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ABSTRACT

The embryonic development stages of Helisoma peruvianum (Broderip, 1832) (Pulmonata:
Planorbidae) reared under controlled conditions is described. 1 250 embryos located in 31 capsules
(Mean =40. 32) were maintained at 20 £ 1°C, 24 h of continued artificial light. 7 embryonic stages were
recognized: 2 cells, 4 cells, morulae, blastula, gastrula, trochophore "veliger" and juvenile. The greatest
mortality occurs at 192 h after being placed on the juvenile. The number of eggs per capsule had a
significant difference in comparison to H. trivolvis.

Key words: embryonic development, freshwater fauna, gastropod, Helisoma peruvianum, mortality.

RESUMEN

Se describe el desarrollo embrionario de Helisoma peruvianum (Broderip, 1832) (Pulmonata:
Planorbidae) bajo condiciones de ambiente controlado. Se mantuvieron 1250 embriones localizados en
31 capsulas (promedio = 40,32) a 20 + 1°C y 24 h continuas de luz artificial. Se reconocieron 7 estadios
embrionarios: 2 células, 4 células, morula, blastula, gastrula, trocofora “veliger” y juvenil. La mayor
mortalidad se produce a las 192 h post puesta en el estadio juvenil. Se obtuvieron diferencias
significativas en el nmero de huevos por cdpsulaen comparaciénaH. trivolvis.

Palabras clave: desarrollo embrionario, fauna dulceacuicola, gasterépodo, Helisoma peruvianum,
mortalidad.
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INTRODUCCION

Los embriones de gasteropodos pulmonados
siguen un desarrollo directo a partir de huevos
fertilizados hasta caracoles juveniles dentro
de una capsula llena de un fluido perivitelino
albuminoide (Kuang etal. 2002). Los huevos
son de tipo telolecito y presentan
segmentacion en espiral (Baker 1945). El
desarrollo es planctotréfico y lecitotrofico
(Beadle 1969, Rupert & Barnes 1995, Cowie
2001).

El género Helisoma es nativo de América del
Norte, pero se ha registrado su presenciaen la
region Neotropical, especialmente en los
andes del Perd, Ecuador y Colombia
(Kawano et al. 1985). Este género sirve de
modelo en una amplia gama de estudios
como: neurobioldgicos (Jimeénez et al. 2006,
Vavoulis et al. 2007, Goldberg et al. 2008)
ecotoxicologicos; tanto en estadio de huevos
(Tchounwou et al. 1991), embriones (Aboul-
Ela & Khalil 1987, Cole et al. 2002),
juveniles y adultos (Arthur et al. 1987,
Camargo & Alonso 2007). Esta selectividad
se debe por una parte a su distribucién
geografica, su participacion en la cadena
tréfica en ambientes acuaticos y por su
capsula transparente donde se puede observar
y seguir el desarrollo embrionario
directamente (Passuni et al. 2008).

En el Perd, el genero Helisoma esta
representado por Helisoma trivolvis (Say
1817), Helisoma duryi (Wetherby, 1879) y
Helisoma peruvianum (Broderip, 1832),
ubicados en la costa norte y central (Ramirez
etal. 2003). Los escasos trabajos en relacion a
estos caracoles se refieren solo a distribucion,
taxonomia y ecologia (Paraense 2003, 2004,
Letelier et al. 2003, Ramirez et al. 2003).
Recientemente Passuni et al. (2008) estudio
el efecto de cloruro de mercurio en el
desarrollo embrionario de H. trivolvis; sin
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embargo en H. peruvianum y en H. duryi no
existen reportes sobre su biologiay desarrollo
temprano.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar
los estadios embrionarios en H. peruvianum a
una temperatura constante; la tasa de
mortalidad entre los diferentes estadios vy,
compararlos con algunos detalles del
desarrollo embrionario de H. trivolvis.

MATERIALES Y METODOS

Especimenes de H. peruvianum fueron
colectados en acuarios de la ciudad de Lima,
Per, en el mes de julio de 2008. En el
laboratorio, fueron aclimatados por 30 dias en
un recipiente rectangular de vidrio de 6 L de
capacidad, con agua de grifo declorinada
reposada por 7 dias, a una temperatura 20 + 1
°C y alimentados con comida balanceada para
peces en forma de hojuelas. El fotoperiodo
empleado fue de 24 h de emisién de luz
continua mediante 2 fluorescentes lineales
(dayligth x 32 watts).

Se juntaron parejas de caracoles de H.
peruvianum con un didmetro promedio de 18
mm, los cuales se acondicionaron en
recipientes cilindricos (bocales) de 60 mm de
alto y 100 mm de diametro para el cruce y
puesta de capsulas. Para facilitar la obtencién
de las capsulas se agreg6 Elodea sp., de esta
manera tomando solo las hojas de la planta
acuatica con una pinza de relojero, se los pudo
trasladar a una placa de Petri para su posterior
observacion al microscopio estereoscopio.
Luego de 12 h se confirmo la presencia de
capsulas en cada recipiente (Gongora et al.
2007). La temperatura fue similar a la de
aclimatacion. La concentracion de cloro libre
fue 0,1mg- L™ . El monitoreo del desarrollo
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embrionariofuealasOh, 24 h,48,72h, 144 h
y 192 h. El pH promedio del agua fue de 7,4.

Se observo y fotografié el desarrollo
embridnico dentro de las capsulas de los
estadios de clivaje temprano hasta la
respectiva eclosién mediante un microscopio
de campo claro Carl Zeiss Jena® donde se
adaptd una camaradigital Cannon/Leica®.

Se evaluaron un total 31 c&psulas obtenidas
en tres replicas, de las cuales se obtuvo el
porcentaje total de cada estadio y el de la
mortalidad. Los embriones se consideraron
muertos cuando no mostraron movimiento de
rotacion durante aproximadamente 30 s
(Passuni etal. 2008).

Para comparar el nimero de huevos por
capsula entre H. peruvianum y H. trivolvis se
tomaron los datos de Passuni et al. (2008),
debido a que las condiciones de cultivo de H.
trivolvis fueron similares. Se utilizo la prueba
estadistica U de Mann- Whitney para
comparar el nimero de huevos en las dos
especies mediante el programa SPSS version
15,0.

RESULTADOS

EnlaTablas 1y 2y en laFig. 1 se presentan
los resultados del desarrollo embrionario y de
mortalidad de H. peruvianum bajo
condiciones de laboratorio. Para H.
peruvianum se evaluaron 31 cépsulas
conteniendo un namero total de 1 250 huevos
con un promedio estimado de 40 huevos por
capsula. La capsula consisti6 en una
envolturadoble de naturaleza gelatinosa llena
con un fluido albuminoide claro o
ligeramente coloreado. Los huevos
estuvieron cubiertos por una membrana
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vitelina, el citoplasma estuvo teflido de
marrén oscuro a claro, el nucleo fue mas
oscuro. La posicion del embrion varié dentro
de lacapsula.

La mayoria de las puestas ocurrieron durante
las horas nocturnas o tempranas en las
mafianas, ubicadas adheridas a la pared del
recipiente o en las hojas de Elodea. Se
diferenciaron 7 estadios embrionarios: 2
células, 4 células, morula, blastula, gastrula,
trocdfora “larvaveliger”y juvenil.

A) Clivaje (Fig. 1a-d).

El huevo fertilizado empieza el proceso de
clivaje inmediatamente después de la puesta.
Antes de las 4 h se observaron los estadios de
dos celulas resaltando los blastomeros de
igual tamafio (Fig. l1a). Posteriormente
(aproximadamente 1 h después) observamos
el estadio de 4 celulas (Fig. 1b) y h después a
lamoérula (Fig. 1¢) y blastula (1d).

B) Gastrulaciony estadios larvales (Fige - g).
Después del estadio de blastula, el proceso de
gastrulacion se inicia a partir de las 24 h;
encontrando este estadio hasta las 72 h (ver
tabla 1), sugiriendo que el desarrollo es
asincronico iniciada el clivaje, en
consecuencia, encontramos a las 24 h,
estadios de mérula (Fig c), blastula (Fig. d) y
gastrula (Fig. e), a las 48 h: blastula, gastrula
y trocofora, a las 72 h: gastrula y trocofora, a
las 144 horas trocéfora y “veliger” (Fig f) y
finalmente a las 192 h: el estadio juvenil (Fig.
g), donde se completa el desarrollo y sucede
la eclosion (Tabla 1). La gastrula se
caracteriza por un aplanamiento en uno de los
polos del embrién (polo vegetal). Hay que
destacar que al final de este estadio se observa
una rotacion del embrién alrededor de la
capsula por la presencia de cilios en la
superficie externa del mismo. Los estadios
larvales se caracterizan por la organogénesis
y cefalizacion del embrion. El porcentaje de
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mayor mortalidad se encuentra a las 192 h en
el estadio juvenil (3,56 + 8,10), la segunda
mayor mortalidad se encuentra a las 24 h
(2,88 + 5,27). La mortalidad al final del
tratamiento fuede 17,15+ 12,71 (Tabla 2).

En 31 cépsulas de H. peruvianum el niumero
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promedio de huevos fue de 40,32 y en 45
capsulas de H. trivolvis fue de 18,88, con una
diferencia significativa (U-Mann & Whitney,
p < 0,001) para el niamero de huevos en las
dos especies.

Tabla 1. Porcentaje de desarrollo embrionario de H. peruvianum post puesta a 20 = 1 °C en

condiciones de laboratorio.

Oh 24 h 48 h 72 h 144 h 192 h
2 células 1366,3241
4 células 6267,37i
Vorda 180+ 4830 ¢
Blastula Szlél,gli 41'7?2;
Gastrula 1(1)'1?7151 Sés,gzi 12212,35i
R SRR
Larva 85,31 +
\eliger 11,78
Juvenil 7;’25’301

Tabla 2. Porcentaje de mortalidad embrionaria de H. peruvianum durante 192 h post puesta.

24h 48h 72h 144 h 192 h
Mortalidad 2,88 +527 0,81 +1,65 2,01 +5,00 1,42 +3,21 3,56 +8,10
Mortalidad acumulada 955 +8,26 10,36 +8,69 12,37 +10,05 13,79 +11,43 17,35 +12,71
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Figura 1. Estadios embrionarios, larvales y juveniles de H. peruvianum cultivados en condiciones de laboratorio. A) dos
células, B) cuatro células, C) Morula, D) bléastula, E) gastrula, F) larva veliger y G) juvenil. Aumento 100X.
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DISCUSION

Experimentos realizados con H. trivolvis
procedentes de Zempoala, Morelos, México
han demostrado que la autofecundacion no es
una forma alternativa de reproduccion tan
eficiente en esta especie (Paraense & Correa
1988).

Los embriones de H. peruvianum, estan
individualmente compartimentalizados en

capsulas con un nimero variable (x=40,32) a

diferencia de H. trivolvis que contiene en las
masas de huevos entre 5 a 50 embriones
(Goldberg 1995). Los huevos son tipo
telolecitos y presentan segmentacion en
espiral, el desarrollo embrionario es
determinado y directo, donde los estadios
desde el cigote al juvenil se desarrollan dentro
de lacapsulatransparente.

El desarrollo embrionario de H. peruvianum
se efectla en 8 dias, similar periodo es
descrito por Naranjo (2003) en H. trivolvis.
Una diferencia observada con respecto a H.
trivolvis fue que durante el desarrollo en una
misma capsula se puede tener diferentes
estadios, de este modo se observo el estadio
de 2 células, 4 células y mérula como los
estadios iniciales, incluyendo en este ultimo
los estadios de méas de 4 células; luego se
observo una blastula con la presencia del
blastocele; seguido de una gastrula donde se
puede observar la diferencia entre un
ectodermo y mesodermo; en la trocéfora hay
un giro y rotacion evidente; en la larva
veliger; la region cefélica y pedal se
distinguen muy bien, igualmente los 6rganos;
finalmente se observa la etapa de juvenil
donde el embridon estd completamente
formado y desaparece el velo y se abre paso a
través de la capsula paraemerger al medio.
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Para este estudio hemos considerado el
estadio transicional trocofora-juvenil
(Diefenbach et al. 1991) como el estadio de
“veliger”, debido a que presenta una rotacion
caracteristica y ademas posee un velo ciliado
loquees tipico de este periodo de desarrollo.

Los estadios que tuvieron mayor duracion
fueron gastrula y troc6fora debido a que en
éstos hay organogénesis y rotacion, siendo
crucial en el desarrollo embrionario, mientras
que los estadios de 2y 4 células y juvenil son
mas cortos debido a la rapidez inicial de la
division celular y en el caso del estadio
juvenil el embrion solo adquiere tamafio y
peso.

Durante el proceso de desarrollo se observo
algunas anormalidades en los embriones,
tamafio méas pequefio o no formacion de
conchilla incompleta, en ambos casos, estos
individuos no lograban eclosionar. También
se observé dentro de una misma capsula mas
de un embrion, entre 2 hasta 3 embriones, en
la mayoria de los casos s6lo uno de ellos
desarroll6 completamente y los otros no eran
viables; como también se dio el caso de que
ambos embriones se desarrollaron vy
eclosionaron. La eclosién de los juveniles en
H. peruvianum es mas precoz que lo
registrado en H. trivolvis (Naranjo 2003),
donde el autor no precisa la temperatura
utilizada, si bien indica en forma general una
temperatura 6ptima mayor de 25°C.

En el agua de cultivo se observo protozoarios
y nematodos que ocasionaron dafios durante
el desarrollo de los embriones. Vorticella sp.
era uno de los protozoos mas abundantes
adheridos en el contorno de las capsulas. Los
nematodos (no identificados) tienen una
accion mas dafiina, ya que se introducen en la
capsula y matan a los embriones. Para evitar
la contaminacion de las demas capsulas se
eliminaron las que presentaron nematodos.
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El gran porcentaje de mortalidad observado
en el estadio juvenil podria ser debido a que
todos no eclosionan al mismo tiempo. Los
que eclosionan primero abren la capsula y
exponen el material albuminoide al medio
ocasionando un ambiente propicio para
hongos, bacterias, protozoarios y demas
organismos oportunistas.
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