NOTA CIENTIFICA

CRIANZA ARTIFICIAL DEL CARACOL DE AGUA
DULCE Physa venustula Gould PARA ESTUDIOS
ECOTOXICOLOGICOS DE PLAGUICIDAS!

Artificial reéring of the freshwater snail Physa venustula Gould
for ecotoxicological studies of pesticides

José Iannacone 0.2, Cecilia Caballero R.? y Lorena Alvariiio F.?

ABSTRACT

Standard artificial breeding of the freshwater snail Physa venustula for ecotoxicological evaluation
of pesticides was realized. The bioassays were standardized with a breeding protocol of four batches
of P. venustula fed with a solution of Cereal Leaves™ plus fishmeal and Chlorella vulgaris in our
laboratory. The oviposition had a downward trend through the time. The eggs were hatched
between 7 and 14 d under experimental conditions. The average of eggs per capsule was 12.04
10.66 (range = 1 to 45) and the average fecundity percentage was 65.22%. The snails which
produced more egg mass had a lower average number of eggs. The Cereal Leaves™ proved to be
a more complete diet for the freshwater snail P. venustula compared to the microalgae Chlorella
vulgaris. The morphologic characteristics of the eggs and the behavior of the immature forms are
described. The rotifer Philodina acutiformis was a biological contaminant that did not permit the
normal growth of the eggs in the cultures. The protocol of ecotoxicological assay using P. venustula
has the following advantages: wide distribution in the neotropic, reliability, repeatability, high
sensitivity in comparison with other snails and short duration of the assay.
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RESUMEN

Se realiz una crianza artificial estandarizada del caracol de agua dulce Physa venustula Gould
para estudios ecotoxicolégicos de plaguicidas. Los bioensayos se estandarizaron con el protocolo
de crianza con cuatro camadas de P. venustula, alimentadas con una solucién de Cereal Leaves®
y hojuelas de pescado y Chlorella vulgaris en nuestro laboratorio. La oviposicién siguié un patrén
descendente a través del tiempo. La eclosién de los huevos fue de 7 a 14 d bajo condiciones
experimentales. El promedio de huevos por cdpsula fue de 12,04 + 10,66 (rango =1 a 45) y el
porcentaje promedio de fecundidad fue de 65,22%. En los caracoles que produjeron mas masas,
¢stas contuvieron menor niimero promedio de huevos. El alimento Cereal Leaves® demostré ser
una dieta mis completa para el caracol dulceacuicola P. venustula comparado con la microalga
Chlorella vulgaris. Se describen las caracteristicas morfolégicas de los huevos y el comportamiento
de las formas juveniles. El rotifero Philodina acutiformis se comporté como un agente biolégico
contaminante que no permitié el desarrollo normal de los huevos en los cultivos. El protocolo de
ensayo ecotoxicolégico empleando P. venustulapresenta las siguientes ventajas: amplia distribucién
en el neotrépico, confiabilidad, repetibilidad, alta sensibilidad en comparacion a otros caracoles
y corta duracién del ensayo.
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INTRODUCCION

La mayoria de los bioensayos ecotoxicologicos
mas usados requieren cultivos continuos para el
mantenimiento de los organismos vivos para
obtener un nimero de animales saludables en las
pruebas de toxicidad (Centeno et al., 1995;
Lauthetal., 1995; Trottieretal., 1997). Ademas,
lacarencia de estandarizacién de las condiciones
fisico-quimicasde los cultivos de estos organis-
mos biolégicos, es lamayor fuente de variacion
de los resultados en un mismo laboratorio, asi
como entre laboratorios ecotoxicoldgicos
(Centeno et al., 1995; Wong y Dixon, 1995).

En Per, en los ultimos cinco afios, para la eva-
luacién del efecto de plaguicidas y otros téxicos
ambientales en invertebrados no destinatarios
de la biota dulceacuicola, se han empleado el
cladécero Moina macrocopa(lannaconey Alva-
rifio, 1999a); el insecto Chironomus calligra-
phus (lannacone y Alvarifio, 1998, 1999a), el
nematodo Panagrellus redivivus (Iannacone y
Gutiérrez, 1999)y el caracol de agua dulce Phy-
sa venustula (lannacone y Alvarifio, 1999b).
Este Gltimo, P. venustula, es un caracol benténico
propiode laregion Neotropical, representado en
aguas lénticas dulceacuicolas (Vivaretal., 1996,
1998; lannacone y Alvarifio, 1999b). lannacone y
Alvarifio (1999b) indicaron que los juveniles de P.
venustula son facilmente manipulables en el la-
boratorio; ademas el costo de sus cultivos y su con-
cordancia ecologica lo favorecen frente a otros
bioensayos estandarizados (LLaamrani et al., 2000).

Sin embargo, aspectos cuantitativos y descripti-
vos de la biologia reproductiva de P. venustula
como la descripcion de sus huevos, comporta-
miento de sus formas inmaduras, ritmo de ovi-
posicion, el porcentaje de fecundidad en condi-
ciones de crianza artificial se desconocen.

De esta forma, el objetivo especifico fue la de-
terminacion de algunos aspectos de la biologia
reproductiva de P. venustula en condiciones de
crianza en el laboratorio para su empleo en
ensayos ecotoxicolégicos por plaguicidas.
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MATERIALES Y METODOS
Cria estandarizada de Physa venustula

Laidentificaciony la coleccion de los caracoles
dulceacuicolas P. venustula fue descrita por
Iannacone ef al. (2001). Para llevar a cabo los
ensayos de ecotoxicidad fue necesario realizar
la crianza de P. venustula, para la obtencion de
los juveniles de 0-72 h. Se realiz6 la crianza de
cuatro camadas, compuestas de 30, 82, 131 yde
50 individuos. La primera camada fue alimentada
con el alga Chlorella vulgaris y las tres Gltimas
conunasolucién compuesta de Cereal Leaves®
(Sigma) mas hojuelas de pescado (Tetramin®).
A partir de las formas adultas se aislaron indivi-
dualmente las masas de huevos. Se colocé un
individuo adulto en un envase de plastico de 90
mL, conteniendo 15 mL de agua destilada y 0,2
mL de una solucién madre compuestade 0,5 g de
“Cereal Leaves®” (Sigma) y 10 g de hojuelas de
pescado. Para la preparacion de la solucién ma-
dre se pulverizaron las hojuelas de pescado en
unmortero y se hizo una mezcla homogénea con
Cereal Leaves®, se suspendi6 en 150 mL de
agua destilada, para posteriormente filtrarlo con
una malla planctonica de 45 m y finalmente se
adicionaron 100 mL de agua destilada. Esta so-
lucién madre se mantuvo en refrigeraciona 6 °C.
Lafrecuencia de alimentacion fue una vez al dia;
0,2 mL de la solucién madre para los individuos
adultos y 0,1 mL para la obtencion de los juve-
niles. Estas formas juveniles se obtuvieron de
las masas de huevos aisladas a partir de los cul-
tivos de los individuos adultos. Durante toda la
etapade crianza estos especimenes fueron trans-
feridos cada dos dias a medios frescos. La
temperatura de los medios de cria fueron de 23
+2°C.

Ademas se describieron las caracteristicas mor-
folégicas de los huevos, el comportamiento de
las formas inmaduras, asi como algunos proble-
mas de contaminacion bioldgica en el cultivo
artificial de P. venustula.
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Parametros fisico-quimicos del agua

ElpHy laconductividad del agua fueron medidos
mediante un potenciémetro (Hanna 8417®,
Exxon Chemical, Alemania). La determinacién
de durezay alcalinidad se realiz6é empleando los
protocolos estandarizados propuestos por la
APHA (1989). El oxigeno disuelto se obtuvo
por saturacion del agua empleadaen las crianzas
individuales.

Analisis de datos

Se realiz6 un analisis de varianza (ANDEVA)
de una via con el propésito de analizar las dife-
rencias entre el promedio de huevos y el nimero
de masas de huevos producidos por camadas de
P. venustula; asi como el promedio de huevos y
los dias continuos de oviposicién de P. venustula.
El estadistico Chi-cuadrado (?) se utiliz6 para
determinar la existencia de diferencias en la pro-
porcion de huevos fecundados por camada ali-
mentados con C. vulgaris y Cereal Leaves. Se
determino el grado de significancia, para que en
los casos necesarios fuera contrastado a poste-
riori con la prueba de Tukey HSD. Ademas, se
llevé a cabo una correlacion de Pearson entre el

‘numero de masas, el nimero total y el promedio

de huevos de P. venustula. El nivel de signi-
ficancia fue de o = 0,05 (Zar, 1996).

RESULTADOS Y DISCUSION

Algunos aspectos de la biologia reproductiva
de P. venustula en condiciones de crianza en el
laboratorio

Debido a que la biologia reproductiva de P.
venustula no se conoce bajo condiciones de
laboratorio, describimos algunas caracteristicas
de los huevos y de las formas inmaduras de esta
especie. Las masas de huevos recientes se adhi-
rieron a las paredes y a la base del vaso, su con-
sistencia fue viscosa y pegajosa, tenian la forma
de una C, con los extremos redondeados, pre-
sentando una hendidura en el centro. La forma
de los huevos era eliptica-redondeada y eran
transparentes. El niimero de huevos por capsula
fue de 1 a 45 huevos, siendo el promedio 12,04
+ 10,66 (Cuadro 1), durante el seguimiento rea-
lizado por 34 dias. El promedio de huevos por
masa fue bajo debido a que la postura de la pri-
mera semana fue abundante (promedio = 16,21
huevos)y el resto de las semanas disminuy no-

Cuadro 1. Produccién total de masas de huevos de cuatro camadas del caracol dulceacuicola Physa

venustula

Table 1. Total production of egg mass in four batches of the freshwater snail Physa venustula

N° caracoles N° masas % N° total Promedio (DS)! Rango
de huevos de huevos
116 0 39,59 - - -
62 1 21,16 904 14,58 (11,8) a* 1-45
52 2 17,75 1.204 11,58 (11,99) ab 1-45
31 3 10,58 858 9,23 (8,01) ab 237
16 4 5,46 406 6,34 (11,89) be 1-40
9 5 3,07 272 6,04 (8,69) bc 2-36
3 6 1,02 91 5,06 (7,25)cd 3-28
2 7 0,68 74 5,29 (7,09) cd 4-23
2 11 0,68 79 3,59 (4,48)d 4-19
293 - 100,00 3.888 - -

'DS = desviacién estandar.

*Letras iguales segiin la prueba de Tukey indican que no existen diferencias significativas entre el promedio de huevos,

segin el ANDEVA.
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toriamente con un promedio entre 5,44 y 7,20
huevos por capsula (Cuadro 2). Segiun Lobato
(1986) el promedio de huevos por capsula para
Physa marmorata fue de 18,05, valor relativa-
mente alto, debido a que ceso la produccion de
huevos al séptimo dia de iniciada la crianza, y el
namero de huevos varié de 10 a 29 por capsula.
Ambas especies de Physa presentaron altos pro-
medios de huevos por capsula, lo suficiente
como para mantener cultivos viables. La dismi-
nucién de la postura de huevos para P. venustula
fue paulatina por dos factores: el primero fue
que la produccion de huevos siguié un ritmo
descendente a través del tiempo, y el segundo
debido a lamortalidad de los organismos adultos.
Elcaracol Lymnaea columellaa?24,7 °C produjo
un promedio de 28 huevos por masa (Pereira y
Magalhaes, 2000).

AGRICULTURA TECNICA - VOL. 62 - N2 2 - 2002

Desde la postura hasta el segundo dia el nicleo
del huevo fue de color amarillo, conforme fue
madurando el nicleo empez6 a subdividirse y
cambio a un color blanco. Transcurridos varios
dias se observé la forma inmadura del caracol;
P. venustula no presenté forma larvaria tal
como lo sefialaron Lobato (1986) y Barnes y
Ruppert (1997).

Enelinterior de los huevos los pequefios caracoles
mostraron movimientos del pie, area cefalicay
de concha, pero también se observaron periodos
de inmovilidad; todas sus estructuras eran extre-
madamente sensibles y fragiles. Al momento de
laeclosion en los caracoles dulceacuicolas pul-
monados sale un caracol juvenil diminuto, ya
completo, con todas sus estructuras claramente
identificadas.

Cuadro 2. Produccién total diaria de masas de huevos del caracol dulceacuicola Physa venustula
Table 2. Total daily egg mass production of the freshwater snail Physa venustula

Dia N° masas % N° total Promedio (DS)’ Rango
de huevos de huevos
1 36 10,19 885 24,58 (9,09) a* 5-45
2 33 10,19 566 17,15 (11,24) ab 1 -44
3 34 10,49 671 19,74 (12,53) ab 3-45
4 37 11,42 410 11,08 (6,76) be 1~-26
7 39 12,04 370 9,49 (7,94) be 1-35
9 54 16,67 413 7,65 (6,51) be 1 -36
10 1 0,31 8 8,00 (0) be 8
11 6 1,85 25 4,17 (0,98) cd 3- 5
14 31 9,57 216 6,97 (6,05) cd 2-25
16 5 1,54 18 3,60 (0,89)cd 3- 5§
17 2 0,62 8 4,00 (0)cd 4
21 22 6,79 143 6,50 (4,17)cd 3-16
22 2 0,62 9 4,50 (0,71) cd 4- 5
24 2 0,62 8 4,00 (1,41)cd 3-5
27 2 0,62 14 7,00 (1,41)cd 6-— 8
28 12 3,70 75 6,25 (3,78)cd 3-17
30 2 0,62 9 4,50 (0,71)cd 4- 5
34 1 0,31 6 6,00 (0)cd 6
35 6 1,85 34 5,67 (4,22) cd 1-13
Total 324 100,00 3.888 - -

'DS = desviacién estandar.

*Letras iguales seglin la prueba de Tukey indican que no existen diferencias significativas entre el promedio de huevos,

segin el ANDEVA.
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Eltiempo minimo que tomé la eclosién del hue-
vo fue de 7 a 14 d bajo condiciones experimen-
tales; antes que ésta se complete, se desarrolla
completamente la forma inmadura que ocupa to-
doel espaciodel huevo. Ademas, se observé que
la forma inmadura empuja las paredes del huevo
con ligeros golpes del area cefilica o masa
céfalopodal, desgarrandolas. La forma inmadura
mostré movimientos coordinados al salir del
huevo. De una masa de huevos no todos se
desarrollaron en forma homogénea. En algunos
la formacion del estado inmaduro fue mas lento
y en otros no se desarrolld, existiendo huevos no
viables dentro de la misma c4psula.

Un problema que se observo durante la crianza
de P. venustula fue la presencia del rotifero
Philodina acutiformis, que se comporté como
un agente contaminante, que no permitid el
desarrollo normal de los huevos en los cultivos.
Este rotifero se encuentra en grandes cantidades
en las aguas residuales domésticas de Carapongo
(observacion personal) y es transportado a los
cultivos adherido a las conchas de los caracoles.
A pesar de competir por el alimento, este rotifero
parece no afectar al caracol adulto, pero puede
afectar la masa de huevos en desarrollo. P.
acutiformis logra ingresar a la masa de huevos
perforando poco a poco sumembrana, enseguida
ocupa la superficie de éstos, evitando asi que se
desarrollen totalmente. La funcién de la masa
gelatinosa que envuelve a los huevos es protec-
cién contra todo tipo de contaminante exterior o
estrés ambiental (Lobato, 1986, 1987; Barnes y
Ruppert, 1997); para nuestro caso la proteccion
ofrecida por la masa gelatinosa fue parcial, ya
que el rotifero P. acutiformis logré perforarla
afectando a los huevos.

La produccioén de las masas de huevos por el
caracol dulceacuicola P. venustula siguié un
patron descendente conrelacion al promedio de
huevos (Cuadro 1)y conrelaciénalaproduccién
total diaria de huevos (Cuadro 2); P. venustula
coloco de 1 a 11 masas de huevos por caracol,
observandose un mayor porcentaje de caracoles
con 1 y 2 masas de huevos, pero estas masas

contenian mayor cantidad de huevos. En los
caracoles que produjeron mas masas, éstas
contuvieron menor cantidad total de huevos (r=
-0,804; n = 8; P =0,016) y menor promedio de
huevos (r=-0,863;n=8; P=0,006), a pesar que
el nimero de posturas fue mayor. La postura de
las masas de huevos de las cuatro camadas del
caracol dulceacuicola P. venustula fue abundan-
te, sobre todo durante los primeros dias de crian-
za(del primer al noveno dia), los dias siguientes
disminuyé considerablemente la postura bajo
condiciones de laboratorio. El analisis estadistico
para la produccién diaria de masas de huevos
mostrd que hubo diferencias significativas entre
los dias de crianza (F = 10,727, p = 0,03)
(Cuadro 2).

En total 293 caracoles pusieron 329 masas con
3.888 huevos; el porcentaje de fecundidad de la
primeracamadaalimentada con el alga Chlorella
vulgaris fue baja, comparada con dos camadas
que fueron alimentadas con Cereal Leaves, con
la excepcion de la tercera camada (2= 31,46
grados de libertad =3; P=0,002) (Cuadro 3). El
porcentaje de fecundidad obtenido parael caracol
P. venustulafue 65,22% sin considerar la primera
camada alimentada con el alga C. vulgaris y el
porcentaje de fecundidad para las cuatro camadas
fue 60,59% (Cuadro 3). Las camadas alimenta-
das con el extracto acuoso Cereal Leaves pre-
sentaron un ligero incremento en el nimero de
masas de huevos, en la frecuencia de la ovipostura
y en la longevidad de las formas adultas, expre-
sado por el porcentaje de fecundidad de estas
camadas (Cuadro 3). Cereal Leaves constituyé
una dieta muy apropiada y completa para el
caracol dulceacuicola P. venustula; ademas,
demostré ser una dieta apropiada porque contenia
altacantidad de sales evidenciado por el valor de
la conductividad (Knight y Waller, 1992).

Se han empleado diversas dietas alternativas
bajo condiciones de laboratorio en otros caracoles
de agua dulce como L. columella, el cual fue
cultivado artificialmente bajo dos clases de
dietas: lechuga fresca y pellets para roedores +
10% de CaCO, + lechuga fresca, no observandose
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Cuadro 3. Porcentaje de fecundidad de cuatro camadas del caracol Physa venustula alimentadas con el
alga Chlorella vulgaris y Cereal Leaves®

Table 3. Fecundity percentage of four batches of the freshwater snail Physa venustula fed with the
algae Chlorella vulgaris and Cereal Leaves™

Camada Ne° N° masas N° total % Alimento
caracoles de huevos de huevos fecundidad

Primera 30 20 281 46,67 Chlorella vulgaris
Segunda 82 105 1.329 78,05 Cereal Leaves
Tercera 131 138 1.433 49,62 Cereal Leaves
Cuarta 50 66 842 68,00 Cereal Leaves
Total 293,00 329 3.885 - -

Promedio de Cereal Leaves 87,67 101,33 1.201,67 65,22 Cereal Leaves
Promedio 73,25 82,25 971,25 60,59 -

diferencias significativas en el nimero de huevos
producidos por masa en ambas dietas (Pereiray
Magalhaes, 2000); en cambio, Lymnaea viridis
fue alimentado con algas verde azules, obteniendo
un rapido crecimiento del niimero de huevos
(Leeetal., 1994). Ademas, Lymnaea truncatula
mostro una fecundidad de los huevos entre 59,2
- 68,5% (Dreyfuss et al., 1999).

Los parametros fisico-quimicos del medio de
crianza y del agua destilada empleada se men-
cionan en el Cuadro 4. El oxigeno disuelto del
agua empleada en las crianzas individuales y en
los ensayos ecotoxicolégicos fue > § mg L.

Laestandarizacion de la crianza artificial de los
caracoles dulceacuicolas del género Physacomo
P. acuta y P. girina, ha permitido su empleo
adecuado en bioensayos ecotoxicologicos (El-
Gindy et al., 1992; Nebeker y Schuytema, 1998;
Roses et al., 1999).

Protocolo de bioensayo de Physa venustula
propuesto para la evaluacién de riesgos
ambientales por agroquimicos

Las principales caracteristicas del bioensayo
ecotoxicologico realizado con el caracol dulce-
acuicola P. venustula, paraevaluar plaguicidas,
seobservanen el Cuadro 5. Larealizacion de los
bioensayos estandarizados involucratres etapas
importantes: a) los cultivos estandarizados de
los individuos adultos para la obtencién de las
masas de huevos; b) el cultivo e incubacion de
las masas de huevos para la obtencién de las for-
mas inmaduras que seran empleados en los bio-
ensayos; y ¢) la realizacion del bioensayo con
240 organismos bajo condiciones de laboratorio
con unatemperaturade 23 2 °Cy a pH neutro,
aplicando el diseiio en bloque completamente
aleatorizado (Iannacone ez al., 2001). El anéalisis
estadistico para las repeticiones para cada uno
de los ensayos indic6 que hay una buena

Cuadro 4. Parametros fisicoquimicos del medio de crianza y del agua destilada.
Table 4. Physicochemical parameters of the rearing medium and the distilled water.

Muestra pH Conductividad Dureza Alcalinidad
mmho cm! (CO,Ca) mg L' (CO,Ca) mg L'

Medio de crianza 5,01 249 34 50

Agua destilada 4,49 8,03 2,03 8
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Cuadro 5. Condiciones y criterios de aceptabilidad de la prueba de toxicidad aguda con Physa venustula
Table 5. Conditions and criteria of acceptability of the acute toxicity test with Physa venustula

Tipo de bioensayo Estético

Tiempo de exposicion 24,48y 96 h
Temperatura 23 £ 2°C

Calidad de luz Iluminacién ambiente
Fotoperiodo 12 h luz, 12 h oscuridad
Tamafio envase 90 mL

Volumen de solucién 15 mL

Edad de organismos

Juveniles < 72 h

N° repeticiones por concentracién : 4

N° de concentraciones mas control 16

N° de organismos por concentracién : 40

Régimen de alimentacion . Se requiere alimentacién
Aireacién Sobre 8 mg L

Agua de control y dilucién :
Tiempo de observacién en la placa de recuento:

Agua destilada ajustada a pH 7
15 segundos de observacién bajo el microscopio

estereoscopio.

Respuesta letal

Mortalidad (ausencia de movimiento en la placa de re-

cuento).

Respuesta subletal

Desadherencia (suspendido en el medio, no se desliza so-

bre las paredes del frasco); Desprendimiento cefalico (por-
cion cefalica desprendida).

Criterio de aceptabilidad

Sobre 80% de supervivencia en los controles.

repetibilidad, y para los tratamientos indic6 que
son diferentes entre ellos, demostrando la validez
estadistica del trabajo.

Dado el amplio empleo del género Physa en en-
sayos ecotoxicolégicos, presentamos y propone-
mos el caracol dulceacuicola P. venustula para
laevaluacién deriesgos ambientales por plagui-
cidas de suelo, ya que ofrece ventajas que otros
organismos no presentan como organismo bio-
indicador, entre ellas tenemos amplia distribu-
cidn, diversidad, alta sensibilidad, bajo costo,
facil crianza, facil manipulacion, movilidad limi-
tada, faciles coleccion e identificacion. La eva-
luacién del riesgo juega un papel crucial en el
planeamiento estratégico y ayuda a la sociedad
en su determinacion de las prioridades ambien-
tales; a través de los ensayos ecotoxicolégicos
se obtienen valores finales como la concentracion
letal media (CL,,), y a partir de estos valores se
puede determinar el nivel de riesgo o posibles
efectos potenciales de los plaguicidas en orga-

nismos no destinatarios del ecosistema acuatico
(Solomon et al., 1996).

El potencial de los invertebrados como organis-
mos bioindicadores en ensayos de toxicidad esta
ampliamente demostrado; la ventaja principal
eninvestigacion ecotoxicoldgicaes lade mostrar
los efectos del toxico a nivel individual y sus
consecuencias posteriores paraniveles superiores
de organizacién bioldgica (poblaciény comuni-
dad). Persoone y Janssen (1993) sefialaron que
18 grupos taxonémicos de invertebrados son
empleados en ensayos de toxicidad, entre ellos
se mencionaal Phylum Mollusca. De los 18 gru-
posde invertebrados, s6lo los ensayos con cladé-
ceros, como las especies de Daphnia, estan muy
bien estandarizados y ampliamente difundidos.
Persoone and Janssen (1993) mencionaron que
10% de los ensayos ecotoxicologicos emplean
moluscos, ya sea marinos o dulceacuicolas, como
organismos bioindicadores. Las especies dulce-
acuicolas aceptadas por la American Society for
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Testing Materials como organismos bioindicado-
res para ensayos de toxicidad son los gasterd-
podos Physa integra, Physa heterostropha y
Amnicola limosa.

Iannaconey Alvarifio (1999b) demostraron que
el ensayo ecotoxicolégicorealizado con el caracol
dulceacuicola P. venustula presenta alta sen-
sibilidad relativa y eficiencia en la deteccidn de
latoxicidad de metales pesados; en nuestro caso
también se demuestra que P. venustula es alta-
mente sensible y eficiente para detectar la toxi-
cidad de plaguicidas. El ensayo con P. venustula
puede ser considerado dentro de una bateria
multitréfica para evaluar el impacto ambiental
de residuos téxicos en los ecosistemas dulce-
acuicolas de una manera global y mas acertada
(Iannacone et al., 2002). El ensayo con P.
venustula presenta las ventajas que mencionan
Eldery Collins (1991) para ensayos con molus-
cos, principalmente sensibilidad y repetibilidad
para moluscos gasterépodos y bivalvos como
organismos bioindicadores de perturbacion
medio ambiental.

Comparando el ensayo estandarizado con
Daphniay el ensayo con P. venustula, el primero
es un microcrustaceo ampliamente distribuidoy
presente en muchos habitat (Thiebaud et al.,
1994). Daphnia es un organismo ecoldgicamente
importante ya que son consumidores primarios
y constituyen una fuente de alimento para muchas
especies de peces y P. venustula es componente
del bentos dulceacuicola, agente competidor en
el control bioldgico de otros gasterépodos hospe-
deros de trematodesy bioindicador de la calidad
del agua (Iannacone y Alvarifio, 1999b). El en-
sayo con Daphnia presenta alta sensibilidad a
un amplio rango de contaminantes acuaticos, P.
venustula presenta alta sensibilidad a metales
(Iannacone y Alvarifio, 1999b) y a plaguicidas.
Los valores de la CL, paraespecies de Daphnia
como D. magna y D. pulex son cercanos a los
valores de la CL, para P. venustula con los pla-
guicidas evaluados. La crianza de Daphniay P.
venustula no requiere técnicas elaboradas, son
realizables y reproducibles bajo condiciones de
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laboratorio. La poblacién abundante del micro-
crustaceo Daphniay del molusco dulceacuicola
P. venustula facilitan el muestreo e identifi-
cacion.

Eldery Collins (1991) mencionaron que la limi-
tada movilidad para moluscos dulceacuicolasy
el sedentarismo para el caso de moluscos marinos
son caracteristicas importantes de los moluscos,
convirtiéndolos en organismos bioindicadores
ideales para proporcionar datos del nivel de con-
taminacion en un area determinada. El empleo
de respuestas cuantificables como la CL, o la
concentracion efectiva media (CE,,) de plagui-
cidas de suelo en P. venustula permite el analisis
de laevaluacion del riesgo ecoldgico de los pla-
guicidas, en los diversos ecosistemas y de esta
formatomar decisiones dirigidas a la proteccion
ambiental (Iannacone ez al., 2001).

CONCLUSIONES

1. Laoviposicion del caracol dulceacuicola P.
venustulasiguié unritmo descendente a través
del tiempo; durante la primera semana la ovi-
posicion fue alta mientras que durante las si-
guientes semanas disminuy6 considerable-
mente. El promedio de huevos por postura
fue 12,04 + 10,66.

2. Elporcentaje de fecundidad de los huevos de
caracoles alimentados con Cereal Leaves®
fue 65,22%. El alimento Cereal Leaves de-
mostrd ser una dieta mas completa que la
dieta con la microalga Chlorella vulgaris.

3. Elrotifero Philodina acutiformis se comport6
como un agente biolégico contaminante que
no permitié el desarrollo normal de los huevos
en los cultivos.

4. Larealizacionde los bioensayos estandariza-
dos empleando al caracol dulceacuicola P.
venustula, involucrd tres etapas importantes:
a) los cultivos estandarizados de los indivi-
duos adultos para la obtencion de las masas
de huevos; b) el cultivo e incubacion de las
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masas de huevos para la obtencion de las for-
mas inmaduras que serdan empleados en los
bioensayos;y c) larealizacion del bioensayo
con 240 organismos bajo condiciones de labo-
ratorio con una temperaturade 23+2°Cya
pH neutro aplicando el disefio en bloque
completamente aleatorizado.
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