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RESUMEN

La presente investigacion tuvo por objetivo evaluar la calidad de las postlarvas (PLs) de
camarén Macrobrachium rosenbergii producidas en dos ecloserias comerciales:
Camaronera Las Palmas — Tarapoto y Camaronera Aqua Prawn — Lima; mediante la
aplicacion de dos protocolos de pruebas de estrés, exposicion a formalina (600 mg/L por
1 hora) y exposicién a amonio (30 mg NAT/L por 24 horas). La experimentacion se llevd
a cabo en dos locaciones, una fue la Camaronera Las Palmas Tarapoto (E1) y la otra, el
Laboratorio de Acuicultura de la Universidad Nacional Agraria La Molina (E2). Las
pruebas de estrés se realizaron en un sistema estatico con control de temperatura y
oxigeno, en un disefio de bloques completos al azar (DBCA) con 10 repeticiones. El pH,
la temperatura y el NAT fueron medidos segun requerimiento. Los indicadores de
respuesta conductual observados fueron el nado circular, hundimiento, paralisis temporal,
contraccion de la cola y coloracién blanquecina. Se evaluo la contraccion de la colay la
supervivencia de las PLs tras la aplicaciéon de las pruebas de estrés. La media de los
porcentajes de supervivencia obtenidos en la prueba de estrés por exposicion a amonio
fueron 69 por ciento en E1 y 62 por ciento E2;y en la prueba de estrés por exposicion a
formalina, 71 por ciento en E1 y 61 por ciento en E2; demostrando en todos los casos,
una buena calidad postlarval (Porcentaje de supervivencia > 60 por ciento). Asimismo,
no se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre en el numero de PLs que
presentaron la contraccion de la cola, ni en la mediana y varianza del porcentaje de

supervivencia obtenidos tras la exposicién a formalina y amonio.

Palabra clave: Macrobrachium rosenbergii, pruebas de estrés, formalina, amonio,

supervivencia, contraccion de la cola.



ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the quality of the postlarvae (PL) of
Macrobrachium rosenbergii prawn produced in two commercial hatcheries: Las Palmas
- Tarapoto and Aqua Prawn - Lima; by applying two stress test protocols, formalin
exposure (600 mg/L per 1 hour) and ammonium exposure (30 mg NAT/L per 24 hours).
The experimentation was carried out in two locations, one was the Las Palmas Hatherie
(E1) and the other, the Aquaculture Laboratory of the Universidad Nacional Agraria la
Molina (E2). Stress test were performed in a static system with temperature and oxygen
control in a randomized complete block design (RCBD) with 10 replications. pH,
temperature and NAT were measured as required. Circular swimming, sinking, temporary
paralysis, tail contraction and white coloration as behavior responses were observed
during the tests. Only tail contraction was measured as well as survival rates. 69 percent
and 62 percent mean of survival was recorded for ammonia exposure per 24 hours, for
E1l and E2 respectively. Likewise, 71 percent and 61 percent mean of survival was
recorded for formalin exposure per 1 hour, for E1 and E2 respectively. In all cases was
demonstrated, a good postlarval quality (Survival percentage> 60 percent). No significant
differences (p> 0.05) were found between the number of PLs that showed tail contraction,
nor in the median and the variance of the survival percentage after exposure to formalin
and ammonium.

Keywords: Macrobrachium rosenbergii, stress tests, formalin, ammonium, survival,

contraction of the tail.



l. INTRODUCCION

El camaron gigante de agua dulce Macrobrachium rosenbergii (De Man, 1989) es un
habitante comun de los rios y estuarios de la regién del Indo-Pacifico. Esta especie tiene
importancia comercial debido a su rapido crecimiento en regiones tropicales y
subtropicales (New, 2010). En el Perq, fue introducido experimentalmente en el afio 1983
por la Universidad Nacional Agraria la Molina, que instal6 una ecloseria con
reproductores traidos de Israel, desde entonces, se han realizado muchas investigaciones
con la finalidad de mejorar la crianza en sus diferentes estadios; y adecuar el cultivo de

esta especie a las condiciones ambientales del pais (Maguifia, 2007).

En el afio 2017, la cosecha de camar6n Macrobrachium rosenbergii en el Perd, producto
de la actividad acuicola, disminuy6 7,35 TM con respecto al afio anterior, alcanzando un
total de 26,26 TM, que integramente le correspondieron a la region San Martin
(PRODUCE, 2017). No obstante, los valores mencionados no son comparables a los
niveles de produccion de las principales especies producidas como: trucha (54 878,43
TM), concha de abanico (11 926,98 TM) y langostino (27 491,66 TM) (PRODUCE,
2017), por lo que se debe trabajar para potencializar el cultivo de dicha especie, siendo la
produccion de semilla'y obtencion de post larvas, uno de los principales cuello de botella

que limitan la produccion.

De acuerdo al Catastro Acuicola Nacional (2019), a la fecha existen 77 derechos acuicolas
vigentes para el cultivo de la especie Macrobrachium rosenbergii. De los cuales 64 se
encuentran en la region San Martin y cinco en Lima (Tabla 1). Siendo el Centro Acuicola
camaronera Las Palmas - Tarapoto, el mayor productor comercial de camaron en el pais,

con una ecloseria capaz de producir 7 200 millares anuales.



Los centros de cultivo pueden producir la semilla en sus instalaciones o adquirirla de
ecloserias comerciales. En este contexto, la calidad de las postlarvas es la principal
preocupacion de los productores y compradores de semilla, ya que de ella depende el
buen desempefio de los animales durante el cultivo, reflejado en la resistencia a
condiciones adversas y a enfermedades, altos porcentajes de supervivencia y buena tasa

de crecimiento (Cuéllar-Anjel et al., 2010).

A la fecha, solo se cuenta con registros de la evaluacion de la calidad de camaron
Macrobrachium rosenbergii a nivel larval; sin embargo, a nivel postlarval, que seria de
mayor utilidad, ya que en ese estadio se adquieren para la siembra en los diferentes centros
de cultivo, no se ha estandarizado métodos que proporcionen informacién
suficientemente confiable. La calidad, en la mayoria de los casos, recién se ha evaluado
al momento de la cosecha, lo cual repercute en la produccion, pues ésta tiende a ser muy
diversa (Burbano, 2014).

El presente trabajo tiene por objeto evaluar la calidad de las postlarvas de camardn
Macrobrachium rosenbergii producidas en dos ecloserias comerciales del Perd, mediante
el desarrollo de un protocolo estandarizado y practico, para la aplicacion de pruebas de

estrés de exposicion a formalina y a amonio.

Los resultados se discutirdn en funcion a las respuestas conductuales y morfoldgicas y al
porcentaje de supervivencia tras la exposicion a las dos condiciones estresantes.
Finalmente, se compararan los resultados obtenidos en cada prueba, para determinar si es

posible aplicarlas indistintamente al momento de evaluar la calidad postlarval.

Con la realizacion de este trabajo de investigacidn se aportard nuevos conocimientos, en
cuanto a metodologias estandarizadas y confiables para la evaluacion de la calidad de
postlarvas de camaron Macrobrachium rosenbergii, lo que permitira un mejor desarrollo
de los procesos productivos siguientes, como es la etapa de nursery. Ademas, se podra
anticipar posibles problemas en el cultivo y establecer una programacién de la produccion

mas confiable, que conlleve a la optimizacion de los recursos.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. Biologiay ecologia de la especie

El género Macrobrachium, de la familia Palaemonidae, ha sido de gran interés biologico
debido al nimero de especies que lo conforman, su distribucion geografica y su

importancia econémica en muchos paises.

Existen al menos 238 especies que se distribuyen en la franja tropical y subtropical de
todo el mundo; de las cuales, 26 se sitian desde Baja California, hasta Perd, incluidos

Brasil y Argentina (Vega — Villasante et al, 2014).

La biologia de las especies de este género obedece a un denominador comun: el habitat
dulceacuicola, aunque también pueden ocupar medios salobres. Por lo general, son muy
agresivos entre los individuos de la misma poblacién y con especies distintas,

convirtiéndose en canibales y depredadores (New, 2010).

Segln el Integrated Taxonomic Information System (ITIS, 2016), la clasificacion

taxonodmica para el camardn gigante de Malasia es:

¢ Reino: Animalia

e Phylum: Artrépoda

e Sub-phylum: Crustacea

e Clase: Malacostraca

e Sub-clase: Eumalacostraca
e Super-orden: Eucarida

e Orden: Decépoda

e Sub-orden: Pleocyemata



e Super-familia: Palaemonoidea
e Familia: Palaemonideae

e Sub-familia: Palaemoninae

e Género: Macrobrachium

e Especie: Macrobrachium rosenbergii (De Man, 1879)

2.1.1. Caracteristicas de las postlarvas de Macrobrachium rosenbergii

Dependiendo de las condiciones ambientales, las primeras postlarvas aparecen alrededor
del dia 22 del ciclo de cultivo larval, y en algunos casos, hasta el dia 35. Generalmente,
el 90 por ciento de las postlarvas se obtiene diez dias después de la aparicion de las

primeras postlarvas (New, 2010).

La préactica de designar la etapa de desarrollo de postlarvas por los dias de cultivo desde
la metamorfosis: PL1, PL25, etc., como sucede en el caso de los camarones peneidos, no
se puede realizar para Macrobrachium rosenbergii debido a que la metamorfosis no es

sincronica (Karplus, 2005).

Las postlarvas son adultos en miniatura que completan su ciclo de vida en agua dulce y
cuyas caracteristicas se van formando a medida que se desarrollan. EI primer estadio
postlarval se denomina decapodito, es de naturaleza bentonica y se asemeja casi en su

totalidad a los juveniles de esta especie (Vega-Villasante, 2014).

Las postlarvas son de color gris y marrén, cambian gradualmente a marron claro y azulado
a medida que crecen en juveniles y adultos. Tienen cinco lineas horizontales en el
caparazdn, que son caracteristicas de la especie; ademas, desarrollan una mayor cantidad
de setas plumosas, en las antenas y mandibula; y setas dentadas, entre los procesos

incisivos y molares (Vega-Villasante, 2014).

En este estadio, las estructuras de flotacion y nado se transforman en apéndices cada vez

mas similares a los pereidpodos que se necesitan para la vida en el fondo. Por ello, las



2.2.

postlarvas de Macrobrachium rosenbergii se caracterizan por asentarse en el fondo del

estanque, pudiendo caminar incluso en superficies verticales.

Ademas, tienden a aferrarse a objetos sumergidos; para lo cual, se les debe proporcionar
un sustrato artificial o estructuras que permitan reducir el estrés del hacinamiento y el
canibalismo, tales como: redes de malla fina, mosquiteros colgando de flotadores, tubos,
entre otros, (Nandlal y Pickering, 2005).

Asimismo, en el interior del cefalotérax de las postlarvas se transforman todos los 6rganos
internos que hardn posible la adaptacion a las nuevas necesidades. Se forman las
branquias a ambos costados y por dentro del abdomen, permitiendo no solo respirar, sino
también realizar la captacion y el balance de sales propio de los organismos acuaticos de

agua dulce (Vega-Villasante, 2014).

En cuanto a la alimentacion, las postlarvas recogen del fondo la variedad de alimentos
que se les suministre, puede ser: trozos de carne de almeja, caracol o calamar, camarones,
carne de pescado y alimentos formulados (pellets) (Nandlal y Pickering 2005). Para poder
realizar esta accion, las piezas bucales son mas especializadas en la captura y masticacion
de presas; las antenas y anténulas por su parte, adquieren mayor complejidad y capacidad
sensorial a través de pelos y setas con la finalidad de servir para la deteccién oportuna de
presas y depredadores (Vega-Villasante, 2014).

Produccion de postlarvas de camaron Macrobrachium rosenbergii en el Peru

De acuerdo al Catastro Acuicola Nacional (2019), se ha especificado seis centros
dedicados a la produccién de semilla de camaron Macrobrachium rosenbergii, de los
cuales, uno se ubica en el departamento de Lima: Camaronera Aqua Prawn (hasta 50 000
PLs) y los otros cinco, en el departamento de San Martin: ACUISEL S.A.C., Estacion
Pesquera de Ahuashiyacu, Camaronera Las Palmas (Casa Banchero Agroindustria
S.A.C.), Centro Acuicola Ecoturistico ElI Dorado S.A.C. y Granja de Piscifactoria el Mao,

los cuatro primeros se encuentran en Tarapoto y el dltimo en Rioja.



En funcion a la capacidad productiva, los centros de cultivo se clasifican en Acuicultura
de Recursos Limitados (AREL) y Acuicultura de Micro y Pequeiia Empresa (AMYPE)
(Tabla 1). Los centros mencionados anteriormente, pertenecen a la clasificacion AMYPE;
es decir, que la actividad acuicola se desarrolla mediante cultivos semi-intensivos e
intensivos, con una produccion anual no mayor a las 150 toneladas brutas (PRODUCE,
2016).

Tabla 1: Derechos Acuicolas vigentes para cultivo de camaron Macrobrachium

rosenbergii
Departamento  Cultivo Tipo de Tipo de " de Area (Ha.)
derecho desarrollo  derechos
Cajamarca Policultivo  Autorizacién AREL 1 0,239
Total Cajamarca 1 0,239
La Libertad Policultivo  Autorizacién AMYPE 2 3,039
Total La Libertad 2 3,039
_ Policultivo  Autorizacion AREL 2 0,1642
Hima Policultivo  Autorizacion AMYPE 3 0,3562
Total Lima 5 0,5204
Loreto Policultivo  Autorizacion ~ AMYPE 2 6,4104
Total Loreto 2 6,4104
Madre de Dios  Policultivo  Autorizacion AMYPE 1 0,24
Total Madre de Dios 1 0,24
Piura Policultivo  Autorizacién AREL 1 0,0826
Total Piura 1 0,0826
San Martin Policultivo  Autorizacion AREL 7 2,3734
Policultivo  Autorizacién AMYPE 57 99,0793
Total San Martin 64 101,4527
Ucayali Policultivo  Autorizacién AMYPE 1 1,8
Total Ucayali 1 1,8
TOTAL GENERAL 7 113,7841

FUENTE: Catastro Acuicola Nacional (2019)



2.2.1.Camaronera Las Palmas S.A.C.

Produccion de postlarvas

La granja acuicola esta ubicada en la Selva Norte, cuenta con una ecloseria capaz de
producir hasta 600 millares mensuales de postlarvas de camardén Macrobrachium

rosenbergii, manteniendo una supervivencia promedio de 68 por ciento.

El cultivo larval es de tipo intensivo y se realiza en un sistema de recirculacion cerrado y
dindmico; es decir, con un recambio de agua constante. La infraestructura de cultivo esta
conformada por nueve tanques circulares de fibra de vidrio con un volumen util de 1000

litros y 0,7 metros de tirante de agua.

Cada tangue de cultivo tiene integrado un filtro bioldgico, que a su vez cuenta con un
sistema de filtracion mecéanica para impedir la entrada de materia organica a los mismos.
Todo el sistema de filtros bioldgicos estd conectado a un sistema de recirculacion que
pasa por una unidad de tratamiento de agua de 1000 L de capacidad, con un sistema de
esterilizacion UVc, una torre de espuma (skimmer) y un sistema de filtracion mecanica

de 1 micra.

Los pardmetros de calidad de agua durante el desarrollo larval se mantienen a 14 UPS
(unidades practicas de salinidad), temperatura de 29°C £ 1°C, pH entre 7,6 y 8,2; niveles

de amonio de 0,25 mg/L y nitrito en 0,2 mg/L.

En cuanto a la alimentacidn de larvas, ésta se divide en alimento vivo y alimento inerte.
El primero estd formado por nauplios de Artemia franciscana tipo A; es decir,
Golden/Premium con un 90 por ciento de eclosion, y segundo, por una racién micronizada
formulada con insumos que cubran los requerimientos nutricionales de las larvas de

camarén Macrobrachium rosenbergii.



Aclimatacion de postlarvas

El proceso de aclimatacion se inicia cuando aproximadamente el 90 por ciento de la
poblacion ha metamorfoseado a PLs, dicha condicion se manifiesta cuando los individuos
comienzan a posicionarse en el fondo del tanque de cultivo (1000 L) y en las estructuras
flotantes que se han colocado a manera de refugios.

Para retirar a las PLs del tanque de cultivo, se homogeniza el agua con ayuda de las manos
y brazos, y se recolectan con una red. En ese momento, se toma una muestra de PLs con
una cucharada al ras de aproximadamente 5 cm de diametro (0.02 L) y se procede a
contar. EI nimero total de PLs producidas por tanque de cultivo, se calcula multiplicando

el nimero de cucharadas obtenidas por el nimero de PLs contadas en la muestra.

Tras ser retiradas del tanque de cultivo, las PLs son puestas en baldes con agua de
aclimatacion y aireacion constante, para luego ser trasladadas a tanques de concreto
rectangulares de aproximadamente 1300 litros, donde se realizara la aclimatacion a agua
dulce. Primero, las PLs pasaran al tanque con agua a 10 UPS, luego de 24 horas, al de 3
UPS y después de 24 horas mas, al de 0 UPS.

El traspaso de las PLs de un tanque de aclimatacion a otro, es realizado por personal
capacitado que ingresa al tanque y recolecta todas las PLs con una red, y luego las lleva

al tanque siguiente.

Este procedimiento se realiza en horas de la mafiana; asimismo, antes del traspaso, se
toma en cuenta la variacion de pH, que no debe ser mayor a 0,2; de lo contrario, no se

puede continuar con el proceso de aclimatacion.



2.2.2.Camaronera Aqua Prawn

Produccion de postlarvas

La ecloseria se encuentra ubicada en la Costa central, realiza el cultivo larval de tipo
intensivo en un sistema de recirculacién cerrado, pero estatico; es decir, la recirculacion

del agua es cada dos dias y se renueva solo la mitad del agua del tanque de cultivo.

La infraestructura de cultivo esta formada por siete tanques cuadrados de fibra de vidrio
con un volumen util de 500 litros, pero se trabaja a 350 litros. El sistema de filtracion

consta de dos tanques, uno para la filtracion mecanica, y el otro, para la bioldgica.

Los parametros de calidad de agua durante el desarrollo larval se mantienen a 16 UPS y

temperatura de 30°C.

En cuanto a la alimentacién de larvas se divide en alimento vivo y alimento inerte. El
primero estd formado por nauplios de Artemia franciscana tipo B (80 por ciento de
eclosion) y el segundo, por una racion micronizada formulada con insumos que cubran

los requerimientos nutricionales de las larvas de camarén Macrobrachium rosenbergii.

Aclimatacion de postlarvas

El proceso de aclimatacion se realiza en el mismo tanque de cultivo, cuando
aproximadamente el 90 por ciento de la poblacion ha metamorfoseado a PLs, dicha
condicién se manifiesta cuando los individuos comienzan a posicionarse en las paredes y

fondo.

Primero, se baja el nivel de agua a la mitad y se completa con agua dulce; de esta manera,
se va disminuyendo gradualmente la salinidad. El periodo de tiempo que permanecen las
PLs en cada salinidad, varia dependiendo del criterio del personal a cargo, en base al

comportamiento de las PLs.



2.3.

Cada vez que se baja el nivel de agua, la salinidad disminuye a la mitad. Asi, el agua de
16 UPS pasa a 8 UPS, luego a 4 UPS y finalmente a 2 UPS.

Este procedimiento se realiza en horas de la mafiana; asimismo, antes de agregar el agua
dulce, se toma en cuenta la variacion de temperatura, la cual no debe ser mayor a 1°C.

Cabe resaltar que este procedimiento se realiza en horas de la mafiana.

Las PLs se venden aclimatadas a 2 UPS, por lo tanto, completan el proceso de
aclimatacion a agua dulce (0 UPS), cuando son sembradas en los estanques designados

por el comprador.

El transporte se realiza en horas de la mafiana en bolsas con aire cuidadosamente cerradas
y a una densidad de 60 larvas/litro. Cabe sefialar, que para este procedimiento, las

postlarvas se encontraban sin alimentacion desde el dia anterior.

Calidad de agua

En los laboratorios dedicados a la produccion postlarvas de camaron Macrobrachium
rosenbergii, se simulan las condiciones del desarrollo de esta etapa en el ambiente natural;
siendo los principales pardmetros a considerar: la temperatura, salinidad y pH, descritos
en la Tabla 2 (Ponce, 2008).

En este sentido, la calidad de agua es un factor determinante para el éxito de la
operatividad de la ecloseria, que se ve reflejado en la Supervivencia y tasa de crecimiento

de los organismos (New, 2010).

A continuacion se describen los parametros mencionados:
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Temperatura:

El rango 6ptimo de temperatura para el cultivo de camarén Macrobrachium rosenbergii
se muestra en la Tabla 2. Temperaturas fuera de dicho rango, dificultan el desarrollo del

organismo.

A bajas temperaturas (< 24°C), por ejemplo, el camardn reduce su metabolismo y en
consecuencia, consume una menor cantidad de alimento, acumulandose éste en el fondo

de los tanques de cultivo, condicién que pone en riesgo la calidad de agua.

Oxigeno disuelto (mg OD/L):

El valor Optimo de oxigeno disuelto en el agua de cultivo larval de camarén
Macrobrachium rosenbergii debe ser cercano a la saturacion (70 por ciento) (New et al.,

2010), la cual es determinada por una serie de factores, especialmente, la temperatura.

Potencial Hidrogeno (pH):

Cuando el pH tiene valores bajos o elevados, causa estrés en los organismos bajo cultivo.
Concentraciones extremadamente bajas y altas de pH pueden generar un caparazon duro
y baja Supervivencia (Carvajal y Sanchez, 2013).

A mayor pH se incrementa la forma de amoniaco no-ionizado (NH3) que es la forma mas
toxica para los animales acuaticos (Kubitza, 2017). Los valores del rango de 8,0 a 8,3 se
recomiendan para el cultivo y el mantenimiento de organismos acuaticos en sistemas

cerrados de recirculacion de agua (Lobéo, 1997).
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Tabla 2: Condiciones 6ptimas para el cultivo de postlarvas de M. rosenbergii

Indicadores Valores 6ptimos Autor

Temperatura SE°C - 30°C Cavalcanti et al. citado por
SEBRAE/ES (2005)

Oxigeno >55 mg/L Lobdo (1997)

pH 75-83 Lob3o (1997)

Salinidad 0 UPS Nandlal y Pickering (2005)

16n amonio (NH4") <15 mg/L Nandlal y Pickering (2005)

Amoniaco no ionizado (NHs) <0,1 mg/L Nandlal y Pickering 2005

2.4. [Estrés en crustaceos

El concepto de estrés se origina a partir de dos términos: “fight or flight” (pelear o escapar)
introducido por Cannon en 1929 y “sindrome de adaptacion general”, por Selye en 1936;
quien menciona que la base de dicho sindrome, la constituyen las diferentes
perturbaciones que provocan cierto nimero de respuestas similares en los organismos
(Aparicio, 2009).

El estrés es una respuesta inespecifica generada cuando el organismo percibe una
amenaza a su homeostasis debido a condiciones adversas que le producen alteraciones
conductuales, morfologicas, fisiolégicas e inmunoldgicas. Estas respuestas estan
mediadas por grandes circuitos interconectados en el sistema limbico frontal, hipotalamo

y cerebro, relacionados con la memoria y la recompensa (Moberg, 2000).

Selye (1946) dividio la respuesta generada por el organismo en tres fases distintas:

1. Fase inicial o de alarma, conocida como respuesta primaria, que involucra centros
cerebrales y liberacion de hormonas como: MIH (hormona inhibidora de la muda),
CHH (hormona hiperglucémica de crustaceos) que actla para satisfacer la creciente
demanda de energia, NDH (hormona neurodepresora), entre otras, generadas a partir

de un estimulo al que no se esta adaptado cuantitativamente o cualitativamente.
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2. Fase de resistencia, que comprende la respuesta secundaria o metabdlica, involucra las
diferentes modificaciones bioguimicas y fisiologicas producidas por dichas hormonas,
tales como: aumento de los niveles de glucosa, lactato (por activacion del metabolismo
anaerobico compensatorio), entre otros componentes de la hemolinfa, ademas de todas
las reacciones sistémicas expresadas por el organismo, como el aumento de la
locomocion para reducir la exposicion a las amenazas, al tratar de adaptarse
progresivamente a un estimulo prolongado y en consecuencia, producir la energia

necesaria para reestablecer su homeostasis.

3. Fase de agotamiento, también conocida como respuesta terciaria, a la cual se llega
dependiendo de la magnitud y duracion del agente estresor. En esta fase la salud e
incluso la vida del organismo se pueden ver fuertemente comprometidas, afectando
procesos vitales como crecimiento, reproduccion, respuesta inmune Yy
consecuentemente la supervivencia. Implica el término de las reacciones por la
permanencia del estimulo estresante, al no llegar a reestablecer su homeostasis, el
organismo se conduce a la aparicion de patologias, incrementos en la acidosis
metabolica, disminuciones en el rendimiento de la natacion, alimentacion y la funcion

inmunoldgica, e incluso la muerte.

Asimismo, Zacarias- Soto (1997), sefiala que el estrés, de acuerdo a su duracion, se puede

clasificar en dos tipos:

1. Estrés agudo: Solo se presenta por un corto periodo de tiempo (de minutos a horas) y
es producido por un evento puntual (captura, manipulacion, biometrias, transporte,
etc.). Se caracteriza por el aumento de los niveles metabdlicos y hormonales, pero con

una rapida recuperacion a los niveles basales.

2. Estrés crénico: Se presenta de forma prolongada, ya sea repetitiva o continua (de dias
a semanas). Es causado por agentes persistentes y de larga duracién, tales como: altas
densidades de cultivo, variacion de la calidad de agua o de las condiciones ambientales

a las que se encuentran sometidos los organismos, entre otros factores. Se caracteriza
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por un incremento en los niveles metabdlicos y hormonales por dias o semanas (mayor

tiempo), por lo cual la recuperacion tiende a ser mas lenta.

2.5. Respuestas conductuales y morfoldgicas de estrés en crustaceos

En principio, las respuestas al estrés estaban asociadas a la actividad del sistema nervioso
simpatico, posteriormente se reconocid otros sistemas corporales involucrados, como las
glandulas pituitaria y adrenal. Finalmente, se establecié que las respuestas al estrés eran
producto de la integracion de los ejes simpatico adreno medular (SNA) e hipotalamo

pituitario adrenal (HPA) en el hipotalamo.

El organismo activa respuestas colectivas mediadas por circuitos interconectados del
sistema limbico frontal, hipotalamo y cerebro, que liberan glucocorticoides asegurando
el aporte de energia mediante la movilizacion de glucosa. El resultado final se refleja en
la alteracién de los sistemas corporales: hiperglucemia, hipertension, infecciones
recurrentes, alteracion de la memoria y del control del comportamiento (Koscinczuk,
2014).

Las respuestas al estrés presentan variaciones incluso entre individuos de una misma
especie, estan influenciadas por el estado fisioldgico, edad, sexo, condicién nutricional,
agente estresante aplicado, experiencias previas, Yy por la capacidad de controlar y/o

predecir la situacion (Moberg, 2000).

Actualmente, existen estudios que reportan los efectos toxicos de la exposicion a amonio
y a formalina en peces y crustaceos; no obstante, para el caso especifico de postlarvas de
camardn Macrobrachium rosenbergii, la informacion con la que se cuenta es escasa, en

comparacion a la existente para otras especies.

Vives (2016) ha evaluado la conducta de las postlarvas y juveniles de camaron
Macrobrachium rosenbergii expuestas al plaguicida metamidofos, logrando describir las

siguientes caracteristicas:
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¢ Nado discontinuo y lento, trasladandose de un lugar a otro en forma horizontal.

¢ Nado rapido y agitado por el todo el espacio.

e Convulsiones musculares espasmadicas o saltos esporadicos fuera del agua.

e Paralisis temporales y al tocar sus cuerpos con una varilla sus reacciones no fueron
inmediatas.

e Los camarones moribundos se colocaban en la base del envase.

e Cambio de coloracidon del cuerpo hacia un tono blanquecino.

Para el caso de Litopenaeus vannamei, se ha reportados el reflejo de huida, caracterizado
por el encorvamiento del abdomen para nadar subitamente hacia atras, conocido como el
sindrome del camaron acalambrado. Los camarones en un primer momento presentan un
calambre parcial y nadan con el abdomen de forma jorobada, mientras que los animales
totalmente acalambrados, se hunden y permanecen de lado en el fondo del estanque hasta

morir.

Mendoza-Rodriguez (2009) evalud la toxicidad aguda del sulfato de cobre en postlarvas
de camardn Cryphiops caementarius, mediante el desempefio de la actividad natatoria,

utilizando como referencia los siguientes indicadores:

e Hiperactividad natatoria postlarval (HNPL):
Reaccion de escape, sintomas de estrés, adhesion a los vidrios fuera del agua.
e Actividad natatoria postlarval normal (ANNPL):
Busqueda de alimento, lucha territorial, desplazamiento en toda la columna de agua,
reaccion rapida a estimulos mecanicos brindados.
e Hipoactividad natatoria postlarval (hNPL):
Falta de desplazamiento, falta de lucha, reaccidn a estimulos mecanicos brindados.
Sin reaccion, sintomas de aletargamiento. Muerte (M):

Falta de signos vitales, organismo muerto.
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2.6.  Pruebas de estrés

El crecimiento de la actividad acuicola camaronera en el pais, conlleva a la necesidad de
garantizar la calidad del producto a los compradores de postlarvas producidas en
laboratorios y ecloserias comerciales. Por tal motivo, se hace indispensable disponer de
un método facil y viable que permita evaluar la calidad postlarval de los camarones.

En este sentido, las pruebas de estrés surgen como una alternativa aplicable para este fin.
La calidad del organismo se refleja en la supervivencia a dichas pruebas, que a su vez,
dependen de la resistencia y condicion fisica del mismo (Hernandez, 2001).

La aplicacion de las pruebas de estrés, como criterio de calidad, se validara si al menos el
60 por ciento sobrevive, pues se ha sefialado, que por encima de dicho porcentaje se
considera un indicativo de buena calidad postlarval (Barbieri, 2007).

Las pruebas de estres consisten en someter a las postlarvas a un estrés corto pero extremo;
las mas utilizadas son: estrés osmotico (para el caso de Litopenaeus vannamei), variacion
temperatura, pH, amonio, exposicion a la formalina, entre otros (Bray y Lawrence, citado
por Burbano, 2014).

Otros metodos utilizan como indicadores: la pigmentacion corporal, el comportamiento,
la proporcién masculo-intestino, la composicién bioquimica e incluso una puntuacién que
evalUa el desarrollo del cromatoforo, la deformidad del cuerpo y la opacidad muscular
(Cavalli et al., 2000).

En la mayoria de los casos, estos criterios se consideran complementarios y, por lo tanto,
se usan juntos para evaluar la calidad de las postlarvas (Bray y Lawrence citados por
Hernandez, 2001).

Las pruebas de estrés propuestas en este estudio son simples, rapidas, econémicas y no
requieren de equipos sofisticados ni habilidades cientificas complejas. Por lo tanto, se
consideran herramientas importantes para establecer estandares de calidad y mejorar las

practicas de los centros de produccidén de postlarvas.
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2.6.1.Prueba de estrés por exposicion a la formalina

El formaldehido representa un factor de riesgo laboral de tipo quimico cuyo efecto tdxico
depende de su concentracion, tiempo de exposicion, caracteristicas del organismo y

presencia de otros contaminantes (Méndez, 2002).

En este sentido, la Unidn Europea ha prohibido su uso porque considera un alto riesgo
para la salud humana, especialmente cuando se manipula en grandes volimenes y por
periodos de tiempo prolongados (UEMS, 2016). En Peru, todavia no existen regulaciones

sobre su uso, asi como protocolos oficiales para su aplicacion en acuicultura.

Frente a ello, la OSHA (Administracion de Seguridad ocupacional y seguridad de EEUU)
recomienda que los trabajadores expuestos a este toxico deben usar guantes, mascarilla,
gafas y mandiles. Ademaés, se recomienda realizar la manipulacion en espacios con

suficiente ventilacion para disminuir los peligros de la inhalacion (UEMS, 2016).

La formalina es una solucion de formaldehido (CH.O) disuelto en agua a una
concentracion entre 37 y 50 por ciento, puede contener hasta un 15 por ciento de metanol
para evitar su polimerizacion (Alvarez y Sanchez, 2012).

El uso de formalina esta aprobado por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA)
de los Estados Unidos de Ameérica para el tratamiento de infecciones por hongos,
protozoos, etc., manteniendo la sanidad de los cultivos intensivos de especies

dulceacuicolas y marinas (Gieseker et al., 2006).

La formalina, ademas de su eficacia con fines terapéuticos o profilacticos, produce una
alteracion en la composicién fisica y quimica del ambiente acuatico, logrando una

respuesta al estrés por parte de los organismos (Kubilay y Ulukoy, 2002).

La concentracién de formalina en el medio acuatico se disminuye mediante el proceso de
oxidacion, formando didxido de carbono y agua. Para ello, se requiere altos niveles de

oxigeno que deben ser proporcionados mediante aireacion (Leal, 2016).
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La velocidad de degradacién de la formalina en agua depende de factores como la
temperatura, niveles de oxigeno y presencia de microbios degradantes. En agua de mar
enriquecida con nutrientes, la pérdida de formaldehido por procesos biolégicos, inicia
aproximadamente 40 horas después de su liberacion en el agua (Mopper y Stahovec,
1986). En agua dulce estancada, la degradacion de formaldehido se realiza en
aproximadamente 30 horas (condiciones aerdbicas) y 48 horas (condiciones anaerobicas)
a 20 ° C (Kitchens et al., 1976).

Con respecto a la posible bio-acumulacién de formalina en el musculo de los organismos
expuestos a esta sustancia, Subasinghe y Yusoff (1993) realizaron un experimento con
dos especies de peces, luego de la exposicidn a niveles terapéuticos de formalina (50 y
100 mg/L); encontrando niveles residuales de formaldehido inmediatamente después de
la exposicion; sin embargo, la concentracién se degradd después de pasar a los peces a
agua limpia por 24 horas.

Del mismo modo, Hose y Lightner (1980) tampoco encontraron residuos de formaldehido
en colas congeladas de camarones Penaeus stylirostris tratados con cantidades

terapéuticas de formalina (50 y 150 mg/L) durante 6 y 24 h.

Entre los efectos mas comunes de este compuesto en peces y crustaceos se encuentra la
hiperactividad y la convulsién, asi como la dificultad respiratoria, la reduccion del

crecimiento y el deterioro del rendimiento reproductivo (Kaviraj et al., 2004).

La respuesta frente al toxico formaldehido es el dafio patoldgico en las branquias,
produciendo un desequilibrio osmorregulador y respiratorio, y la posterior mortalidad del
organismo si es que el agente estresante continla. Esto se debe, a que el epitelio branquial
es la superficie de contacto principal con el medio externo, convirtiéndose en el primer

objetivo de los contaminantes presentes en el agua (Wong y Wong, 2000).

La prueba de estrés por exposicion a formalina consiste en exponer a las postlarvas por

un periodo de tiempo, que generalmente es una hora, en una solucion de formalina. La
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concentracion usada, dependeréa de la etapa de desarrollo del organismo. Posteriormente,
se registran las respuestas conductuales y morfologicas observadas y la supervivencia

obtenida tras la aplicacion de la sustancia toxica (Samocha citado por Hernandez, 2001).

En la Tabla 3 se presentan los valores de toxicidad de formalina para crustaceos,
registrados por otros autores.
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Tabla 3: Registros de toxicidad de formalina (CH20) para crustaceos

Estadio Especie Formalina ( mg/L) Supervivencia (porcentaje) CLsp mg/L  Tiempo (horas) Autor
Estadio 4 147
Estadio 7 M. rosenbergii 176 24 Kitsawat, 1997
Estadio 11 178
Estadio 4 25
Estadio 7 M. rosenbergii 30 48 Kitsawat, 1997
Estadio 11 31
PL1 M. rosenbergii 100 100 Winter, 2007
500 Khasani et al.,
PL M. rosenbergii 1
750 2017
PL 12 ) ) )
Litopenaeus vannamei 1400 75 1 Anonimo
PL 26
PL 4 300 50 293
PL5 ] ) 400 40 374
Litopenaeus vannamei 2 Samocha, 1998
PL6 500 50 497
PL7 600 50 598
_ 625 Ham y Hall,
Juveniles Penaeus monodon 6
1250 1998

CL50 mg/L: Concentracion letal media



2.6.2.Prueba de estrés por exposicion a amonio

En el agua, el amonio se encuentra en su forma no ionizada (NHs) y como i6n amonio
(NH4"). EI amonio no ionizado (NHs) es la forma mas toxica para los organismos
acuaticos, porque al ser una molécula neutra, puede difundirse facilmente gracias a su
gradiente de presion, a través de las membranas epiteliales (branquias) (Emerson et al.;
1975).

El NHs proviene principalmente de la excrecion de los organismos, descomposicion del
material organico, descomposiciébn de organismos muertos, desaminacion y

transaminacion del alimento y por el alimento no consumido (Chih y Chien, 2003).

El uso de amonio es una practica estandar en los estudios de toxicologia acuética; en este
sentido, un procedimiento similar también podria ser atil para determinar el estado
fisiologico de los animales acuaticos en sus diferentes estadios. (Thuy 1999) sefiala que
la resistencia a concentraciones elevadas de amonio se relaciona con la edad de los

organismos; es decir, a mayor edad, mas resistente es el organismo frente amonio.

La accion toxica del amoniaco no ionizado (NHs) en los organismos acuéticos se debe a
las siguientes causas: destruccion del epitelio branquial, estimulacién de la glucélisis y
supresion del ciclo de Krebs, inhibicion de la produccion de ATP, alteracion de la
actividad osmorreguladora y disrupcién del sistema inmunoldgico (Camargo y Alonso,
2007).

En el camar6n Macrobrachium rosenbergii, la excrecion de amonio es consumada a
través de las branquias, siendo los tres pares posteriores, al menos en esos organismos,

los que hacen la mayor contribucion (Pequeux y Gilles 1981).

Si la concentracion de amoniaco aumenta en el agua, la excrecion disminuye y aumenta
los niveles de amoniaco en la hemolinfa y otros tejidos, lo que podria elevar el pH de la
hemolinfa y producir efectos adversos sobre la estabilidad de la membrana y las
reacciones catalizadas por enzimas, que eventualmente pueden conducir a la muerte
(Weihrauch y Garett, 2018).
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Un aspecto fundamental para determinar la viabilidad de la prueba de exposicion a
amonio, como criterio de calidad, es su reproducibilidad en el tiempo; es decir, que debe
presentar resultados globales con patrones similares (Weihrauch y Garett 2018). Cavalli
(2000) realiz6 esta evaluacion en larvas de camarén Macrobrachium rosenbergii;

demostrando que dicha prueba es un criterio valioso, sensible y reproducible.

La prueba de estrés por exposicion a amonio requiere de la preparacion de una solucion
madre de cloruro de amonio (NH4Cl) a 1000 mg/L, la cual se obtiene diluyendo 3.82
gramos de NH4Cl en un litro de agua desionizada (Hernandez, 2001). Los grupos de
camarones se exponen a las concentraciones de nitrégeno amoniacal total estimadas por
el investigador y se distribuyen en una serie de recipientes a una temperatura constante.
Para reducir los cambios en la concentracion a causa la evaporacion del amonio (NHs),
las alicuotas de la solucidn deben ser agregadas inmediatamente antes de colocar a los

animales.

En la Tabla 4 se presentan los valores de toxicidad de amonio para crustaceos, registrados

por otros autores.
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Tabla 4: Registros de toxicidad de amonio en crustaceos

Tiempo
Estadio Especie CLso(mg NAT/L)  CLso(mg NHs/L) pH P UPS T (°C) Autor
(horas)
. Mallasen y
Larvas M. rosenbergii 1-8 0,43-3,41 9 96 12 30 )
Valenti (2005)
6,83
.. Armstrong et al.
Larvas M. rosenbergii 70,74 — 12,65 0,26 — 1,35 7,6 144 12 28 (1978)
8,34
.. Rahman et al,
Larvas M. rosenbergii 1711 1,7 71-78 24 12 28
(2003)
.. 2,18 8,5
PL M. rosenbergii 72 3 29 Straus (1991)
1,45 9,0
) 21,14 24,9 —
PL M. amazonicum 0,67 76-79 96 27 Dutra 2016
. . 2,02 -
Juvenil M. rosenbergii 054 9,0-95 72 3 29 Straus (1991)

CL50 mg/L: Concentracién letal media

NAT: Nitrogeno Amoniacal total



2.7. Analisis Probit

Para el calculo de la CLsg (Concentracion letal media) y sus respectivos limites de
confianza al 95% se utiliza el método Probit, ya sea manualmente o con ayuda de paquetes
estadisticos que tengan este procedimiento. Para estimar la CLsp se ajustan los datos de
mortalidad mediante una técnica de probabilidad, en la cual se calculan los valores que
siguen una distribucién logaritmica de tolerancias. El porcentaje de organismos afectados
0 muertos por la accion téxica de una sustancia se transforma a unidades Probit,
permitiendo ajustar la linea de regresion, en la cual la concentracion perteneciente al
Probit 0,5, corresponderéa a la cantidad de sustancia capaz de generar el efecto estudiado
en la mitad de la poblacién. Una de las restricciones del método es que para el calculo de
la CL50 deben obtenerse valores intermedios entre 0 y 100% de mortalidad (Castillo,
2004).

Aceptabilidad de los resultados
e Lamortalidad en el control negativo no debe exceder el 10%.
e La concentracion final de oxigeno disuelto debe ser mayor de 2 mg/L.

e La CL50 para el toxico de referencia debera estar dentro de los limites de confianza

preestablecidos en la carta control.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1.  Lugar de experimentacion

El desarrollo de las pruebas de estrés tuvo lugar en dos locaciones (Figura 1):

3.1.1.Granja Acuicola Camaronera las Palmas (E1)

Ubicada en la Selva Norte del Peru, especificamente en el Caserio Las Palmas, distrito de
la Banda de Shilcayo, provincia y departamento de San Martin (6°31°16,1°S;

76°19'59,6“W), donde se trabajé con las PLs procedentes del mismo centro.

El clima en E1 registra una temperatura anual promedio de 32°C en el dia'y 23°C en la
noche (SENAMHI, 2018).

3.1.2. Laboratorio de Acuicultura de la Universidad Nacional Agraria la Molina
(E2)

Ubicado en el distrito de La Molina, provincia y departamento de
Lima (4'55,2"S, 76° 56'52,8” W). Lugar donde se trabajo con las PLs de la Costa
Central, procedentes de la Camaronera Aqua Prawn, localizada en el distrito de
Chaclacayo, provincia y departamento de Lima (11°58’ 2”’S; 76° 45° 41”W) (Figura 1).

El clima en E2 es templado con una temperatura anual promedio de 21°C en el diay 15°C
en la noche (SENAMHI, 2018).
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Figura 1. Ubicacion de las zonas de procedencia del material biolégico
Materiales

3.2.1. Material bioldgico
Para el desarrollo del experimento se adquirieron dos lotes de medio millar de PLs recién

aclimatadas a agua dulce. El primero fue adquirido del Centro Acuicola Camaronera Las

Palmas S.A.C y el otro de la Camaronera Aqua Prawn.

3.2.2.Reactivos
- Cloruro de amonio granular (NH4Cl) (PM = 53,49) marca SPECTRUM al 99,5 — 100,5 por

ciento.

- Formalina comercial al 40 por ciento
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3.2.3.Equipos e instrumentos

En las Tablas 5y 6 se detallan los equipos e instrumentos utilizados para el desarrollo de las

pruebas de estrésen E1 y E2.

Tabla 5: Listado de equipos utilizados en el experimento

Limite de
Lugar de _ _ y
) » Equipo Marca Unidades Rango  deteccion/
experimentacion L
precision
Potenciometro °C
Camaronera Las de bolsillo pH
Palmas (E1) Conductimetro
) HS, mS
de bolsillo
) Yellow mg OD/L
Medidor de ) ) 0,1 mg/L
) Spring porcentaje de
) oxigeno »
Laboratorio de Instruments  saturacion °C
Acuicultura _ -1,00 a
Potenciometro  pHTestr 30 pH +0,01 pH
UNALM (E2) 15,00
Equipo
PCT - 407 uS, mS +2% FS

multipardmetro
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3.3.

Tabla 6: Listado de instrumentos utilizados en las pruebas de estrés

Instrumentos
- Test amonio marca JLB - Varilla - Piedras difusoras.
- Pipetas 1 ml, 5ml, 10 ml y 25 ml - Pisceta - Lentes protectores de 0jos
- Bombilla de succion -Mascarillas y - Recipientes de plastico
-Mangueras de plastico = 0,5 cm.  guantes de latex rectangulares de 1L

Metodologia

En general, el procedimiento para la aplicacion de las pruebas de estrés por exposicion a

formalina y amonio, se describe en la Figura 2 y 3, respectivamente.

Preparacion de soluciones

Acondicionamiento de las unidades
experimentales

Aplicacion de la prueba de estrés por
exposicion a formalina

Medicién de parametros de calidad de
agua

Observacion de respuestas conductuales
y morfoldgicas anormales.

Evaluacion de la supervivencia ]

Procesamiento de resultados ]

Figura 2. Protocolo de aplicacion de prueba de estrés por exposicion a formalina
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Preparacion de solucion madre NH4Cl

Acondicionamiento de las unidades
experimentales

Aplicacion de la prueba de estrés por
exposicion a amonio

Medicion de parametros de calidad de
agua

N\

Observacion de respuestas conductuales
y morfoldgicas anormales.

[ Evaluacion de la supervivencia

[ Procesamiento de resultados

Figura 3. Protocolo de aplicacion de prueba de estrés por exposicién a amonio

3.3.1. Acondicionamiento del lugar y limpieza de materiales

Las pruebas de estrésen E1 y E2 se realizaron en un espacio ventilado y sin acceso directo
a rayos solares, asimismo, contaban con una linea de aire necesaria para la ejecucion del

experimento.

El protocolo de limpieza de acuarios e infraestructuras se realiz6 con un pafio humedecido
en una solucién de hipoclorito de sodio al 0,5 por ciento, luego se enjuagaron con
abundante agua y se dejaron secar al aire libre.

Por otro lado, la limpieza de accesorios tales como: recipientes de plastico, redes, tubos
de sifon, manguerillas, piedras difusoras, entre otros, se realizd por inmersion en una
solucion de hipoclorito de sodio al 0,5 por ciento por espacio de 1 hora, posteriormente
se enjuago con abundante agua y se dejé secar al aire libre.
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3.3.2.Recepcion y mantenimiento de postlarvas

En la Tabla 7 se presenta las condiciones necesarias para mantener a las PLs antes de la

aplicacion de las pruebas de estrés.

Tabla 7: Condiciones para mantenimiento de PLs previo a la aplicacion de pruebas

de estrés
Condiciones Descripcion
Densidad 20 PLs/L (Racotta 2004)
Salinidad 0 UPS
Temperatura °C 28°C+1°C
pH 7,5-8,3
Aireacion Constante a saturacion
Tiempo 2 dias
Alimentacion Se suspende 24 horas antes de la aplicacion de las pruebas de
estres.

3.3.3.Preparacion de soluciones

Solucién de formalina

La solucion de formalina se prepar6 a partir de una solucidon stock de formol comercial al

40 por ciento.

Solucion de amonio

Se prepard una solucion madre de NH4Cl al 0,1 por ciento. En una fiola de 1L, se agreg6
3,82 gramos de NH4ClI granular y se enraso con agua destilada, luego de mezclar, se

transvaso a una botella de vidrio cerrada herméticamente.
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3.3.4. Medicion de parametros de calidad de agua
Los parametros de calidad de agua evaluados en las pruebas de estrés de formalina y
amonio fueron temperatura °C y pH. EIl amonio (mg NAT/L) solo se midio en la prueba

de estrés del mismo nombre, con la finalidad de obtener la concentracion real vs la

nominal.

La frecuencia de medicidn se presenta en la Tabla 8.

Tabla 8: Frecuencia de medicion de parametros de calidad de agua

) Prueba de estrés por Prueba de estrés por exposicién
Parametros L . )
exposicion a formalina a amonio
Amonio e No se midio eAlas0, 12, 16, 20 y 24 horas.
Temperatura (°C) eAlas0y 1 hora. eAlas0, 12, 16, 20 y 24 horas.
pH eAlas0y 1 hora. eAlas0, 12, 16, 20 y 24 horas.

3.3.5. Indicadores de evaluacion

Respuestas Conductuales y Morfologicas

En base a experimentos anteriores, se considerd evaluar cuatro respuestas conductuales y
una morfologica que manifiestan las PLs de camaron M. rosenbergii, durante la

exposicion a agentes estresantes.

La evaluacion consistio en observar y registrar la presencia de las conductas anormales
descritas en la Tabla 9 y, para factibilidad del experimento, solo se cuantifico el nimero
de PLs que presentaron, como respuesta conductual, la contraccién de la cola frente a

formalina y amonio.
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Tabla 9: Respuestas conductuales y morfoldgicas a evaluar

Respuesta Normal Anormal

Nado circular: Las PLs nadan

agitadamente en forma de circulos.

Hundimiento: Las PLs se ubican en
Las PLs se desplazan por toda Ls

el fondo del recipiente que las
la columna de agua,

: , contiene.
o manifestando bdsqueda de
Actividad . L Contraccion de la cola: Las PLs
_ alimento y lucha territorial.
natatoria contraen irreversible la cola, a partir

Asimismo, presentan una

L . del cuarto segmento abdominal
reaccion rapida a los estimulos

- . Paralisis temporal: Las PLsse
mecanicos brindados.
encuentran suspendidas en la
columna de agua con reaccion tardia
frente a estimulos mecanicos.
Las PLs presentan una Coloracion blanquecina: Las PLs
Coloracion  coloracién opaca, entre grisy ~ presentan una coloracion

marron. blaquecina.

La cola del camaron Macrobrachium rosenbergii esta formada por los seis segmentos del
abdomen, el telson y los urépodos. La contraccion de la cola se produce a partir del cuarto

segmento abdominal (Figura 4).

Contraccion

Telson

Urépodos

Cola de camarén

Figura 4. Contraccién de la cola de camarén Macrobrachium rosenbergii
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Supervivencia

La supervivencia fue el indicador zootécnico que revelé el porcentaje de las postlarvas
que permanecieron vivas tras la exposicion a los agentes estresantes. En este sentido,
después de 01 hora en la prueba de formalina y 24 horas en la prueba de amonio, se
observo y registro el nimero de PLs con presencia de signos vitales, después de tocarlas

con un estilete (Figura 5). Las PLsque no reaccionaron fueron consideradas muertas.

Figura 5. Estimulacién con un estilete para verificar la muerte de la postlarva

3.3.6.Pruebas de estrés preliminares
Las pruebas de estrés preliminares se realizaron con la finalidad de hallar la concentracion

letal media (CLso mg/L) de los agentes estresantes; es decir, aquella donde muere el 50

por ciento de la poblacion.

En base a dicho resultado, se establecieron menores concentraciones de formalina y

amonio, las cuales se utilizaron en las pruebas de estrés definitivas.

En la Tabla 10, se describen las condiciones necesarias para realizar las pruebas de estrés

preliminares.
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Tabla 10: Condiciones para la realizacion de pruebas de estrés preliminares

Descripcion

Condiciones Prueba de estrés preliminar ~ Prueba de estrés preliminar

de exposicion a formalina de exposicion a amonio

Concentracion 40, 200, 400, 600 y 800 20, 30, 40 y 50 mg NAT/L

mg/L
Tiempo de exposicion 1h 24 h
NUmero de organismos 10 PLsaclimatadas 10 PLsaclimatadas
Volumen del recipiente 1L 1L
NUmero de repeticiones 3 3
NUmero de grupos control 2 2
Alimentacion Suspendida Suspendida
Aireacion Constante a saturacion Constante a saturacion
Temperatura °C 25°C -30°C 25°C —-30°C
pH 75-8.3 75-8.3
Conductividad eléctrica Agua a 0 UPS Agua a 0 UPS
Control Agua a 0 UPS Agua a 0 UPS
Resultado objetivo CL50 CL 50

3.4. Disefo experimental

La unidad experimental estuvo formada por 10 PLs (Dutra, 2016) recién aclimatadas de

camaron Macrobrachium rosenbergii, distribuidas en recipientes de plastico

rectangulares con un volumen util de 1L.

Los recipientes se llenaron con agua dulce (0 UPS). La solucion de formalina/amonio, se
agreg6 inmediatamente antes de incorporar a los animales y se mezcld con una varilla de

vidrio durante 60 segundos.

Para cada prueba de estrés definitiva, se utilizaron diez unidades experimentales y dos
grupos control (0 mg/L de formalina/amonio) (Rahman et al., 2003), sumando un total
120 PLs. (Figura 6).
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Cada unidad experimental tenia una linea de aire ininterrumpida y una red que cubria toda

la superficie para evitar que los camarones salten al verse afectados por el toxico.

Después de realizar las pruebas de estrés preliminares, las concentraciones finales con las
que se trabajo fueron 600 mg/L para la prueba de formalina y 30 mg/L para la prueba de
amonio, ya que dichos valores son menores a la concentracion letal media (CLso mg/L)

de los agentes estresantes, obtenida en la prueba anterior.

30 mg NAT/L
600 mg formalina /L

4 A

10 PL 10 PL 10 PL 10 PL 10 PL 10 PL

10 PL 10 PL 10 PL 10 PL 10 PL 10 PL

Figura 6. Distribucion de las unidades

Pruebas de estrés definitivas

Encontrados los valores de concentracion letal media (CLso mg/L) de los agentes
estresantes y con ello, las concentraciones finales a utilizar; se procedi6 a realizar las
pruebas de estrés definitivas con el objetivo de evaluar la calidad de las PLs de camarén

Macrobrachium rosenbergii.

En la Tabla 11 se describen las condiciones necesarias para el desarrollo de las pruebas

de estrés definitivas.
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Tabla 11: Condiciones para el desarrollo de pruebas de estrés definitivas

Condiciones

Descripcion

Prueba de estrés de

exposicion a formalina

Prueba de estrés de

exposicion a amonio

Concentracion

Volumen de solucion

Tiempo de exposicion

NUmero de organismos

Volumen del recipiente

NUmero de repeticiones

Numero de grupos control
Alimentacion

Aireacion

*Temperatura °C

pH

Conductividad eléctrica

Control

Respuesta conductual contabilizada
Criterio de aceptabilidad de buena

calidad postlarval

600 mg CH.O/L
1,5 mi
1h
10 PLsaclimatadas
1L
10
2
Suspendida
Constante a saturacion
*25°C -30°C
75-8,3
Agua a 0 UPS
Agua a 0 UPS

Contraccion de la cola

Supervivencia > 60 %

30 mg NAT/L
30 ml
24 h
10 PLsaclimatadas
1L
10
2
Suspendida
Constante a saturacion
*25°C -30°C
75-8,3
Agua a 0 UPS
Agua a 0 UPS

Contraccion de la cola

Supervivencia > 60 %

* La T°C en E2 se logré colocando a los recipientes en bafio maria con termostatos, dentro de un acuario.

Asimismo, en la Figura 7 se representa el proceso de acondicionamiento de las unidades

experimentales y en la Figura 8, el kit utilizado para medir amonio (mg NH4/L) en la

prueba de estrés del mismo nombre.
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Figura 8. Test de amonio

3.5.1. Analisis estadistico

Las respuestas conductuales y morfoldgicas, junto con los resultados de supervivencia
obtenidos se registraron en una hoja de Excel y el procesamiento de datos se realizé en el

programa estadistico R version 3.5.2. con un nivel de significancia de 0,05.

La CLso de formalina y amonio en las pruebas de estrés preliminares se calcularon
mediante el método Probit, y una regresién lineal a un 95 por ciento de confianza.
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Para evaluar la respuesta conductual: contraccion de la cola de las postlarvas, se utilizd
la prueba no paramétrica Chi — cuadrado, con el fin de determinar si existieron diferencias
significativas entre la proporcion de postlarvas que presentaron el valor (1) tras la

exposicion a formalina y amonio (Tabla 12).

Tabla 12: Criterios de evaluacion de la contraccion de la cola de PLs de M.

rosenbergii

Indicador - Variable Respuesta Valores

» 0: No presenta contraccion de la cola
Contraccion de la cola N
1: Presenta contraccion de la cola

La evaluacion del porcentaje de supervivencia se realizé de manera independiente para
cada tratamiento. En primer lugar, se verificd el supuesto de normalidad para cada
muestra, mediante la prueba de Anderson Darling. Si los datos se ajustaron a una
distribucion normal, se utilizo la prueba paramétrica de T — Student para analizar la media
de la supervivencia, en caso contrario se empled la prueba no paramétrica de Signos para

analizar la mediana.

El Gltimo anélisis estadistico consistié en comparar los porcentajes de supervivencia
obtenidos en las dos pruebas de estrés. En este caso, primero se verifico el supuesto de
normalidad y homogeneidad de varianzas, mediante las pruebas de Anderson Darling y
Bartlett, respectivamente. En caso se cumplieran los supuestos se ejecuté la prueba de T
— Student para observar si hubo diferencias significativas entre las medias de los
tratamientos, en caso contrario se utilizd la prueba de Mann Whitney para determinar si

hubo diferencias significativas entre las medianas de los tratamientos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Prueba preliminar de estrés por exposicion a formalina

En la Figura 9 se presenta el porcentaje de mortalidad de las PLs correspondiente a la
media de tres repeticiones. La mortalidad inicié a partir de 200 mg/L y fue aumentando

a mayores concentraciones, hasta alcanzar un 90 por ciento a 2000 mg/L.

Los valores obtenidos fueron similares a estudios previos descritos en la Tabla 3, en los

cuales, la mortalidad se registro a partir de concentraciones superiores a 100 mg/L.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%

20%
B
0% ] ]
40 200 400 600 800
Concentracion formalina (mg/L)

Porcentaje de Mortalidad

Figura 9. Porcentaje de mortalidad de PLs de M. rosenbergii correspondiente a la media

de tres repeticiones

La CLso- 1n Obtenida mediante el método de Probit fue de 648,238 mg/L (Tabla 13); por
otro lado, la concentracion inocua fue de 64,82 mg/L, calculada segun el factor de

aplicacion (10 por ciento de la CLso) propuesto por Sprague (1971).

39



Estos dos valores sirvieron para delimitar la concentracion utilizada en la prueba de estrés

definitiva; la cual fue mayor a 64,82 mg/L y menor a 648,2 mg/L.

Tabla 13: Porcentaje de mortalidad de PLs después de la prueba preliminar de

exposicion a formalina

Concentracion de Tiempo de exposicion
formalina (mg/L) 1 hora

Cero 0

40 0

200 10

400 10

600 20

800 90

Clso 648,238

Kitsawat (1997) reporta una Clspan de 178 mg/L para Zoea 11 de camaron
Macrobrachium rosenbergii. Dicho valor es menor al obtenido en el presente

experimento (648,238 mg/L), debido a la diferencia en la etapa de desarrollo de la especie.

Los camarones utilizados en la prueba de estrés preliminar, se encontraban en estadio
postlarval y habian pasado por un proceso previo de aclimatacion a agua dulce; en
cambio, los organismos del otro estudio, estaban en el ultimo estadio larval, motivo por

el cual, fueron menos resistentes al agente estresante (Magallon Barajas et al., 2006).

En la Figura 10 se grafica la curva dosis-respuesta de las postlarvas frente a la exposicion

a formalina, resaltando la CLsg.1n  Obtenida.
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Figura 10. Representacion grafica del calculo de CLso. 1 para formalina

Segln la Tabla 14, el valor de la CLso-1n estuvo dentro de los limites de confianza. Este

rango servira para ubicar futuros valores de CLso-1n utilizando este toxico de referencia

en postlarvas de la misma especie.

Tabla 14: Limites de confianza del CLso-1n formalina

Clso 648,238 mg/L
LS 710,924 mg/L
LI 543,458 mg/L
F (estadistico de Fisher) 2,52

4.2. Prueba preliminar de estrés por exposicion a amonio

En la Figura 11 se presenta el porcentaje de mortalidad de las PLs correspondiente a la

media de tres repeticiones. La mortalidad inicié a partir de 20 mg/L y fue aumentando a

mayores concentraciones hasta alcanzar un 90 por ciento a 50 mg/L.

A la concentracion de 50 mg/L, los organismos presentaron conductas anormales y

ausencia de signos vitales en las primeras horas de exposicion.
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Figura 11. Porcentaje de mortalidad de PLs de M. rosenbergii correspondiente a la

media de tres repeticiones

La CLso- 24n Obtenida mediante el método de Probit fue de 38,551 mg NAT/L (Tabla 15);
por otro lado, la concentracion inocua fue de 3,855 mg NAT/L, calculada segun el factor

de aplicacion (10 por ciento de la CLso) propuesto por Sprague (1971).

Estos dos valores sirvieron para delimitar la concentracién utilizada en la prueba de estrés
definitiva; la cual fue mayor a 3,8551 mg NAT/L y menor a 38,551mg NAT/L.

Tabla 15: Porcentaje de mortalidad de PLs después de la prueba preliminar de

exposicion a amonio

Concentracion Tiempo de exposicion
(mgNAT/I) 24 h

Cero 0

20 10

30 20

40 30

50 90

CLso 38,551
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La CLso-24n Obtenida, respondio a una temperatura de 20°C y pH 8,5. Mayores valores

de estos parametros de calidad de agua, representan una mayor toxicidad por amoniaco

y por ende un menor valor de CLso, (Straus 1991).

En la Figura 12 se grafica la curva dosis-respuesta de las postlarvas frente a la exposicion

a amonio; resaltando la CLsp mg/L obtenida.
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Y=11,36x -11,902
R2=0,6073

F\ CLs

0 10 20 30 40 50
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Figura 12. Representacion grafica del calculo de CLso-24n para amonio

Segln la Tabla 16, el valor de CLso-24n Se encuentra dentro de sus limites de confianza.

Este rango servira para ubicar futuros valores de CLso-24n Utilizando este téxico de

referencia en postlarvas de la misma especie.

Tabla 16: Limites de confianza del CLso-24n amonio

CLso0-24n 38,551 mg NAT/L
LS 46,613 mg NAT/L
LI 32,597 mg NAT/L
F (estadistico de Fisher) 3,02
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4.3. Pruebas de estrés definitivas

Las pruebas de estrés por exposicion a formalina (600 mg/L) y exposicion a amonio (30
mg NAT/L) se realizaron en un corto periodo de tiempo, 01 hora y 24 horas,
respectivamente, por lo que pertenecen a la clasificacion de estrés agudo, establecida por
Zacarias — Soto (1997).

Los organismos sometidos a tales concentraciones pasaron rapidamente por las tres fases
de respuesta frente al agente estresante: alarma, resistencia y agotamiento. Finalmente,
al no poder reestablecer su homeostasis, algunas postlarvas murieron, sobreviviendo solo
las més resistentes (Aparicio, 2009; Puente, 2009; Zamora, 2012 y Sanmiguel et al.,
2018).

En las Figuras 13 y 14 se aprecia la distribucién de las unidades experimentales en E1 y

E2, respectivamente

Figura 13. Distribucion de las unidades experimentales en E1
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Figura 14. Distribucién de unidades experimentales en E2

4.4. Parametros de calidad de agua durante la aplicacion de pruebas de estrés

Los parametros de calidad de agua medidos durante la aplicacién de las pruebas de estrés
se presentan en la Tabla 17. Los resultados demuestran, que en todos los casos, los valores
obtenidos se encuentran dentro del rango aceptable para el cultivo de postlarvas de
camaréon Macrobrachium rosenbergii. Por lo tanto, se descarta que las conductas
anormales y la mortalidad observada durante la experimentacion, sea consecuencia de un

mal manejo de la temperatura y pH.
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Tabla 17: Parametros de calidad de agua durante la aplicacion de pruebas de estrés

Lugar de

experimentacion

Prueba de estrés

Tiempo exposicion/

Parametro

pH

T°C

El E2
Formalina Amonio Formalina Amonio
1h Oh 12 h 16 h 20 h 24 h 1lh Oh 12 h 16 h 20 h 24 h
8,08 = 0,04 8,31 8,01 8,02 8,03 8,308 7,81+0,01 8,38 8,3 8,29 8,3 8,28
28,18 £ 0,08 27,2 27,1 27,18 27,8 21,7 27,2 £ 0,07 27,3 2556 26,46 27,82 2641

Nota: Los datos corresponden a la media de diez repeticiones



En las Tablas 18 y 19 se presenta las concentraciones de amonio reales (mg NAT/L)

obtenidas durante la prueba de exposicion amonio en E1 y E2 respectivamente.

Asimismo, en las Tablas 20 y 21 se presenta las concentraciones de amoniaco obtenidas
durante la prueba de exposicion amonio en E1 y E2 respectivamente. Las
concentraciones iniciales 4,07 y 4,25 mg NHs/L fueron disminuyendo con el paso de las

horas.

Las mayores concentraciones de amoniaco (NHs/L) se registraron en E2, lugar donde
también se presentaron los mayores valores de pH. Se conoce que, a medida que aumenta
el pH, aumenta la toxicidad del amoniaco ya que el NH4" libera un ion de hidrégeno
produiendo NHs (Allan et al., 1990).

Para evaluar una posible pérdida de amonio por evaporacion se realizé un ensayo con
ausencia de organismos y se midi6 la concentracion al inicio y después de 24 horas. Los
resultados no presentaron variaciones, corroborando que no se produjo pérdida de

amonio por evaporacion.

Tabla 18: Valor real de amonio (mg NAT/L) en E1

Tiempo de exposicion (horas)

Unidad

experimental 0 12 16 20 24
T1 30 50 50 30 15
T2 30 50 50 30 15
T3 30 75 50 30 15
T4 30 75 50 30 15
T5 30 50 50 30 15
T6 30 50 50 30 15
T7 30 50 50 30 15
T8 30 75 50 30 15
T9 30 75 50 30 15
T10 30 50 50 30 15
PROMEDIO 30 60 50 30 15
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Tabla 19: Valor real de amonio (mg NAT/L) en E2

Tiempo de exposicion (horas)

Unidad

experimental 0 12 16 20 24
Tl 30 50 30 15 15
T2 30 50 30 15 15
T3 30 50 30 15 15
T4 30 50 30 15 15
T5 30 50 30 15 15
T6 30 50 30 15 15
T7 30 50 30 15 15
T8 30 50 30 15 15
T9 30 50 30 15 15
T10 30 50 30 15 15
PROMEDIO 30 50 30 15 15

Tabla 20: Concentracion de amoniaco (mg NHa/l) en E1

Tiempo de exposicion (horas)

Unidad

experimental 0 12 16 20 24

T1 4,07 3,96 3,19 2,2 1,85
T2 4,07 3,93 3,24 2,21 1,89
T3 4,07 3,89 3,22 2,05 1,93
T4 4,07 3,95 3,59 2,08 1,93
T5 4,07 3,96 3,56 2,23 1,94
T6 4,07 3,96 3,19 2,2 1,85
T7 4,07 3,93 3,24 2,21 1,89
T8 4,07 3,89 3,22 2,05 1,93
T9 4,07 3,95 3,59 2,08 1,93
T10 4,07 3,96 3,56 2,23 1,94
PROMEDIO 4,07 3,938 3,36 2,149 1,908
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Tabla 21: Concentracion de amoniaco (mg NHs/L) en E2

Unidad Tiempo de exposicion (horas)
experimental 0 12 16 20 24
T1 4,25 4,06 3,59 2,27 1,94
T2 4,25 4,01 3,55 2,23 1,99
T3 4,25 4,03 3,57 2,2 1,97
T4 4,25 4,04 3,59 2,21 1,97
T5 4,25 3,98 3,52 2,26 1,98
T6 4,25 4,06 3,59 2,27 1,94
T7 4,25 4,01 3,55 2,23 1,99
T8 4,25 4,03 3,57 2,2 1,97
T9 4,25 4,04 3,59 2,21 1,97
T10 4,25 3,98 3,52 2,26 1,98

PROMEDIO 4,25 4,024 3,56 2,234 1,97

4.5. Respuestas conductuales y morfologicas de las postlarvas tras la aplicacion de

pruebas de estrés

En las Tablas 22 y 23 se registra la presencia de respuestas conductuales y morfologicas
observadas en las postlarvas de camardén Macrobrachium rosenbergii durante y después

de la aplicacion de pruebas de estrés en E1 y E2, respectivamente.

Cabe mencionar que el orden en que se presentaron las respuestas conductuales anormales
fue el siguiente: primero se observé el nado circular, seguido de la paréalisis temporal y la
contraccion de la cola, posteriormente se produjo el hundimiento de las postlarvas y
finalmente la muerte de las mismas, momento en el cual, se distinguid la respuesta

morfoldgica: coloracion blanquecina en todo el cuerpo.
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Tabla 22: Respuestas conductuales y morfoldgicas de PLs presentadas en E1

Respuesta conductual Respu,e sta
. morfologica
Concentracion T — v
Nado I Paralisis Contraccion  Coloracién
. Hundimiento .
Circular temporal  de la cola blanquecina
Control - - - - -
600 mg
. + + + + +
formalina/L
30 mg NAT/L + + + + +

Nota: + Si presentd respuesta; - No present6 respuesta

Tabla 23: Respuestas conductuales y morfoldgicas de PL presentadas en E2

Respuesta conductual Respu,esFa
. morfoldgica
Concentracion —— — =
Nado . Paralisis Contraccion  Coloracién
) Hundimiento .
Circular temporal  de la cola blanquecina
Control - - - - -
600 mg
formalina/L * * * * *
30 mg NAT/L + + + + +

Nota: + Si presentd respuesta; - No present6 respuesta

De acuerdo a los datos registrados, en ambas pruebas de estrés, se observo la presencia
de todas las conductas anormales y el cambio de coloracion descritos anteriormente.

En otras experiencias, como las de Vives (2016), las postlarvas de Macrobrachium
rosenbergii expuestas al plaguicida organofosforado metamidofos (nombre comercial:
Stermin), no registraron contraccion de la cola como respuesta conductual, pero si, la
presencia de paralisis en el cuerpo, saltos esporéddicos fuera del agua, nado lento y
discontinuo, entre otras conductas anormales similares a las obtenidas en el presente

experimento.

En las Tablas 24 y 25, se presenta el numero de postlarvas que presentaron contraccion
de la cola, correspondiente a diez unidades experimentales. Las desviaciones estandar
obtenidas en todas las pruebas fueron menores a la unidad, lo que significa que las

repeticiones tuvieron una distribucién homogénea.
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Tabla 24: Numero de PLs con presencia de contraccion de la cola tras aplicacion
de pruebas de estrés en E1

PL N°inicial PLs  Formalina Amonio
Tl 100 30 30
T2 100 40 40
T3 100 30 40
T4 100 40 50
T5 100 20 30
T6 100 20 20
T7 100 30 20
T8 100 30 30
T9 100 20 30
T10 100 30 20
PROM - 30 30
DESV. STA - 0,738 0,994

Tabla 25: Numero de PLs que manifestaron la contraccion de la cola tras ser
sometidas a pruebas de estrés de exposicion a la formalina 'y a amonio en E2

PL N° inicial PLs ~ Formalina Amonio
T1 100 30 40
T2 100 30 40
T3 100 40 30
T4 100 50 30
IE 100 50 40
T6 100 40 30
T7 100 40 40
T8 100 30 60
T9 100 40 40
T10 100 40 30
PROM - 40 40
DESV. STA - 0,738 0,919

La diferencia entre la cantidad de PLs de camaron Macrobrachium rosenbergii que

presentaron contraccion de la cola en la prueba de estrés por exposicion a formalina y a
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amonio no fue significativa (p>0,05). En base a ello, se puede afirmar que ambas pruebas
de estrés, con condiciones abidticas similares (pH y T°C), producen la misma cantidad
de postlarvas con contraccion de la cola, tanto para las provenientes de camaronera Las

Palmas como las de Aqua Prawn.

En la Figura 15 se muestra una postlarva de camaron Macrobrachium rosenbergii con

presencia de contraccion de la cola.

Figura 15. Postlarva de Macrobrachium rosenbergii presentando contraccion de la cola

tras la aplicacion de las pruebas de estrés

De acuerdo a la literatura revisada, se conoce que el Sistema Nervioso Auténomo (SNA)
es el responsable de la respuesta inmediata frente a una disrupcion de la homeostasis 0

amenaza al bienestar del individuo.

La exposicion a agentes estresantes como formalina y amonio, conlleva a la activacion
de neuronas pre-ganglionares simpaticas y desde alli, mediante la accion de la
noradrenalina, se estimulan los diferentes drganos efectores que aumentan la produccién
de adrenalina. Como consecuencia se incrementa el flujo de sangre al sistema nervioso
central y al sistema musculo esquelético, cuyos 6rganos deberan coordinar una respuesta

efectiva para controlar al agresor percibido (Koscinczuk, 2014).

En el camar6n Macrobrachium rosenbergii expuesto a formalina/ amonio, la reaccién de

alarma mencionada se reflejo en el nado en circulos y la contraccion de la cola
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demostrando un comportamiento de “escape”, cuyo objetivo es mejorar el aporte de

sangre oxigenada al cerebro y al sistema musculo-esquelético.

Este procedimiento tiene un alto costo energético; cuando falta O, a causa de la actividad
muscular intensa, se activa el metabolismo anaerobio mediante el cual se genera ATP y
lactato. Por este motivo, cuando se activa el SNA también se produce la estimulacion del
eje Hipotalamo Pituitario Adrenal (HPA), asegurando asi el aporte adicional de energia
mediante la movilizacion de glucosa. Esta fuente de energia adicional permitiria un
trabajo mas eficiente de las células, reforzando y mejorando la respuesta inicial que habia

comenzado con la activacion del sistema simpaético.

En crustaceos, con la estimulaciéon del eje HPA se produce la liberacion de la HHc
(hormona hiperglucémica de crustaceos) que actua para satisfacer la creciente demanda
de energia en pro de regular la homeostasis del organismo (Zamora, 2012 y Aparicio,
2009).

Como el estimulo estresante continGa, aumentan los niveles de lactato por la activacién
del mecanismo anaerdbico, que a su vez intensifica la liberacion de HHc, promoviendo
la conversion del glucogeno en glucosa. Sin embargo, la alta concentracion de la glucosa

inhibe la liberacion de HHc por retroalimentacion negativa (Janaina, 2016).

En consecuencia, se disminuye la cantidad de energia para cualquier proceso conductual
y fisiolégico (osmorregulacién), por lo que la postlarva reacciona disminuyendo su

actividad, hasta el punto de quedar paralizada en la columna de agua hasta hundirse.

Finalmente, debido a que las concentraciones de los toxicos en las pruebas de estrés
fueron elevadas, era necesaria una gran cantidad de oxigeno para su eliminacion; sin
embargo, al alterarse la osmorregulacién y en el equilibrio &cido base, el flujo de agua a
través de las branquias se restringe, generando un estrés respiratorio y la posterior muerte

de las postlarvas caracterizado por la ausencia de signos vitales y el cambio de coloracion.
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4.6.

Las postlarvas que sobrevivieron demuestran que los modos de captacion y eliminacion
de desechos nitrogenados y sustancias toxicas varian, ya que dependen de su capacidad
para resistir la absorcion y eliminar efectivamente estos contaminantes de su interior

(Camargo y Alonso, 2007)

En el estudio de Vives (2016), los derivados organofosforados (OPs) con los que trabajo,
inhibieron la enzima acetilcolinesterasa (AChE) acarreando hiperestimulacion
colinérgica, dafios irreversibles y muerte. Esta enzima, presente en el sistema nervioso
central y periférico, es reconocida como la principal unidad funcional, ya que es
responsable de la finalizacién de la transmision de los impulsos nerviosos mediante el

neurotransmisora acetilcolina (ACh) (Cavalcanti et al., 2016).

Los agrotoxicos organofosforados promovieron la fosforilacion; de esta forma, hubo
acumulacion de acetilcolina en los empalmes nerviosos, y por ende, la propagacion de
impulsos eléctricos, desencadenando un proceso de paralisis, miosis, salivacion,
broncorrea, broncoconstriccion, fasciculacion, debilidad muscular y convulsiones, lo que

consecuentemente provocé la muerte del organismo por asfixia (Cavalcanti et al., 2016).

Supervivencia de las postlarvas frente a pruebas de estrés

En las Tabla 26 y 27 se registra la supervivencia obtenida tras la aplicacion de la prueba
de estrés por exposicion a la formalina en E1 y E2, respectivamente. Los valores
obtenidos en ambos lugares de experimentacion, no se ajustaron a una distribucién normal
(p < 0,05), pero si tuvieron una distribucion homogénea por presentar una desviacion

estandar menor a la unidad.
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Tabla 26: Supervivencia tras prueba de estrés por exposicion a formalina en E1

o Porcentaje

Unidad experimental N* inicial de N° PLsvivas  Supervivencia

PLs )
Control 1 10 10 100
Control 2 10 10 100
T1 10 7 70
T2 10 6 60
T3 10 7 70
T4 10 6 60
T5 10 8 80
T6 10 8 80
T7 10 7 70
T8 10 7 70
T9 10 8 80
T10 10 7 70
Total 120 71 -
Desviacion estandar - 0,738 0,738
Promedio - - 71
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Tabla 27: Supervivencia tras prueba de estrés por exposicion a formalina en E2

o Porcentaje

Unidad experimental N* inicial de N° PLsvivas  Supervivencia

PLs )
Control 1 10 10 100
Control 2 10 10 100
Tl 10 7 70
T2 10 7 70
T3 10 6 60
T4 10 5 50
T5 10 5 50
T6 10 6 60
T7 10 6 60
T8 10 7 70
T9 10 6 60
T10 10 6 60
Total 120 61 -
Desviacion estandar - 0,738 0,738
Promedio - - 61

Asimismo, en las Tabla 28 y 29 se registra la supervivencia obtenida tras la aplicacion de
la prueba de estrés por exposicién a amonio en E1 y E2, respectivamente. En E1, los
valores obtenidos se ajustaron a una distribucion normal (p > 0,05); mientras que, en E2
sucedio lo contrario (p < 0,05). Sin embargo, en ambos lugares de experimentacion, las
desviaciones estandar fueron menores a la unidad, demostrando que los datos se

distribuyeron homogéneamente.
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Tabla 28: Supervivencia de PLs tras aplicacion de prueba de estrés por exposicion a amonio (30 mg NAT/L) en E1

Unidad N° inicial Tiempo de exposicién (horas)
experimental  de PLs 0 12 16 20 24

N° PL. Porcentaje S Porcentaje s Porcentaje S Porcentaje s Porcentaje

) Supervivencia Supervivencia Supervivencia Supervivencia Supervivencia

vivas %) vivas ) vivas ) ) )
Control 1 10 10 100 10 100 10 100 10 100 10 100
Control 2 10 10 100 10 100 10 100 10 100 10 100
T1 10 0 0 8 80 8 80 7 70 7 70
T2 10 0 0 7 70 7 70 7 70 6 60
T3 10 0 0 8 80 8 80 6 60 6 60
T4 10 0 0 8 80 7 70 7 70 5 50
T5 10 0 0 9 90 9 90 8 80 7 70
T6 10 0 0 10 100 9 90 8 80 8 80
T7 10 0 0 9 90 9 90 8 80 8 80
T8 10 0 0 8 80 7 70 7 70 7 70
T9 10 0 0 9 90 9 90 8 80 7 70
T10 10 0 0 10 100 9 90 9 90 8 80
Total 120 0 - 86 - 82 - 75 - 69 -
Des estandar - 0 0 0,966 0,966 0,919 0,919 0,850 0,850 0,994 0,994
Promedio - - 0 - 86 - 82 - 75 - 69




Tabla 29: Supervivencia de PLs tras aplicacion de prueba de estrés por exposicion a amonio (30 mg NAT/L) en E2

Unidad

experimental

Control 1
Control 2
T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

T10
Total
Des estandar

Promedio

N° inicial
de PLs

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
120

Tiempo de exposicion (horas)

0 12 16 20 24
N° PL. Porcentaje S Porcentaje s Porcentaje S Porcentaje s Porcentaje
) Supervivencia Supervivencia Supervivencia Supervivencia Supervivencia
T o (%) (%) (%) (%)
10 100 10 100 10 100 10 100 10 100
10 100 10 100 10 100 10 100 10 100
0 0 9 90 9 90 9 90 6 60
0 0 9 90 7 70 6 60 6 60
0 0 8 80 8 80 8 80 7 70
0 0 8 80 8 80 8 80 7 70
0 0 8 80 8 80 8 80 6 60
0 0 9 90 9 90 8 80 7 70
0 0 9 90 8 80 8 80 6 60
0 0 8 80 8 80 7 70 4 40
0 0 10 100 8 80 6 60 6 60
0 0 9 90 9 90 8 80 7 70
0 - 87 - 82 - 76 - 62 -
0 0 0,675 0,675 0,632 0,632 0,966 0,966 0,919 0,919
- 0 - 87 - 82 - 76 - 62




En la Tabla 30 se registra los porcentajes de supervivencia promedios de diez repeticiones,
obtenidos tras la aplicacion de pruebas de estrés en E1 y E2, respectivamente. En todos los
casos, se demostrd que existen evidencias estadisticamente suficientes para validar la buena
calidad de las postlarvas de Macrobrachium rosenbergii, ya que los resultados fueron mayores
al 60 por ciento.

Para el caso de este estudio, se decidio considerar el porcentaje de supervivencia mayor al 60
por ciento, como criterio de calidad, ya que las concentraciones utilizadas en las pruebas de
estrés han sido altas, lo que representa un mayor esfuerzo para las postlarvas y pone a prueba

su capacidad de osmorregulacién y su condicion para tolerar condiciones ambientales adversas.

No obstante, otros autores, que han realizados pruebas de calidad en postlarvas de Litopenaeus
vannamei, sefialan que la supervivencia frente a pruebas de estrés de salinidad, debe ser mayor
al 80 por ciento, del mismo modo, Anaya (2005) y Villalon (1991) sugieren supervivencias por

encima del 70 por ciento.

Supervivencias a las pruebas de estrés inferiores a 60 por ciento, tienen una probabilidad
considerable de que la supervivencia en la etapa de nursery sea inferior a la 6ptima 65% - 75%,
lo que significa problemas en el cultivo Villalon (1991). Ante esta situacion se debe brindar a
los laboratorios la opcion de mejorar la alimentacion para compensar probables deficiencias
nutricionales, pues es sabido que el aspecto nutricional también juega un rol importante en la
reduccion de la mortalidad y en la mala calidad de las postlarvas, especialmente en la
constitucion bioguimica-nutricional, lo que les permite tener diferentes grados de resistencia a

condiciones adversas (Calderon, 1993).

Por otro lado, las postlarvas de los grupos control (0O mg/L) mantuvieron el 100 por ciento de
Supervivencia (Figura 24) y presentaron signos normales de comportamiento, como busqueda
de alimento, lucha territorial, desplazamiento en toda la columna de agua y reaccion rapida a
los estimulos mecanicos brindados. Con ello, se descarta que la muerte se haya debido a no

tener controladas las variables fisicoquimicas del agua.
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Tabla 30: Porcentaje de supervivencia promedio tras aplicacion de pruebas de estrés

Lugar de
El E2
experimentacién
Tiempo exposicion
N Oh 1h 12 h 16 h 20 h 24 h 0Oh 1h 12 h 16 h 20 h 24 h
Concentracion
Controles 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Prueba de estrés de
) 100 71 - - - - 100 61 - - - -
formalina
Prueba de estrés de
100 100 86 82 75 69 100 100 87 82 76 62

amonio




4.7. Comparacion de la supervivencia obtenida en las pruebas de estrés

En las Figuras 15 y 16, se grafica la distribucion de la supervivencia en las unidades
experimentales, después de la aplicacion de las pruebas de estrés de formalina y amonio en E1
y E2, respectivamente.
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Figura 16. Supervivencias de PLs obtenida tras la aplicacion de prueba de estrés por

exposicion a formalina en E1
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Figura 17. Supervivencia de PLs obtenida tras la aplicacion de prueba de estrés por

exposicion a amonio en E1
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Figura 18. Supervivencias de PLs obtenida tras la aplicacion de la pruebas de estrés por

exposicion a formalina en E2

MR L G NI GEECERNEN
& &
¢ &

100
90
80
7
6
5
4
3
2
1

% Supervivencia
O O O O o o o

o

Unidad Experimental

Figura 19. Supervivencia de PLs obtenida tras la aplicacion de las pruebas de estrés por

exposicion a amonio en E2
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Como ya se mencioné anteriormente, en E1 se obtuvo una supervivencia promedio de 71 por
ciento para la prueba de exposicion a formalina y 69 por ciento para la prueba de exposicion a
amonio. Asimismo, en E2, la supervivencia promedio fue 61 por ciento tras la exposicion a

formalina y 62 por ciento tras la exposicion a amonio.

En ambos lugares de experimentacion, la supervivencia obtenida tras la prueba de estrés por
exposicion a formalina no fue estadisticamente diferente a la supervivencia de la prueba por

exposicion a amonio (p >0,05).

En base a los resultados mencionados, se valida la posibilidad de aplicar indistintamente una
de las dos pruebas, para evaluar la calidad postlarval de camarén Macrobrachium rosenbergii,

ya que ambas obtienes resultados iguales.
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V.  CONCLUSIONES

Se evalud la calidad de las postlarvas de camaron Macrobrachium rosenbergii producidas
en dos ecloserias comerciales, mediante la aplicacion de pruebas de estrés de exposicion

a formalina y a amonio, empleando un protocolo descrito en el texto.

La prueba de exposicion a amonio, permitié evaluar la buena calidad de las PLs en ambas
ecloserias al obtenerse porcentajes de supervivencia promedio de 69 por ciento y 62 por

ciento en E1y E2, respectivamente.

La prueba de exposicion a formalina, permitio evaluar la buena calidad de las PLs en
ambas ecloserias al obtenerse porcentajes de supervivencia promedio de 71 por ciento en
la experimentacion en la E1 y 61 por ciento, en la E2.

Las respuestas conductuales de las postlarvas de Macrobrachium rosenbergii, tras la
exposicion a los agentes estresantes: formalina y amonio fueron: nado circular,
contraccion de la cola, paralisis temporal, hundimiento y la respuesta morfologica fue

coloracion blanquecina del cuerpo.

Las pruebas de estrés de exposicién a formalina y a amonio, en base a la respuesta
conductual: contraccion de la cola y a la supervivencia, no presentaron diferencias
estadisticamente significativas, por lo que se concluye que ambas pruebas pueden
realizarse indistintamente en la evaluacién de la calidad de postlarvas de Macrobrachium

rosenbergii.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda adaptar las condiciones experimentales para evaluar la calidad postlarval

mediante pruebas de estrés cronico.

Se recomienda evaluar las condiciones nutricionales de las postlarvas y su relacion con

la calidad de las mismas.

Para proximas evaluaciones se recomienda realizar un diagnéstico hemocitario cuyos
resultados sirvan como indicador del estado fisiologico del animal; con lo cual, se tendria

un mayor sustento sobre la calidad de las postlarvas.

Para evaluaciones siguientes se recomienda realizar una evaluacion histopatologica de los

tejidos branquiales, para validar los efectos bioquimicos y fisioldgicos adversos.

Se recomienda, regular la realizacién de pruebas de estrés a través de un certificado de
calidad, proporcionado por la ecloseria ejecutora, el mismo que debe ser fiscalizado por

entidades acuicolas.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Reporte de control de Recepcién en E2

Piscigranga : Camaronera Aqua Prawn
Fecha 03/12/18

Parametros de transporte

Tiempo de transporte 1,5 horas
02 del agua de transporte 25,95 mg OD/I
pH del agua de transporte 8,05

Salinidad del agua de transporte 2 %o

Recepcion

Tiempo de cosecha de PLs 30 dias
Temperatura del agua de 27°C
recepcion

Salinidad del agua de recepcion 0 %o

Cantidad de PLs 500

Anexo 2. Resultados de la prueba preliminar de exposicién a la formalina

En la Tabla 31 se muestran el nimero de PLs muertas tras una hora de exposicion a cinco

concentraciones diferentes de formalina.
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Tabla 31: Numero de PLs muertas tras la prueba de estrés preliminar de exposicion a la

formalina
Concentraciéon (mg/L)  N° PLs inicial Repeficiones Media = Desv.Est
Rl R2 R3
0 10 0 0 O 0+0
40 10 0 0 O 0+0
200 10 1 2 1 1+0,6
400 10 1 2 1 1+0,6
600 10 2 2 1 2+0,6
800 10 10 9 9 9+0,6

Anexo 3. Resultados de prueba preliminar de exposicion a amonio

En la Tabla 32 se muestran el nimero de PLs muertas tras 24 horas de exposicion a cuatro

concentraciones diferentes de formalina.

Tabla 32: Numero de PLs muertas tras prueba de estrés preliminar de exposicion a

amonio

Repeticiones

Concentracion (mg/L) N° PLs inicial Media £ Desv.Est
R1 R2 R3
0 10 0O 0 O 0+0
20 10 1 1 ©0 1+0
30 10 2 2 2 240,6
40 10 2 3 3 310,6
50 10 9 10 10 10+0,6
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Anexo 4. Registro de presencia de contraccion de la cola en PLs de camardn M. Rosenbergii frente a prueba de amonio — E1

No No No No No
Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta
presenta . presenta ) presenta . presenta . presenta )
muestral ] deformidad muestral . deformidad muestral . deformidad muestral ) deformidad muestral ) deformidad
deformidad deformidad deformidad deformidad deformidad
1 =1 2 =1 3 =1 4 =1 5 =1
=0 =0 =0 =0 =0
PL1 0 PL1 0 PL1 0 PL1 0 PL1 0
PL2 0 PL 2 0 PL2 0 PL2 0 PL 2 0
PL3 0 PL3 0 PL3 0 PL 3 0 PL3 0
PL4 0 PLA4 0 PL4 0 PL4 0 PLA4 0
PL5 0 PL5 0 PL5 0 PL5 0 PL5 0
PL6 0 PL6 0 PL6 0 PL6 1 PL6 0
PL7 0 PL7 1 PL7 1 PL7 1 PL7 0
PL 8 1 PL 8 1 PL 8 1 PL 8 1 PL 8 1
PL9 1 PL9 1 PL9 1 PL9 1 PL9 1
PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1




Anexo 4 ... Continuacion

No No No No No
Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta
presenta . presenta . presenta . presenta . presenta .
muestral ] deformidad muestral . deformidad muestral . deformidad muestral ) deformidad muestral ] deformidad
deformidad deformidad deformidad deformidad deformidad
6 =1 7 =1 8 =1 9 =1 10 =1
=0 =0 =0 =0 =0
PL1 0 PL1 0 PL1 0 PL1 0 PL1 0
PL2 0 PL2 0 PL2 0 PL 2 0 PL2 0
PL3 0 PL3 0 PL3 0 PL3 0 PL3 0
PL4 0 PL4 0 PL4 0 PLA4 0 PL4 0
PL5 0 PL5 0 PL5 0 PL5 0 PL5 0
PL6 0 PL6 0 PL6 0 PL6 0 PL6 0
PL7 0 PL7 0 PL7 0 PL7 0 PL7 0
PL 8 0 PL 8 0 PL 8 1 PL 8 1 PL 8 0
PL9 1 PL9 1 PL9 1 PL9 1 PL9 1

PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1




Anexo 5. Registro de presencia de contraccion de la cola en PLs de camaron M. Rosenbergii frente a prueba de formalina — E1

No No No No No
Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta
presenta . presenta ) presenta . presenta . presenta .
muestral . deformidad muestral ) deformidad muestral . deformidad muestral . deformidad muestral ) deformidad
deformidad deformidad deformidad deformidad deformidad
1 =1 2 =1 3 =1 4 =1 5 =1
=0 =0 =0 =0 =0
PL1 0 PL1 0 PL1 0 PL1 0 PL1 0
PL 2 0 PL2 0 PL2 0 PL 2 0 PL 2 0
PL3 0 PL 3 0 PL 3 0 PL3 0 PL3 0
PLA4 0 PL4 0 PL4 0 PL4 0 PL4 0
PL5 0 PL5 0 PL5 0 PL5 0 PL5 0
PL6 0 PL6 0 PL6 0 PL6 0 PL6 0
PL7 0 PL7 1 PL7 0 PL7 1 PL7 0
PL 8 1 PL 8 1 PL 8 1 PL 8 1 PL 8 0
PL9 1 PL9 1 PL9 1 PL9 1 PL9 1
PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1




Continuacion ...

No No No No No
Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Unidad Unidad
presenta . presenta . presenta . presenta . presenta
muestral ] deformidad muestral . deformidad muestral . deformidad muestral ) deformidad muestral ]
deformidad deformidad deformidad deformidad deformidad
6 =1 7 =1 8 9 10
=0 =0 =0 =0 =0
PL1 0 PL1 0 PL1 0 PL1 0 PL1 0
PL2 0 PL2 0 PL2 0 PL 2 0 PL2 0
PL3 0 PL3 0 PL3 0 PL3 0 PL3 0
PL4 0 PL4 0 PL4 0 PLA4 0 PL4 0
PL5 0 PL5 0 PL5 0 PL5 0 PL5 0
PL6 0 PL6 0 PL6 0 PL6 0 PL6 0
PL7 0 PL7 0 PL7 0 PL7 0 PL7 0
PL 8 0 PL 8 1 PL 8 PL 8 0 PL 8
PL9 1 PL9 1 PL9 PL9 PL9
PL 10 1 PL 10 1 PL 10 PL 10 PL 10




Anexo 6. Registro de presencia de contraccion de la cola en PLs de camardn M. Rosenbergii frente a prueba de amonio — E2

No No No No No
Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta
presenta . presenta . presenta ) presenta . presenta .
muestral ) deformidad muestral . deformidad muestral . deformidad muestral . deformidad muestral ] deformidad
deformidad deformidad deformidad deformidad deformidad
1 =1 2 =1 3 =1 4 =1 5 =1
=0 =0 =0 =0 =0
PL1 0 PL1 0 PL1 0 PL1 0 PL1 0
PL 2 0 PL2 0 PL 2 0 PL2 0 PL2 0
PL3 0 PL 3 0 PL3 0 PL3 0 PL3 0
PL4 0 PL 4 0 PL4 0 PL4 0 PL4 0
PL5 0 PL5 0 PL5 0 PL5 0 PL5 0
PL6 0 PL6 0 PL6 0 PL6 0 PL6 0
PL7 1 PL7 1 PL7 0 PL7 0 PL7 1
PL 8 1 PL 8 1 PL 8 1 PL 8 1 PL 8 1
PL9 1 PL9 1 PL9 1 PL9 1 PL9 1
PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1




Continuacion...

No No No
Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad
presenta . presenta . presenta . presenta . presenta
muestral ] deformidad muestral . deformidad muestral . deformidad muestral ) deformidad muestral ]
deformidad deformidad deformidad deformidad deformidad
6 =1 7 =1 8 9 10
=0 =0 =0
PL1 0 PL1 0 PL1 0 PL1 0 PL1 0
PL2 0 PL2 0 PL2 0 PL 2 0 PL2 0
PL3 0 PL3 0 PL3 0 PL3 0 PL3 0
PL4 0 PL4 0 PL4 0 PLA4 0 PL4 0
PL5 0 PL5 0 PL5 1 PL5 0 PL5 0
PL6 0 PL6 0 PL6 1 PL6 0 PL6 0
PL7 0 PL7 1 PL7 1 PL7 1 PL7 0
PL 8 1 PL 8 1 PL 8 1 PL 8 1 PL 8
PL9 1 PL9 1 PL9 1 PL9 1 PL9
PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1 PL 10




Anexo 7. Registro de presencia de contraccion de la cola en PLs de camaron M. Rosenbergii frente a prueba de formalina — E2

No No No No No
Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta
presenta . presenta . presenta . presenta . presenta .
muestral ] deformidad muestral . deformidad muestral . deformidad muestral ) deformidad muestral ] deformidad
deformidad deformidad deformidad deformidad deformidad
1 =1 2 =1 3 =1 4 =1 5 =1
=0 =0 =0 =0 =0
PL1 0 PL1 0 PL1 0 PL1 0 PL1 0
PL2 0 PL2 0 PL2 0 PL 2 0 PL2 0
PL3 0 PL3 0 PL3 0 PL3 0 PL3 0
PL4 0 PL4 0 PL4 0 PLA4 0 PL4 0
PL5 0 PL5 0 PL5 0 PL5 0 PL5 0
PL6 0 PL6 0 PL6 0 PL6 1 PL6 1
PL7 0 PL7 0 PL7 1 PL7 1 PL7 1
PL 8 1 PL 8 1 PL 8 1 PL 8 1 PL 8 1
PL9 1 PL9 1 PL9 1 PL9 1 PL9 1
PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1




Continuacion...

No No No No No
Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta Unidad Presenta
presenta . presenta . presenta . presenta . presenta .
muestral ] deformidad muestral . deformidad muestral . deformidad muestral ) deformidad muestral ] deformidad
deformidad deformidad deformidad deformidad deformidad
6 =1 7 =1 8 =1 9 =1 10 =1
=0 =0 =0 =0 =0
PL1 0 PL1 0 PL1 0 PL1 0 PL1 0
PL2 0 PL2 0 PL2 0 PL 2 0 PL2 0
PL3 0 PL3 0 PL3 0 PL3 0 PL3 0
PL4 0 PL4 0 PL4 0 PLA4 0 PL4 0
PL5 0 PL5 0 PL5 0 PL5 0 PL5 0
PL6 0 PL6 0 PL6 0 PL6 0 PL6 0
PL7 1 PL7 1 PL7 0 PL7 1 PL7 1
PL 8 1 PL 8 1 PL 8 1 PL 8 1 PL 8 1
PL9 1 PL9 1 PL9 1 PL9 1 PL9 1
PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1 PL 10 1




Anexo 8. Resultados de analisis estadisticos

Tabla 33: Prueba Chi — Cuadrado / Prueba de proporciones
Ciudad

Comparacion de
Tratamientos
Formalina vs Amonio 0.9093 0.7963

*Los valores representan al p-valor obtenido al aplicar la prueba

Lima Tarapoto

Tabla 34: Test de Anderson Darling (Normalidad)

Ciudad
Tratamiento Lima Tarapoto
Formalina 0.0265 0.0265
Amonio 0.0049 0.1300

*Los valores representan al p-valor obtenido al aplicar la prueba

Tabla 35: Prueba de Signos — Formalina (Ho= mediana del porcentaje de
supervivencia mayor al 60 por ciento)

Ciudad
Tratamiento Lima Tarapoto
Formalina 0.5000 0.0039

*Los valores representan al p-valor obtenido al aplicar la prueba

Tabla 36: Prueba de Signos — Formalina (Ho= mediana del porcentaje de
supervivencia menor al 60 por ciento)

Ciudad
Tratamiento Lima Tarapoto
Formalina 0.8125 1.0000

*Los valores representan al p-valor obtenido al aplicar la prueba
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Tabla 37: Prueba de Signos — Amonio / E2 ((Ho= mediana del porcentaje de

supervivencia mayor al 60 por ciento)

Ciudad
Tratamiento Lima
Amonio 0.1875

*Los valores representan al p-valor obtenido al aplicar la prueba

Tabla 38: Prueba de Signos — Amonio / E2 (Ho= mediana del porcentaje de

supervivencia menor al 60 por ciento)

Ciudad
Tratamiento Lima
Amonio 0.9687

*Los valores representan al p-valor obtenido al aplicar la prueba

Tabla 39: Prueba t-student — Amonio / E1 (Ho= mediana del porcentaje de

supervivencia mayor al 60 por ciento)

Ciudad
Tratamiento Tarapoto
Amonio 0.0094

*Los valores representan al p-valor obtenido al aplicar la prueba

Tabla 40: Prueba t-student — Amonio / Tarapoto (Ho= mediana del porcentaje de

supervivencia menor al 60 por ciento)

Ciudad
Tratamiento Tarapoto
Amonio 0.9906

*Los valores representan al p-valor obtenido al aplicar la prueba

Tabla 41. Prueba de Levene

Ciudad

Tratamientos

Lima

Tarapoto

Formalina - Amonio

0.7222

0.4697
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*Los valores representan al p-valor obtenido al aplicar la prueba

Tabla 42: Prueba de Mann Whitnney

Ciudad
Comparacion de .
Tratamientos Lima Tarapoto
Formalina vs Amonio 0.7056 0.7774

*Los valores representan al p-valor obtenido al aplicar la prueba
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Anexo 9. Fotos sustentatorias de la experimentacion

Figura 21. Recepcion de postlarvas provenientes de camaronera Aqua Prawn
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Figura 22. Envase de transporte de postlarvas provenientes de camaronera Aqua Prawn

Figura 23. Preparacion de las unidades experimentales para la prueba de formalina en E2
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