, the mortality of test individuals
were also attributed to the free ammonia associated with the former (Manning et

al. 1996). In our study, such a possibility exists, but this could decrease with
increasing algal abundance. Thus, when we measured the ammonia levels using
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Figure 1. Population growth of Daphnia pulex in relation to different
concentrations of ammonium chloride under low (column ‘A, 0.5X10% and high
(column B, 1.5X10° cells/fmL) Chlorella densities. Shown are mean #* standard
error values.
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Figure 2. Maximum population density of D. pulex in relation to different
concentrations of ammonium chloride at low (0.5X10%) and high (1.5X10°
cells/mL) Chlorella levels. Shown are meanzxstandard error values.
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Figure 3. Rate of population increase per day of D. pulex in relation to
different concentrations of ammonium chloride at low (0.5X10%) and high
(1.5X10° cells/mL) Chlorella levels. Shown are mean=tstandard error values:
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various concentrations of Chlorella alone. (without the presence: of cladocerans),
and after 24 h, there was a reduction in dissolved ’'ammonia‘levels (and thus the
free ammonia). This condition however, c}annot .be also dxrectly attributed to the
experimental containers because the algal densxty could vary ‘due to grazing
depending on the density of D. pulex-in® each~container’ (Downmg 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 tolerate more than 100. mg/L - without apparent ill-effects
(Manning et al. 1996; Andersen and Buckley 1998). Our observations in acute
toxicity bioassays support this. However, due to prolonged exposure D. pulex
became more sensitive to even much less ammonia 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 depends not only on its concentration but also the duration:of exposure. *
This study also demonstrates the effectiveness of algae in m:txgatmg adverse

effects of ammonia to D. pulex.
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Ammonia is a natural variable in ponds and Iakes. Although
an important source of nitrogen for microalgae, at high
concentrations ammonia can affect the density and diversity of
cladocerans. Using the cladocerans Ccrmdaphma (lub:a. and
Moina macrocopa, the effect of ]
ammonium chloride under acute and chronic cxposures at
different levels of algal food was tested. Regardless of food
level, C. dubia was more sensitive than M. macrocopa te
ammonin. In the absence of food, the median lethal concentra-
tion of ammonia (LCsg 24 h) for C. dubia was (112 mg L") less
than half that of M. macrocopa (232 mg L™"). When algal food
(0.5 < 10° and 1.5 x 10°cellsmi~! of Chlorella) was used, the
I.Cso values were much higher for both cladoceran species,
Based on the population growth studies, it was found that in
controls of Af. macrocopa an increase in the availability of
Chlorella from 0.5 to 1.5 x 10%cells mL™"! led to an increase in
the maximum density from 4.740.2 to 16.44-1.2ind -mL™",
while in C. dubia the peak population density decreased from
7.94+0.6 to 5.0+LOind mL~ An increase in anumonia
concentration (10 to 40 mg L' for C. dubia and 20 to
120mg L™ for Af. macrocopa) resulted in a corresponding
decrease in peak populution densities of the tested cladocerans.,
The rate of population increase (r) values for Af. macrocopa
in the coontrols ranged from 0.2140.001 and 0.25-+40.02
at 0.5 and 1.5 x 10%cellsmL~! of Chlorella, respectively.
The corresponding values of C. dubia in controls were
0.21 £ 0.004 and 0.184+0.01. At 0.5 x 10%°cellsmL~" of algal
food, the r values became negative under 40 and 120mg L.~' of
ammonia for C. dubia and M. macrocopa, respectively. The role
of alpal food in ammonia toxicity to cladocerans was
discussed.  «© 2002 Elrevicr Schener (USA)

ations of
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INTRODUCTION

Freshwater zooplanktons are mainly composed of
protozoans, rotifers, cladocerans, and copepods. Cladocer-
ans, in terms of biomass, are often the dominant group
(Downing and Rigler, 1984). Their role in controlling the
abundance of phytoplankton, including toxic algae, has
implications in the biomanipulation of lakes (Alva-
Martincz e al., 2001), The fact that they are also suitable
live prey for a variety of fish species is of importance for
aquaculturists (Gerking, 1994; Nandini and Sarma, 2000a).
However, due to their high sensitivity to changes in the
physico-chemical characteristics of freshwater lakes and
ponds, only a few genera are found at a time. For example,
temperate waterbodies are, in general, rich in genera
such as Bosmina, Cercopagis, and Daphnia. On the other
hand, tropical waters normally have high densities of
Ceriodaphnia, Moina, and Simocephalus (Dumont, 1994).

The density and diversity of cladocerans in general are
controlled by biotic factors such as the availability of alga
and predation from fish and invertebrates and abiotic
factors such as pH, temperature, dissolved oxygen, and
ammonia levels (Downing and Rigler, 1984). Ammonia is
an important source of nitrogen for microalgae (Hansen
er al., 1997). Levels of ammonia in waterbodies can be as
high as Smg L~' due to the excretion by zooplankton, fish,
and other aquatic animals (Hargreaves, 1998). However,
due to agricultural and aquacultural inputs and algal
blooms arising as a result of eutrophication, ammonia in
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waler bodies could reach levels toxic to aquatic organisms
(Handy and Poxton, 1993).

It has been documented that the ability of zooplanktonic
organisms to withstand the adverse effects of toxicants
improves with increcased availability of living food such as
algae (Sarma er al., 2001). However, when the algal food is
supplied in excess, its interaction with toxicants may
become antagonistic (Martinez-Jeronimo and Garcia-
Gonzalez, 1994). Thus it is of considerable interest to
know if the toxicity of ammonia to cladocerans is
influenced by the food availability.

The aim of the present work was to test the cffect of
different levels of green ualga Chlorella vulgaris on the
toxicity of ammonia to the cladocerans Ceriodaphnia dubia
and Afoina macrocopa at population level.

MATERIALS AND METHODS

The test cladoceran species C. dubia Richard, 1894, and
M. macrocopa Goulden, 1968, were originally isolated
from a Lake Valsaquillo in the State of Puebla in Mexico.
Clonul populations were established using Chlorella as the
exclusive food and were maintained in EPA medium.
Chilorella was cultured in Bold's basal medium (Borowitzka
and Borowitzka, 1988), under conditions of continuous
illumination and acration. After approximately 10 days,
the algae were harvested, centrifuged at 3000 rpimn for
10 min, and resuspended in reconstituted moderate hard-
water (EPA mediuvm). This medium was prepared by
dissolving 96 mg NaHCO,, 60mg CaSO,4, 60 mg MgSO,,
and 4 mg KC1 in 1 L of distilled water (Anon., 1985). From
the stock algal concentrate, desired food levels were
prepared.

The authors raised mass cultures of both the cladoceran
species separately in 20-L glass aquaria. The cultures were
fed daily but the entire medium was replaced twice a week.
The conditions for routine maintenance of cladoceran
cultures and for experiments were the following: tempera-

ture 25°C, pH 7.5-7.8, in continuous but difTused
fluorescent illumination.
Ammonium chloride (analytical grade) was used as

toxicant. A stock concentration of 1gL~! using distilled
water was preparcd. All test concentrations were nominal.
Based on a preliminary range finding test, depending on the
food level. for acute toxicity tests, six concentrations (40 to
310 mg I.7") of NH,Cl were chosen for C. dubia while for
Af. macrocopa higher levels (80 to 800 mg L™") were used.
FFor cach ammonia concentration the authors used three
food levels (0. 0.5, and 1.5 x 10%cellsmL~") and for each
treatment three replicates were used. Thus, into each of the
45 test jars (5 ammonia levels x3 food levels =3
replicates) of 100 ml capacity containing specified ammo-
nia-algal combination, introduced 20 neonates (22+2h
age) of C. dubia were introduced. The experimental design

for M. macrocopa was similar except that a higher range of
ammonium chloride was used. After a 24-h interval the
number of live test individuals was counted. The data were
transformed to obtain median lethal concentration follow-
ing the probit mecthod (Finney, 1971).

For chronic toxicity evaluations, the population dy-
namics of both cladoceran species was studied using
sublethal concentrations of ammonia at two food levels
(0.5%10° and 1.5x 10%cellsmL™"). For population
growth of C. dubia four levels (0, 10, 20, and 40 mg LY
were used and for Af. macrocopa, five concentrations (0, 20,
40, 80, and 120 mg L~") of ammonia were selected. Thus
the experimental design for C. dubia consisted a total of 24
transparent jars (4 ammonia levels x 2 food densities x 3
replicates). Into each test jar containing 50 mL of medium
with spccified food level and ammonia levels, 20 individuals
of C. dubia were introduced. For M. macrocopa a similar
experimental sctup was used except that 30 test jars were
used. Following the inoculation, the number of living
individuals in cach of the replicate was counted and
transferred to new jars containing appropriate ammonia—
food level combinations. The population growth experi-
ments were terminated after 3 weeks, when most replicates
began to decline.

From the data collected, the rate of population growth
per day (r) was determined using the following exponential
growth equation: r=(In N,—In Ny)/r where, N, = initial
population density, and N, = density of population after
time ¢ (days) (Krebs, 1985). The r value was obtained from
a mean of 3 to 5§ values during the exponential phase of the
population growth from each replicate. To detect the effect
of ammonium chloride and algal density, separately and
together, on the peak population abundance and r, the
data were treated using a two-way analysis of variance
(Sokal and Rohlf, 1993).

RESULTS

The median lethal concentration (LCsp) values to
ammonium chloride for Af. macrocopa and C. dubia in
relation to algal density are found in Table 1. Regardless of
food level, C. dubia was more sensitive than M. macrocopa
and the differences among them are statistically significant
(P <0.001, 1 test). In the absence of food, the median lethal
concentration of ammonia for C. dubia was less than half
that of M. macrocopa under similar test conditions. Food
availability had a toxicity mitigating effect in both species
tested. When the acute toxicity tests were conducted in the
absence of Chilorella, the concentrations of ammonia
required to produce a 50% mortality in the neonates were
60% more than when the test organisms were offered algal
food at 0.5 x 10°cellsmL~".

Population growth curves of C. dubia and M. macrocopa
in relation to different concentrations of ammonia at
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TABLE 1
Data on the Median Lethal Concentration for Ammonium
Chloride (N inal Co tration) Bi yed at 24h for
Neonate C. dubia and M. macrocopa

Concentration of algac LCs mean tstandard

Species ( % 10%cellsmL™") error (mg L")

C. dubia 0.0 112.8+6.5
0.5 2743424
1.5 263.43-7.0

Af. macrocaopa 0.0 231.94:5.1
0.5 381.24-25.5
1.5 492.1:48.3

0.5 % 10% and 1.5 x 10%cells mL~! Clilorella are presented in
Figs. 1 and 2. Regardless of ammonia concentration, Af.
macrocopa showed increased population abundance with
increasing Chlorella level, while C. dubia showed higher
population abundance at lower food level in control
(=0mgL~') and at 10mgL~' of ammonia concentration.
Further increase in ammonia concchtration caused margin-
ally higher numerical abundance at higher Chlorella level
than that at lower food density.

The peak population densities reached by the test
populations were clearly aflected by the food availability
(Fig. 3). In Af. macrocopa an increase in the availability of
Chlorella from 0.5 to 1.5 x 10%cellsmL ™" led to an increcase
in the maximum density of the controls from 4.740.2
to 16.441.2ind- mL™"', while in the case of C. dubia the
peak population density decreased [rom 7.940.6 to
5.0+1.0ind -mL~1. Regardiess of ammonia concentration,
M. mucrocopa reached a higher numerical abundance than
C. dubia. The peak population densitics of both cladoceran
specics were significantly affected by the food level and
ammonia  concentration as  well as  their interaction
(P <0.01, ANOVA, Table 2).

Data on the rate of population increase (r) of C. dubia
and M. macrocopa in relation to different ammonia levels
at .5 = 10° and 1.5 < 10%cellsmL™}' of Chlorella are
presented in Fig. 4. The r values for M. mucrocopa in the
controls ranged from 0.21 +£0.001 and 0.254-0.02 at 0.5

and 1.5 x 10%cellsml.™ ' of Chlorella. respectively. The
corresponding  values of C. dubia in controls were
0.214+0.004 and 0.184+0.01. The effect of ammonia

concentration had a significant (P<0.001, Table 2) eflfect
on r for both cladoceran species. However, only food level
had a significant cflfect in the case of M. muacrocopa, while
the interaction between food level and the toxicant
concentration was significant only for C. dubia.

DISCUSSION

Ammonia exists in two forms, viz. ionized (NHJ ) and
nonionized (or free NH3) states. There exists an equili-

10 1 control

Algal density
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—o— 1.5x10°

-
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FIG. 1. Population growth curves of C. dubia in relation to different

rations  of. i chloride at 0.5 10® and 1.5 > 10%cells

mL~'. Values represent mean 4 standard error based on three replicate
recordings.

brium between these forms which varies depending on pH
and temperature of the medium (Steffens, 1981). For
aquatic organisms free ammonia is several times more toxic
than when it is present in the dissolved state (Manning
et al., 1996; Andersen and Buckley, 1998). Nevertheless, it
is difficult to detect separately the effect of these two forms
on zooplankton and therefore they interact in a combined
way (Fontenot er al., 1998). In the present work too, the
nominal concentrations of ammonium chloride could have
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FIG. 2. Population growth curves of M. macrocopa in relation to
different  concentrations of ammonium  chloride at 0.5 x 10* and
1.5 x 10%cellsmL™'. Values represent meanzstandard error based on
three replicate recordings.

combined cffects of free and dissolved forms on both
C. dubia and M. macrocopa. Published data on the acute
toxicity of ammonia to aquatic animals vary manyfold,
depending on the taxa and the test conditions. For

C. dubia
[ Control
8 10 mgrtt
Sl 20 mg ™
== 40 mgI”

0.5 1.5

M. macrocopa

Peak population abundance {ind. mI")
[-]

18
1 control
15 " 59 20 mg 1™
AR 40 mg I’
12 Fe== go mg 1"

N 120 mg '’

(]

a
l

0.5 1.5
Chiorella density
(x10° cells mI™")

FIG. 3. Peak population abundance (ind -mL™") values of C. dubia
and AM. macrocopa in relation to different concentrations of ammonium
chloride at 0.5 x 10* and 1.5 x 10%cellsml.~'. Values represent mecanzt
standard error based on three replicate recordings for each species.

example, Fontenot er al. (1998) have shown a 96-h LCsq
for larval shortnose sturgeon of about 150mg L~', while
larval forms of Chinese mitten-handed crab had 24-h LCso
values varying from 33 to 90mgL™"' (Zhao er al., 1998).
Although data on the acute toxicity of ammonia to
cladocerans are available (Andersen and Buckley, 1998),
information based on chronic exposure is very limited
(Mangas-Ramirez ef al., 2001).

Halbach et al. (1983) were among the ecarliest to
advocate the use of population dynamics of zooplankton
to understand the effects of toxicants beyond individual
level because of their implications in ecosystem function-
ing. In single-species tests, peak population abundance and
the rate of population increase attained are generally
important variables to be considered (Sarma er al., 1999).
Data on the peak population abundance reached by a
population in relation to food and toxicant levels
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TABLE 2
Results of Two-Way Analysis of Variance (ANOVA)
Performed on the Peak Population Density and the Rate of
Population Increase of C. dubia and M. macrocopa .

Source DF SS Ms F
C. dubia
Peak population density
Toxicant (A) 3 125.167 41.72 67.16%**
Food level (B) 1 7.504 7.50 12.88**
Intcraction A x B 3 20.336 6.78 1091~
Error 16 9.319 0.58
Rate of population increase
Toxicant (A) 3 0.114 0.04 64.11%**
Food level (B) 1 0.002 0.002 4.39ns
Interaction A < B 3 0.014 0.004 7.89%*
Error 16 0.009 0.0006
Af. macrocopa .
Peak population density
Toxicant (A) q 157.584 39.40 63.47%>*
Food level (B) 1 351.576  351.58 566.40**~
Interaction A x B 4 50.776 12.69 20.45%*~
Error 20 12.414 0.62
Rate of population increase -
Toxicant (A) 4 0.109 0.03 15.80*
Food level (B) 1 0.053 0.05 31.05%+~
Interaction A x B 4 0.004 0.001 0.58, NS
Error 20 0.034 0.0017

Note. DF, degrees of freedom; SS. sum of Squares; MS, mean square; F,
F, ratios; NS, nonsignificant (#>0.05).

*P<0.05,

**P,P<001.

TP <0.001.

eventually are used to predict carrying capacity. Since peak
population densitics are derived independent of time, they
arc not strongly affected by the intrareplicate variations
with regard to time required to reach the highest densities.
Also, depending on food levels, two species may have
similar growth rates but dissimilar peak abundances. For
example, the r values of C. dubia and M. macrocopa at
0.5 x 10%ceclls mL.~" of Chlorella were nearly the same, but
the peak population densities varied greatly (Figs. 3 and 4).
From this point of view, peak population density valucs are
sometimes more important than the rate of population
increase. In the present study, for example, the peak
population densities were strongly and ncegatively affected
by algal food level and ammonia concentration as well as
their interaction but this was not the case with the » values
(Table 2). However, for obtaining data on the peak
population densities, the zooplankton growth experiments
must be continued until the declining trends are visible,
which in certain cases may be cumbersome. In the present
study, peak population densities reached by C. dubia and
M. macrocopa in controls were within the range reported
for cladocerans, considering their body size (Alva-Muartinez
er al., 2001).

C. dubia
[ Control
10mg!™”
& 20 mg 1
0.24 - == 40mg1”

0.16

0.08

N
Y
N
N
N
%.
\.
%:
N:

0.00

0.5

M. macrocopa

Rate of population increase (d)

0.08

0.00

0.5 1.5
Chiorella density
(x10° cells ml™")

{3 Controi E=380mg!"’
20 mg ' OII0 120 mg 1™
E=ERER 40 mg 1

F1G. 4. Rate of population increase (d ') (r) values of C. dubia and M.
macrocopa in relation to diffcrent concentrations of ammonium chloride at
0.5 % 10° and 1.5 x 10%cells mL~"'. Values represent mean + standard error
based on three replicate recordings for each species.

The rate of population increase has received much
attention from ecotoxicologists because it is generally more
sensitive than short-term and **surrogate variables’ such as
mortality (Forbes and Calow, 1999; Sarma ef al., 2001). A
reduction in the r values with increasing ammonia levels, as
found in this study, has been documented for various
zooplanktonic species chronically exposed to different
toxicants: rotifers (Gama-Flores ef al., 1999) and cladocer-
ans (Roex er al.. 2000). In gencral zooplankton show
increased r values with increasing food levels (Nandini and
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Sarma, 2000b), a trend also observed in M. macrocopa
(Fig. 4). However, some rotifer and cladoceran species are
well-adapted to lower food levels and in such cases
increased algal densities could cause a reduction in
both peak population density and r values: Rotifera
(Brachionus variabilis and Lepadella patella: Sarma and
Nandini 2001; Nandini and Sarma, 2001) and Cladocera
(Daphnia niagna: Martinez-Jeronimo and Garcia-Gonza-
lez, 1994; C. dubia: Nandini and Sarma, 2000b). Regardless
of food and toxicant effects, M. macrocopa has generally
higher growth rates than many species of cladocerans,
including C. dubia. Most cladocerans have r values
varying from 0.1 to 0.5 (Nandini and Sarma, 2000b;
Alva-Martinez es al., 2001) and the present data fall within
this range.

The role of algal food density in influencing the toxicity
of a substance to freshwater zooplankton is of considerable
interest from the point of view changing phytoplankton
densities in polluted waterbodies (Lay er a/., 1985; Fliedner
and Kiecin, 1996). It has bcen wjdely documented that

increased algal concentrations reduce the toxicity of
herbicides, pesticides, heavy metals, and ammonia to
zooplankton (Barry er al., 1995). Various mechanisms,
including algal detoxification, have been proposed to

explain the positive role of algae in reducing the toxic
effect of ammonia to cladocerans (Mangas-Ramirez er al.,
2001). On the other hand, when increased algal food
levels actually enhance toxicity of a substance to cladocer-
ans, alternate explanations such as fceding inhibition,
biological peculiarities of the test organism, or chemical
nature of the toxicants have been proposed (Martinez-
Jeronimo and Garcia-Gonzalez, 1994; Barry ¢f al., 1995).
In the present study. an increase in the algal food level
had a positive role on the survival of populations of
both C. dubia and Af. mmucrocopa. In the former, this was
evident only when the ammonia levels were higher (20 and
40 mg L™') where the cladocerans exposed to lower food
levels either did not survive beyond 1| week or had lower
growth rates.

CONCLUSION

Results demonstrated the toxic effect of ammonia were
reduced by the increase in algal food density in both acutc
and chronic bicassays. Ammonia levels as low as 1/10th of
LCsy had a significant negative cffect on the population
growth of C. dubia and M. macrocopa.
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Abstract

Among the natural abiotic variables affecting the specics density and composition of cladocerans, ammonia is imporlam. Using
population growth data as tool, we studied the competitive outcome of three clad -an specics (Ceriodaphnic dulua, iphnia pulex,
and AMoinag nmrrocupa) grown alone and together at three different concentrations (0, 25, and 100 mg L™ 'Y of ammonia at onc
density (1 x 10%cells mi™") of the microalga Chlurcl/a rulgaris. Regardless of the presence or absence of competing specics, C. dubia
showed little population growth at 100mg L™ of ammonia. At 25mg L™ of ammonia, the popul:mon density of C. dubia mcr::aecd
but the value was much lower than that in control. D. pulex was able to grow at the ammonia concentration of 25mg L™
comparable to controls. However, at 100mgL~" of ammonia, the population declined and more rapidly when competed with othcr
cladocerans. M. macrocopa showed decreased population density with increasing ammonia concentration in the medium. ‘This trend
was accelerated by the presence of competing cladocerans. M. macrocopa was benefited by the presence of D. pulex at O an®
25mg L7 of ammonia in the medium. The peak population dcnslty of C. dubia varied rrom 0.5 to 9ind. ml™', whereas for D. pulex
and Af. macraocopa, these valucs varied from 1 to 3ind.ml~' and 7 to 18ind.ml™', respectively, depending on the ammonia
concentration and the presence of comipeting specics. The rates of population increase per day of C. dubia. D. pulex, and
M. macrocopa ranged from —0.12:40.001 to 0.30%0.01, 0.04 1-0.001 to 0.22 + 0.002, and 0.201 :£ 0,028 to 0.235+0.019, respectively,
depending on the ammonia concentration and the presence of competitors. Our study showed that while competition within the
chosen cladoceran species caused suppression of one or two competing specics, the presence of ammonia expedited this process
based on the relative sensitivities of the tested zooplankton.

05 2002 Elsevier Science (USA). All rights reserved.

KNevwords: Competition; Zooplankton; Cladocera; Ammonia toxicity; Ceriodaph dubla; Daphnia pulex; Moina macrocopa
1. Introduction Ammonia cxists in two forms: frce and jonic states. The
ionic form is highly soluble in water and is generally
Among, freshwater zooplankton, rotifers, cladocerans, considered less toxic to zooplankton (Manning et al.,
and copepods arce of greater importance in controlling 1996). However, natural levels of ammonia can be
the abundance and diversity of phytoplankton through somctimes high cnough to affect the life history
their continuous feeding. In terms of biomass, cladocer- variables such as birth and death rates of cladocerans.
ans often dominate the zooplankton community in Also, agricultural and aquacuitural practices could lead
freshwater bodics (IDowning and Rigler, 1984). Among to higher concentrations of ammonia to freshwater
the natural abiotic variables affecting the species bodics (Flargreaves, 1998; Wadece ct al., 1998).
composition of cladocerans, ammonia is important. In most water bodies, planktonic cladoceran species
o could vary from 5 to 15 taxa (Dumont, 1994), whilc
" *Corresponding author. Fax: + 52-5-55-6231256. their combined average density could be more than
E-mail address: sarma@scrvidor.unam.mx (S.S.S. Sarma). 200ind. L~! (Downing and Rigler, 1984). Under

0147-6513/03/8 - sce front matter > 2002 Elsevier Science (USA). All rights reserved.
dei:10.1016/S0147-6513(02)00120-3 q L\
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stressful conditions, the diversity of 7oophnkton de-
creases and, at the same time, one or two specics could
reach much higher densities owing to the climination of
sensitive competitors (IFlicdner and Klcin, 1996; Jak
ct al., 1998). Compctition among cladocerans is
generally thought to be food dependent (Greenwood
et al.,, 1999). lHowever, many other factors could be
cexpected to alter this food-dependent competitive out-
come. Among them arc the natural variables such as
dissolved oxygen, tempcerature, and dissolved ammonia
(DeMotu, 1989; Stewart and Sutherland, 1993; Achen-
bach and Lampert, 1997; Ilanazato, 1998). In many
works, the cffects of these variables arc studied on
individual zooplankton species rather than on mixed
cultures (Lampert and Sommer, 1997). Such studics on
mixcd cladoceran cultures are also necded for predicting
the possible competitive outcome. Toxicant effects on
the life-history variables of zooplankton which are
summed up at population level can be assessed using
two common approaches: population dynamics (Fal-
bach, 1979) and life cycle analysis (Klicin, 1998).
IHowever, studies using population dynamics provide
information on the cffect of toxicants on individuals of
different gencrations simultancously occurring in a
growing culture.

The aim of this work is to understand the competitive
outcome of three cladoceran species grown alone and
together at various concentrations of ammonia using
population prowth data as tool.

2. Materials and methods

In order to study the cffect of different levels of
ammonia on thec competition among cladocerans,
we sclected three specics, namely Ceriodaphnia dubia
Richard, 1894; Daphnia pulex Lcydig, 1860; and
Moina macrocopa Goulden, 1968, all isolated from
Lake WValsaquillo (Manuel Avila Camacho) in the
State of Pucbla (Mexico). Clonal populations were
cstablished for cach cladoceran species using Chlorella
vidgaris as the exclusive food. C vulganv was mass
cultured wusing Bold’s basal medium (Borowitzka
and Borowitzka, 1988). For routine maintenance
and for experiments, we uscd re-constituted modcrate
softwater as the medium (EPA mcedium: Anonymous,
1985). The EPA medium was preparcd by dissolving
96 mg NallCO;, 60 mg CaSOy, 60 mg MgSO,, and 4mg
KCl in 1 L of distilled water. For maintenance of
zooplankton in mass cultures and for competition
studies, we used the alga harvested during the log
phase. centrifuged at 3000 rpm for 5min, and resus-
pended in EPPA medium. This process climinated the
nutrient-rich medium, including ammonium salts used
for alga cultures, which could interfere with growth of
the test cladocecrans.
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Fig. 1. Population growth of C. dubia alonc and in competition with
D. pulex and M. macrocopa under different levels of ammonia. Shown
are the mean :}-standard ervor bascd on three replicates.

Based on previous study (Mangas-Ramirez ct al.,
2002), we chose three (nominal) concentrations of
ammonium chloride [0 (control), 25, and 100mgL™']
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Fig. 2. Pcak population density of C. dubia grown alone and in competition with D. pulex and M. macrocopa under different levels of ammonia.
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Fig. 3. Rate of population increcase of C. dbia grown alone and in competition with D. pulex and M. macrocopa under different levels of ammonia.

Shown arc the mean:tstandard crror based on three replicates.

which could permit population growth of the cladoceran
species over a period of time yiclding some quantitative

data. In order to minimize the effect of:overriding’
factors such as temperature, food level, and photoper- -

iod., all experiments were done at 25°C, under

1 x 10%cells mi™! of Chlorella and 12-h light:12-h dark
test conditions. The experimental design consisted of
100 -transparent jars of 120ml! capacity. These include
the test jars for cach cladoceran taxon grown separately
and in compectition with one and two other species. For

ap |
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Table 1

Analysis of variance performed on the peak abundance and the rate of populallon increcase of C. zlubla. D. pulex, and M. macrocopa in relation to

ammonia concentration and competition

Source DF

SS . . Ms F

Preak population abundance
C. dubia vs ammonia and competition

‘8672 . 192.69%

Ammonia (A) 2 173.44 - X
Compctition (B) 3 T68.268 ¢ : o ¢ . 22.76 - 50.56**
Interaction (A x B) [ 44.967 K ¢ 7.49 7 16.65%"
Error 24 - 10.801. i oas.

D. pulex vs ammonia and competition 7 : . ! ' ! ) :
Ammonia (A) T2 “.7.208 ;Y R 3.6 B 15.74%
Compectition (B) 3 -+ 2.811 N 0.94, L 4.09*
Interaction (A x B) 6 5.123° 0.85 3.73"
Error 24 .5.496 " . : 1 0.23 .

M. macrocepa vs ammonia and competition B .
Ammonia (A) 2 22.517 X 11.26 9.18™
Competition (B) 3 35.601° 11.87 9.68"*
Interaction (A x B) 6 18.469 : 3.08 2.51*
Error 24 29.424 1.23

Raite of population increase

C. dubia vs ammonia and competition
Ammonia (A) 2 0.513 0.2565 80.15""
Competition (B) 3 0.047 . 0.0157 4.91™
Interaction (A x B) 6 0.172 0.0287 B.97*
Error 24 0.077 0.0032

D, pulex vs ammonia and competition .
Ammonia (A) 2 0.073 0.0365 26.07**~
Competition (I3) 3 0.068 0.0227 16.21**~
Interaction (A x B) 6 0.024 0.0040 2.86*
Error 24 0.034 0.0014

M. macrocopa vs ammonia and compcuuon . -
Ammonia (A) 2 0.055 0.0275 1375
Compectition (8) 3 0.090 0.0300 15.00""*
Interaction (A x BB) 6 0.014 0.0023 1.15%
Error 24 0.049 0.0020

*ns, nonsingificant (£ > 0.05).
*P<0.05.

= r<o0.01.

P <0.001.

cach treatment we used three replicates. Into each test
jar containing 50m! of EPA medium  with
1.0 x< 10%cellsml™' of Chlorella, we introduced each
cladoceran specics at an initial density of 0.2ind. ml—!,
We used the same density of cach cladoceran specics in
mixced cultures. Following inoculation of cladocerans,
cvery day we made 2 total count of all living individuals
in ecach replicate and the medium was changed
complctely using fresh Chlorella at the choscen density
and amimonia concentration. The experiments were
terminated after 1 month, when most replicates began
to decline.

Based on the data collected, we derived the ratc of
population increase (») using the following cquation
(Krebs, 1985): r = (In N,—In Np)/t, where Ng is initial
population density and N, is population density after
time 7. The r was obtained from a mean of 4-5 values

during the exponential phase of the population growth
for cach species.

3. Results

Data on the population growth of C. dubia alone and
in compctition with D. pulex and M. macrocopa at
different concentrations of ammonium chloride are
presented in Fig. 1. Regardless of the presence or
abscnce of competing specics, C. dubia showed little
population growth at 100mgL~' of ammonia. At
25mgL~' of ammonia, C dubia showed increased
population growth but the values werc much lower
than those in control. In the presence of other
cladoceran specics, population growth was reduced.
Thus, when C. dubia was in competition with both D.
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D. pulex alone

3} Ammonia conc.
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2t —w— 100

with C. dubia
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Fip. 4. Population growih of D). pidex alone and in competition with
C. dubia and M. macrocepa under different levels of ammonia. Shown
are the mean istandard crror based on three replicates.

pulex and M. macrocopa, its population growth was
strongly and necgatively affected. The peak population
density of C. dubia was 9ind.ml1™! in control, while at

100mgL~! of ammonia, it was lcss than 0.5ind ml™!}
(Fig.2). In the presence of D. pulex and under
100 mg ™!, C dubia had the lowest peak population
density. The rate of population increcase (meanz:
standard crror) for C. dubia varied from —0.12:4+0.001
to 3040.01 per day depending on the ammonia
concentration and the presence of competing specics
(Fig. 3). Statistically, both ammonia concentration and
the presence of compcting specics had a significant effect
on the maximal population density and the rate of
population increase (£ <0.01, ANOVA, F test). The
interaction of ammonia level and compctition was also
significant (P <0.001, Table 1).

Trends in the population growth of D. pulex in
controls and under different levels of ammonium
chloride with and without the presence of other
compecting specics are presented in Fig. 4. In general,
regardless of the presence of other competing species, D.
pilex was able to grow at the ammonia concentration of
25mg LY, comparable to controls. MHowever, at
100 mg L=! of ammonia; the population declined and
more rapidly when in competition with C. dubia and M.
macrocopa. ‘The pcak population densilty of D. pulex
varied from about 3 to 1ind.ml™! depending on the
ammonia concentration and the presence of other
competing cladocerans (Fig. 5). The rate of population
increase per day varicd from 0.04 4-0.001 to 0.22+0.002
(Fig. 6). Ammonia concentration and the presence of
other cladoceran species had a significant cffect on both
the peak population abundance and the rate of
population increase. The interaction of toxicant con-
centration and compctition was also significant.

Population growth of. M. rnacrocopa in relation to
ammonia levels and the competition from other two
cladoceran specics is shown in Fig. 7. In gencral, M.
macrocopa showed decreased population with increasing
ammonia concentration in the medium. This trend was
accelerated by the presence of other competing clado-
cerans. M. mnacrocopa was bencfited by the presence of
D. pulex at O and 25mg L~! concentration of ammonia
in the medium. The time required to rcach peak
population density of M. rnacrocopa was shortest in
the presence of D. pulex (10 days). The maximal
population density rcached by M. macrocopa varied
from 7 to 18ind.ml™', depending on the ammonia
concentration and the presence of C. dubia andfor D.
pulex (Fig. 8). The ratc of population increase per day
varied from 0.201 #4-0.028 to 0.235-0.019 depending the
ammonia concentration in the medium (Fig. 9).

4. Discussion
Occurrence of more than three specics of cladocerans

in the plankton of freshwater is not uncommon in
tropical and subtropical waters (Dumont, 1994). The
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existence of compelition among cladocerans so far has
been documented mostly with reference to only two taxa
at a time under laboratory conditions (e.g., Matveev and
Gabricl, 1994). Thus, the possible outcome of competi-

tion when more than two specics simultancously occur,
remains as a conjecture. In the present work, we
analyzed the outcome of compctition using threc
cladoceran species in different combinations. Thus, - .

g4 B

Ot mETNAT
TRATC 10

Adta el . . -
-

LT I ]




S5.5.5. Sarma et al. | Ecotoxicology and Environmental Safety 55 (2003} 227-235

10 [- Moina macrocopa alone

Ammonia conc.
sl (ma ')
—e—0

10 r with C. gubia

Population density (ind. ml")

10 ( with C. dubla and D. pulex

o

-] s 10 15
Time (days)

20 25 30

Fig. 7. Population growth of M. macrocopa alone and in competition
with C. dubia and D. pulex under different levels of ammonia. Shown
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regardless of the concentration of ammonia, population
density and growth rate of cach of the cladoceran
species was affected by the presence of other taxa.

The outcome of competition in zooplankton is
known to depend on scveral factors such as tempera-
turce, salinity, food concentration, and rate of population
increase of competing species (Lampert and Sommer,
1997). Toxicants also modify the outcome of compcti-
tion. For cxample, Hanazato and Yasuno (1990)
have shown that depending on the sensitivity of the
competing spccies to the insccticide carbaryl, Bosmina
Jatalis predominated over the species of Daphnia
in experimental ponds. The use of ammmonia levels in
the present study represents a natural variable occurring
in all water bodies in certain months of the
year (Hutchinson, 1967). Although ammonia toxicity
is known to affect diverse taxa of cladoccrans such
as Ceriodaphnia (Anderscn and Bucklcy, 1998) and
Daphnia (Adamsson et al., 1998), the impact of
competitive pressurc among the zooplankton was rarcly
considered. From this study, it is cvident that C. dubia
was strongly affected by the presence of D. prlex and M.
macrocopa independent of ammonia level in the
medium. When the concentration of ammonia was as
25mgL~!, C dubia could grow but in the presence of
D. pulex or M. macrocopa, but this growth was much
lower (Fig. 1)-

The maximal population densities reached by each of
the species observed in this study are in general
agreement with the range documented for cladocerans
(Alva-Martinez ct al., 2001). Of the threc species used
here, D. pulex is the largest (body length=2413+4
129 pm) while C. dubia is the smallest (9512457 pm)
and M. rmacrocopa is of an intermediate size
(1286449 um) (Alva-Marunez ct al,, 2001). Under a
specified food level, cladoceran taxon with smaller
body size reaches higher numerical abundance than a
larger species (Downing and Rigler, 1984). This is
evident in the present study also, where in controls
PD. pulex could reach a peak population density of
about 3ind.ml™' while M. macrocopa reached
morc than twice this density. The rate of population
increase recorded for the cladoceran taxa in this was
consistent with the data available in litcrature where
most species in general have 7 values lower than 0.2 per
day (Nandini and Sarma, 2000). Our prescnt data fall in
this range. Moina usually has the » values higher than
many other cladocerans (Kilham ct al., 1997; Nandini
and Rao, 1998; Mangas-Ramurez et al.,, 2002). In the
present study too, M. macrocopa had the highest growth
rates (Fig. 9).

In conclusion, our results showed that cladoceran
spccies sensitive to ammonia concentration were climi-
nated from competition by other less sensitive taxa when
exposcd to ammonium chloride at 25 or 100mgL™".
‘While competition within the tested zooplankton specics
causced suppression of onc or morc competing species,
the presence of ammonia expedited this process based
on the relative sensitivities of the cladocerans.
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