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ABSTRACT

Mercury is a metal very employed at industry and mining in Peru. The aim of current research was
to determine embryotoxic lethal acute toxicity of Hg”', in form of chloride of mercury (HgCl,) on
Helisoma trivolvis (Say, 1817) at 24 h exposure. Concentrations assayed were 514, 51.4, 5.14 and
0.51 ug Hg”" L', since salt on base of HgCl, using dechlorined water as diluents. Snail embryos
were considered dead when none rotation movement during since 30 seconds. Percentage of
mortality of embryonic stages of H. trivolvis increased with each of concentrations crescents of
Hg’" at 24 h exposure. At a concentration of 514.4 ug Hg” L' was observed significantly
differences in relation to control. Moreover, concentration of 514.4 ug Hg”' L showed differences
with relation to other three treatments. LC,, was 2.49 ug Hg”" L. Embryos of H. trivolvis were
higher sensible to Hg*"in comparison to other freshwater snail species was concluded.
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RESUMEN

El mercurio es un metal muy utilizado en la industria y en mineria en el Pera. El objetivo del
presente trabajo fue determinar la toxicidad letal aguda embriotoxica del Hg*', en forma de cloruro
de mercurio (HgCl,) en Helisoma trivolvis (Say, 1817) a 24 h de exposicion. Las concentraciones
ensayadas fueron 514; 51,4; 5,14 y 0,51 ug de Hg” L" a partir de la sal a base de HgCl, usando
como diluyente al agua declorinada. Los embriones de caracol fueron considerados muertos
cuando no presentaban movimiento de rotacion durante aproximadamente 30 seg. Los
porcentajes de mortalidad de estadios embrionarios de H. trivolvis aumentaron con cada una de las
concentraciones crecientes de Hg’" a las 24 h de exposicion. A una concentracién de 514,4 ug de
Hg” L' se observaron que existen diferencias significativas con el control. Ademas, la
concentracion de 514,4 ug de Hg” L' mostrd diferencias con respecto a los otros tres
tratamientos. La CL,, fue de 2,49 ug Hg”" L. Se concluye que los embriones de H. trivolvis son
altamente sensibles al Hg* en comparacion a otras especies de caracoles dulceacuicolas.

Palabras clave: ambiente dulceacuicola, caracol, cloruro de mercurio, ecotoxicologia, Helisoma
trivolvis.
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INTRODUCCION

El mercurio (Hg”) es un metal que se
encuentra presente en el ambiente natural en
pequenias cantidades en forma de sales. Sin
embargo, la industria minera aurifera lo utiliza
en grandes cantidades (Mancera-Rodriguez &
Alvarez-Leon 2006). Ademas es un insumo
para fabricar pilas y baterias (Dural et al.
2006). La contaminaciéon por mercurio
produce efectos deletéreos en diferentes
componentes de la biota acudtica (Pritchard
1993, Iannacone & Alvarifio 1999). Se han
realizado evaluaciones holisticas del efecto del
mercurio (Hg”) y del metilmercurio (MeHg"")
en el ambiente acuatico (Baker et al. 1985,
Pritchard 1993).

En el Peru, existen normas para regular su uso
y el nivel maximo permisible segun diferentes
tipos de agua (Ley General de Aguas, creada
por DL N°17752; modificada por DS N° 007-
83 SA-1983, y posteriormente ratificada por
N°003-2003-SA- CEPES 2003). ElI Banco
Mundial propone 1 ug de Hg” L' para los
efluentes y la Norma Técnica Peruana (NTP
214.003-87) 1 ug Hg’ L™ para el agua potable.
Lamentablemente, estos maximos permisibles
no siempre son tomados en consideracion y el
Hg" produce intoxicaciones, como en el caso
de la poblacion de mineros artesanales de
Santa Filomena, Ayacucho, Lima, Perd, en
donde el nivel de mercurio en orina de adultos
y de mujeres jovenes sobrepaso el estdndar de
comparacion proporcionado por la OMS (40 -
90 ug Hg” L) (Monteagudo 2002).

Los moluscos dulceacuicolas por sus
caracteristicas ecoldgicas de distribucion,
diversidad, abundancia y por su actuacion
directa en la cadena trofica juegan un papel
importante en el mantenimiento del
ecosistema de humedales. Por ende, se les
utiliza en pruebas ecotoxicologicas para la
evaluacion de riesgos ecologicos (Abd Allah et
al. 1997, lannacone & Alvariio 1999,
lannacone & Alvarifio 2002, Reddy et al. 2004,
Wepener etal. 2005, Grosell etal. 2006).
Helisoma trivolvis (Say, 1817) (Mollusca:
Planorbidae) es un gasteropodo acudtico que

ha sido tomado como especie modelo para
trabajos de ecotoxicologia tanto en estadio de
huevos (Tchounwou et al. 1991), embriones
(Aboul-Ela & Khalil 1987), juveniles y adultos
(Arthur et al. 1987, Camargo & Alonso 2007).
Helisoma trivolvis, tiene una amplia
distribucion en la region neotropical (Paraense
1976, Vivar et al. 1990, Simone 2006),
encontrandose en el Pert principalmente en la
costa norte y central (Paredes et al. 1999,
Ramirez et al. 2003). Los embriones de H.
trivolvis, estan individualmente
compartimentalizados en capsulas con masas
de huevos que contienen de 5 a 50 embriones
(Goldberg 1995), los huevos son telolecitos y
presentan segmentacion en espiral, el
desarrollo embrionario es determinado y
directo, donde los estadios desde el zigote al
juvenil se desarrollan dentro de la cépsula
transparente observandose un caracteristico
desarrollo rotacional (Diefenbach etal. 1991).
El objetivo del presente trabajo fue determinar
la toxicidad letal aguda embriotoxica del Hg”,
en forma de cloruro de mercurio (HgCl,) en H.
trivolvis a24 h de exposicion.

MATERIALES Y METODOS

Los especimenes de H. trivolvis fueron
obtenidos de acuarios de la ciudad de Lima,
Peru entre los meses de agosto y octubre del
2003. Estos caracoles fueron identificados
empleando las ilustraciones proporcionadas
por Paredes et al. (1999) y Simone (2006).
Posteriormente fueron acondicionados en
recipientes de vidrio de 4 L de capacidad
conteniendo agua de grifo declorinada
reposada por 7 dias. El fotoperiodo empleado
fue 12hO:12hL, con una temperatura
promedio del agua de 20+1°C. Para lograr un
rapido desarrollo de los caracoles, se les
suministrd6 comida para peces en forma de
hojuelas (Tetramin®). Luego, se separaron en
grupos de 3 a 5 individuos en recipientes
cilindricos de 10 cm. de alto y 10 cm de
diametro, se los adiciond Elodea sp., para
facilitar las posturas de los caracoles.
Diariamente fue constatada la presencia de las
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capsulas, y se las extrajo manualmente con la
ayuda de un pincel de punta fina y luego fueron
colocadas en placas de Petri conteniendo 20
mL de agua declorinada. Las concentraciones
ensayadas fueron 514; 51,4; 5,14y 0,51 ug de
Hg” L' a partir de la sal a base de HgCl,
(Merck®) usando como diluyente al agua
declorinada. El bioensayo con embriones de H.
trivolvis fue realizado empleando un promedio
de 109 embriones, fluctuando entre 38 a 192
por concentracion en seis repeticiones. Cada
unidad experimental fue una placa de petri con
20 mL de solucion a base de Hg”". La lectura se
realizo a las 24 h de exposicion. Los embriones
de caracol fueron considerados muertos
cuando no presentaban movimiento de
rotacion durante aproximadamente 30 seg. Los
porcentajes de mortalidad para cada una de las
concentraciones ensayadas fueron
transformadas angularmente y posteriormente
analizadas mediante la prueba de Kruskal-
Wallis (Zar 1996) a un p<0,05 empleando el
programa PAST (PAleontological STatistics:
Estadisticas Paleontologicas) (Hammer et al.
2008). La CL,, fue determinada empleando el
EPA Probit Analysis Program (USEPA 1994).

RESULTADOS

En H. trivolvis, el nimero promedio de huevos
por capsula fue de 18,8. Al observar las
capsulas en el control a las 12 h, éstas se
encontraban en el estadio de 1 a 2 blastomeros
(primer clivaje, durando este estadio de 4 a 7
h). Los sucesivos clivajes hasta el estadio de
blastula demoraronde 16 a24 h.

Los porcentajes de mortalidad de estadios
embrionarios de H. trivolvis aumentaron con
cada una de las concentraciones crecientes de
Hg"" a las 24 h de exposicion (Tabla 1). A una
concentracion de 514,4 ug de Hg” L' se
observaron que existen diferencias
significativas con el control. Ademas, la
concentracion de 514,4 ug de Hg”" L mostré
diferencias con respecto a los otros tres
tratamientos (Tabla 1). La CL,, fue de 2,49 ug

Hg”" L'. Los huevos sometidos a la

concentracion de 5144 ug de Hg” L,
mostraron una coloracion marrén y en muchos
casos los embriones presentaron una
fragmentacion celular. Los efectos del HgCl,
sobre los embriones a las concentraciones
menores de 514,4 ug de Hg’ L™, no mostraron
una malformacién visible pero si presentaron
un retardo en el crecimiento (datos no
publicados).

DISCUSION

La contaminacion dulceacuicola ocasionada
por las actividades antropogénicas constituye
uno de los problemas de mayor importancia en
nuestros tiempos (Benton et al. 2002,
Iannacone & Alvarifio 2002). Muchas especies
propuestas como herramientas para
bioensayos ecotoxicologicos, requieren como
requisitos para su uso no solo que sean
sensibles, sino que sean ensayos reproducibles
con poca variabilidad en surespuesta. Entre los
criterios usados para validar un bioensayo
tenemos: facilidad de uso que incluye rapidez
del bioensayo, simplicidad en lamanipulacion,
disponibilidad del material biolégico, poco
volumen de muestra y facilidad en la
observaciéon y conteo de los organismos
afectados (muertos o inmoviles) (Iannacone &
Alvarifio 2003). H. trivolvis es un molusco
dulceacuicola apto para bioensayos debido a
que le aplica todos estos parametros
Optimamente, destacandose la transparencia
de la capsula embrionaria para una facilidad en
la observacion. Sin embargo se debe tener en
cuenta dos aparentes desventajas, que los
huevos y embriones al estar protegidos en
cadpsulas y presentar alimentacion
lecitotrofica, presentan baja interaccion con el
agua circundante, y como consecuencia el
contacto con el Hg”" se veria disminuida, y por
ende podria causar una menor mortalidad (Hirt
& Dimitrovic 2002).

La CL,, del Hg" obtenida a 24 h de exposicion
para H. trivolvis, presentd mayor toxicidad que
la observada en Amnicola sp. (CL,,,,, = 80 ug

L"), Aplexa hypnorum (Linnaeus,1758) (CL,,.

50



Biologist (Lima). Vol. 6, N°1, ene-jun 2008

Passuni, G. et al.

Tabla 1. Porcentaje de mortalidad de H. trivolvis
expuestas al mercurio a 24 h de exposicion.

ug de Hg"'L*! Porcentaje de mortalidad
Control 11,30 (0)*a
0,51 11.33(0a
5,14 19.20(8.91)a
51,4 13.33(2.29)a
5144 88,46 (86,99)b
CLsy 249 ugde He L™

Letras iguales en una misma columna indican que los
promedios son estadisticamente iguales a un p< 0,05
segun la prueba de Tukey (Zar, 1996).

* =valores ajustados con la formula de Abbott.

. = 370 ug L"), Physa venustula (Gould,
1847) (CL,.,, = 50 ug L"), Pomacea
canaliculata (Lamarck, 1819) (CL,,,,, > 7380
ug L"), Lymnaea luteola (Lamarck, 1819)
(CL,,,,, = 135ug L") y en Lymnaea acuminata
(Lamarck, 1822) (CL,., = 23 ug L")
(Iannacone & Alvariio 1999, BII 2002,
Alvarifio & lannacone 2004, Mathur et al.
2006, Khangarot et al. 2007), evidenciando
que los embriones de H. trivolvis son altamente
sensibles al Hg”" en comparacién a otras
especies de caracoles dulceacuicolas.

La mas baja concentracion de Hg’ ensayada
(0,51 ug Hg”' L) fue 2,5 veces mas alta que el
limite permisible dictado por la ley peruana
para las aguas de Clase VI (0,2 ug Hg” L") que
son aguas en areas recreativas para la
preservacion de la vida acuatica y la pesca
comercial y recreativa. En adicion, se debe
tener en cuenta que los huevos al estar
protegidos en céapsulas lo hace mas lento la
difusién de cualquier toxico, y al ser H.
trivolvis alimento de varios invertebrados, el
Hg se bioacumularia y biomagnificaria lo
largo de la cadena trofica dulceacuicola
(Alexander & Covich 1991, Dillon 2000,
Chase 2003).
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