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RESUMEN

Se desarroll6 la crianza del caracol de jardin Cantareus aspersus
(Miiller, 1774) y de la lombriz de tierra Eisenia fétida (Savigny,
1826) en condiciones de laboratorio con el fin de determinar los
criterios apropiados para su uso en ecotoxicologfa terrestre con
el metal pesado Pb (plomo). Siete criterios establecidos para los
dos bioindicadores, fueron detallados conforme a la experiencia
de manejo en condiciones de laboratorio, los mismos, que han
permitido criar de una manera adecuada al caracol de jardin (C.
aspersus) y a la lombriz de tierra (. fétida). Para ello se considerd
los siguientes criterios: (1) preparacion del recipiente, (2) andlisis
fisicoquimico del suelo, (3) temperatura, fotoperiodo y humedad
relativa, (4) caracterizacién, (5) limpieza e higiene (criterio no
evaluado en lombriz de tierra), (6) alimentacién vy, finalmente
(7) fecundidad (criterio no evaluado en caracol de jardin). La
validacién de los criterios de crianza en los dos bioindicadores
mediante la exposicién al acetato de Pb evidenciaron diversos
efectos t6xicos a 14 dias de exposicién. En el caso del caracol de
jardin se presentaron muertes, cambio de coloracién, eliminacién
de agua y disminucién de la masa corporal. Mientras que en
la lombriz de tierra se mostraron muertes, cocones y cambios
morfolégicos. Se sugiere seguir optimizando las condiciones
de aclimatacién y crianza de ambos indicadores terrestres para
evaluar diversas sustancias y elementos potencialmente téxicos
al suelo.

Palabras clave: aclimatacion, bioindicadores, caracol de jardin,
criterios de crianza, lombriz de tierra, metales pesados, plomo

ABSTRACT

The garden snail Cantareus aspersus (Miiller, 1774) and the
earthworm Eisenia fetida (Savigny, 1826) were reared under
laboratory conditions in order to determine the appropriate
criteria for their use in terrestrial ecotoxicology with the
heavy metal, Pb (lead). Seven criteria established for the two
bioindicators were detailed according to the management
experience under laboratory conditions, which have allowed
the garden snail (C. aspersus) and earthworm (E. fetida) to be
properly raised. For this, the following criteria were considered:
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(1) preparation of the container, (2) physicochemical analysis of
the soil, (3) temperature, photoperiod and relative humidity, (4)
characterization, (5) cleanliness and hygiene (criterion not evaluated
in earthworms). ground), (6) feeding and, finally (7) fecundity
(criterion not evaluated in garden snails). The validation of the
breeding criteria in the two bioindicators through exposure to Pb
acetate showed various toxic effects at 14 days of exposure. In the
case of the garden snail, there were deaths, color change, elimination
of water and decrease in body mass. While in the earthworm deaths,
cocoons and morphological changes were shown. It is suggested
to continue optimizing the acclimatization and rearing conditions
of both terrestrial indicators to evaluate various substances and
potentially toxic elements to the soil.

Keywords: acclimatization, bioindicators, garden snail, breeding

criteria, earthworm, heavy metals, lead

Introduccién
El empleo de los bioensayos
ecotoxicoldgicos en el laboratorio es
indispensable, debido a que es una
herramienta ampliamente utilizada para
evaluar la calidad ambiental (Avalos-Ruiz
& lannacone, 2020; Martinez-Haro ez
al., 2022) que analiza la toxicidad de los
elementos potencialmente téxicos en los
organismos biolégicos (Pragnya ez al.,
2021). Desde el punto de vista ecolégico,
para analizar los metales pesados (MP) en
el suelo se utilizan bioindicadores de la
macrofauna edéfica (Cabrera ez al., 2022),
puesto que estas especies son importantes
al almacenar sustancias téxicas, de igual
forma, los diversos factores bidticos y
abidticos afectan la toxicidad en estos
organismos terrestres (Wang ez al., 2022).

Los MP se presentan tanto de manera
natural (Briffa ez al, 2020), y como
producto de la actividad antrépica.
Estos elementos son biodisponibles y
presentan la capacidad de bioacumularse
en altas concentraciones en diversos
compartimientos ambientales de los
ecosistemas (Pabdn ez al., 2020). Desde
una vista toxicoldgica, el plomo (Pb)
(Pragnya ez al., 2021; Wang ez al., 2022)
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es un MP que presenta propiedades como
la resistencia, ductibilidad, maleabilidad
y una simplicidad para formar aleaciones
(Reyesetal.,2016). Uncompuestoquimico
con presencia de este MP (Ospina, 2020)
es el acetato de plomo (Pb(C2H302)2).
Este es de gran significancia por ser
altamente bioacumulable y persistente con
el tiempo, afectando al medio ambiente a
través de la contaminacién de los suelos
(OMS, 2018). Ante los diversos efectos
téxicos que provoca el Pb(C2H302)2, se
ha desarrollado la validacién de métodos
analiticos de laboratorio, que demuestran
el verdadero desempefio de este tdxico
aplicado a una investigacidon especifica

(Vega, 2013).

A través del tiempo se han desarrollado
investigaciones sobre la  capacidad
que poseen diferentes bioindicadores
terrestres en bioacumular MP en
condiciones de laboratorio (Gonzales ez
al., 2014). Un bioindicador importante
es el caracol de jardin Cantareus aspersus
(Miiller, 1774), el cual es una herramienta
biolégica eficaz para la realizacién de un
biomonitoreo ambiental (Mleiki ez al.,
2020; Sturba ezt al., 2020). Este caracol
presenta microproteinas y celulosa en
sus excretas y en sus deslizamientos, lo
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que genera una transformacion fisica,
biolégica y quimica; y en adicién permite
la aireacién, formacién y fertilizacién del
suelo (Gomez et al., 2020). Asimismo,
los caracoles de jardin son adecuados
para investigar la transferencia de MP
del suelo a la biota herbivora (Fleta,
2017), debido a que lo acumulan en sus
tejidos blandos y son componentes de los
ecosistemas terrestres, lo que contribuye
a la transferencia de los contaminantes
hacia los consumidores primarios y
posteriormente a los depredadores
terrestres (Notten ez al., 2005; Wang ez
al., 2018). Por lo general, la distribucién
de los caracoles terrestres depende de las
condiciones climdticas, de la altitud y
del sustrato donde habitan (Maldonado-
Sanchez et al., 2022).

Otro bioindicador terrestre, es la
lombriz de tierra Eisenia fetida (Savigny,
1826) (Avalos-Ruiz & Iannacone,
2020; Guzmédn & Nakajima, 2020;
Arrdzola-Visquez & lannacone, 2021;
Elias-Estremadoyro &  lannacone,
2022), que descompone la materia
orgdnica, recicla nutrientes y contribuye
a la formacién del suelo. De la misma
forma, se detalla que las lombrices de
tierra son responsables del desarrollo y
mantenimiento del suelo mediante las
sustancias resultantes provenientes de su
degradacién (Dominguez ez al., 2009).
Por ello, la consideran como el ingeniero
del ecosistema, dado por la facilidad de
infiltrar el agua, formar poros en el suelo

y humificar este dltimo sustrato (Canales-
Gutiérrez et al., 2020).

La crianza de caracoles puede
ser  desarrollada  para  estudios
ecotoxicoldgicos, debido a que este
molusco tienen la capacidad desersensible
y también bioacumular MP (Sargsyan ez
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al., 2022); ademds que es importante su
adaptacién al ambiente tanto a escala
de campo como de laboratorio (Vera,
2016; Clavijo, 2018; Thompson &
Cheney, 2000) y en adicién, ayuda en
la evaluacién de riesgos ecotoxicoldgicos
dentro del ecosistema terrestre (Andrei
et al., 2019), y contribuye con la
biodisponibilidad de los diferentes
contaminantes (Louzon er al, 2020).
Con respecto a las lombrices de tierra,
su crianza se considera importante para
diversos procesos biotecnolégicos y para
estudios ecotoxicolégicos (Ferndndez-
Muzio & Guggeri-

Solaro, 2019; Cajén ez al., 2021; Elias-
Estremadoyro & lannacone, 2022). En
esta especie es factible su crianza para
estudios ecotoxicoldgicos (Bravo et al.,
2018; Mullisaca, 2021). Adicionalmente,
este representante de la biota terrestre es
uno de los mds utilizados para realizar
evaluaciones de la calidad del suelo por
la interaccién que se produce al estar en
contacto con este medio y aportar macro
y micro nutrientes (Giunta ez al., 2019).
Este bioindicador detecta y acumula
MP en sus tejidos blandos (Simpalo &
Verajano, 2020).

Por lo expuesto anteriormente, el
objetivo del presente trabajo fue proponer
criterios para la crianza del caracol de
jardin C. aspersusy de la lombriz de tierra
E. fetida para su uso en ecotoxicologia

con MP.
Métodos

Criterios de crianza del caracol de
jardin y de la lombriz de tierra

En cuanto al caracol de jardin C.
aspersus, se recogieron 1000 g (-210
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individuos) provenientes del vivero Anita,
distrito de Lurin, provincia de Lima, Pert
(295777,38 m E, 8646723,67 m N). De
igual forma, se adquirieron 100 g (-210
individuos) de lombriz de tierra (£. fetida)
de una familia de la zona andina que se
dedica a la lombricultura del distrito
de Ticrapo, provincia Castrovirreyna,
regiéon Huancavelica, Pert (453275,00
m E, 8520742,00 m N). Luego, se realizé
el proceso de aclimatacién de los dos
bioindicadores terrestres en recipientes
de pldstico de forma paralelepipeda con
presencia de suelo de chacra (MSF) por
15 dias en el Laboratorio de Ingenieria
Ambiental de la Universidad Cientifica
del sur, Lima, Perti, donde se dieron
condiciones adecuadas de fotoperiodo
(14:10), temperatura (-22°C), vy
humedad relativa (HR) (-80 %)
utilizando un termohigrémetro digital
para estos dos ultimos pardmetros.
Se analizé6 en la MSF los pardmetros
fisicoquimicos edafolégicos del suelo,

Figura 1

como la Conductividad Eléctrica (CE)
(uS-ecm™), pH, Materia Orgdnica (MO)
(%), textura, Capacidad de Intercambio
Catiénico (CIC) (meq/100 g) y humedad
volumétrica (%) a partir de la humedad
gravimétrica. Asimismo, se analizaron
siete criterios de crianza de estos dos
bioindicadores para su posterior empleo
en ecotoxicologia terrestre por MP. Los
criterios de crianza para ambas especies
fueron los siguientes: (1) preparacion
del recipiente, (2) andlisis fisicoquimico
del suelo, (3) temperatura, fotoperiodo
y HR, (4) caracterizacién, (5) limpieza e
higiene (solo para el caracol de jardin),
(6) alimentacién para el caracol fue la
lechuga y pienso (pan rallado, cdscara de
huevo molido y harina de trigo); mientras
que a la lombriz (estiéreol de cuy), y (7)
fecundidad (solo paralalombriz de tierra)
(Figura 1). La aclimatacién y crianza se
realizé durante 12 dias previos para su

empleo en ensayos ecotoxicoldgicos con
MP.

Criterios de crianza en los dos bioindicadores caracol de jardin Cantareus aspersus y de la
lombriz de tierra Eisenia fétida para su empleo en ecotoxicologia terrestre.
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El criterio de fecundidad no se evalué
para el caracol de jardin y el criterio de
limpieza e higiene no fue analizado para
la lombriz de tierra.

Validacién del protocolo con el caracol
de jardin y lombriz de tierra con Pb
para su uso en ecotoxicologia terrestre

La supervisiéon del bioensayo se
realiz6 cada dos a cinco dias para ambos
bioindicadores. Se inicié el 15 de marzo
de 2022 considerado como primer dia
de supervisién (D1, dia 0) y finalizé el
29 de marzo de 2022 con el cuarto dia
de supervisién (D4, dia 14). Se realizd
la validacién de la idoneidad de la
crianza de los dos bioindicadores con
base a la exposicién a un suelo artificial
contaminado con un metal pesado,
el cual se preparé a través de la mezcla
de suelo de chacra y, acetato de plomo
Pb(C2H302)2, a fin de obtener un
suelo contaminado con Pb (MSC) a
una concentracién de 47 mgkg' de

Figura 2

Pb. Se realizaron dos réplicas para cada
bioindicador, tanto para el control como
el grupo de estudio. En todos los casos se
emplearon recipientes de plasticos (altura
15 c¢m, ancho 20 c¢m, y largo 30 cm).

Posteriormente, durante 15 dias fueron
expuestos los dos grupos de estudio
(muestra de lombriz de tierra con Pb
= MCL y muestra de caracol de jardin
con Pb = MCC) y su control (muestra
de lombriz de tierra sin Pb = MBL y
muestra de caracol de jardin sin Pb =
MBC) (Figura 2). 36 caracoles de jardin
fueron expuestos a 1 kg de suelo en
cada recipiente (MCC y MBC) a fin de
evaluar el ndmero de caracoles muertos,
masa promedio del caracol y cambios
morfoldgicos. 100 g de lombriz de tierra
(210 lombrices), se evaluaron en 2 kg
de suelo en cada recipiente (MCL vy
MBL), analizando los efectos a través del
ndmero de lombrices muertas, niimero
de cocones y cambios morfoldgicos.

Validacion de la crianza de la lombriz de tierra y caracol de jardin expuestos a suelo

contaminado con Pb.

VALIDACION DE LA CRIANZA DE BIOINDICADORES

Muestra de suelo de
chagcra (MSF)

.. -y
Muestra de suelo de
chacra (MSF)
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Muestra de suelo contaminado
(MSC) con plomo (Pb)

Muestra de suelo contaminado
{MSC) con plomo (Ph)
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Analisis estadistico

El andlisis de datos se realizé6 mediante
el Programa estadistico SPSS® v. 25.00,
en el cual se determinaron andlisis
estadisticos descriptivos, a través de la
evaluaciéon de la media (X ), mediana
(Me) y moda (Mo), y el andlisis
estadistico inferencial, mediante la
prueba de normalidad y homogeneidad
de varianzas, que conforme a su resultado
se procedié a usar la prueba paramétrica
(ANOVA de dos vias) o de ser el caso
una prueba no paramétrica equivalente
(Friedman), a fin de validar el protocolo
con Pb en los bioindicadores para su
uso en ecotoxicologia terrestre. Cabe
mencionar que los cambios morfolégicos
de las lombrices por ser datos cualitativos
se aplicé la prueba Chi cuadrado. En
todos los casos, se usé un nivel de

significancia de 0,05.
Aspectos éticos

Se realiz6 el muestreo del suelo
de chacra con equipos de proteccién
personal a fin de prevenir una posible
contaminacién de la muestra de
suelo; y a la misma vez, estas muestras
fueron conservadas en bolsas pldsticas
ziploc. Para las actividades dentro del
laboratorio, se emplearon los equipos
de bioseguridad personal conforme al
protocolo del laboratorio de Ingenieria
Ambiental de la Universidad Cientifica
del Sur, Lima, Perti. Las actividades
fueron desarrolladas teniendo en cuenta
las medidas de la coyuntura COVID-19.
En cuanto a los caracoles de jardin y a
las lombrices de tierra fueron utilizados
Unicamente para los experimentos
del presente estudio, considerando el
minimo ndmero de individuos requerido
para la respectiva validacién estadistica.
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Los residuos quimicos y bioldgicos
contaminados del experimento fueron
destinados a un recipiente de residuos
peligrosos, siguiendo el lineamiento
de la NTP 900.058.2019 (INACAL,
2109) y el protocolo de seguridad del
Plan de Gestién Integral de Residuos de
la Universidad Cientifica del Sur, Lima,
Per.

Resultados y Discusién

Criterios de crianza del caracol de
jardin y de la lombriz de tierra

Criterio 1: Preparacién del recipiente

Para los caracoles de jardin, el
recipiente fue de material plistico en
forma paralelepipedo (altura 15 cm,
ancho 20 cm, y largo 30 cm), con
agujeros cada dos cm para su aireacién
respectiva. Ante ello, se menciona que
los tipos de recipientes dependerdn del
espacio y del objetivo de crianza del
estudio (Bello & Bello, 2007). Estos
tltimos autores plantean un tipo de jaula
(altura 30 cm, largo 50 cm y profundidad
50 cm) para la crianza de caracoles, que
consiste en siete paneles de 30 x 35 cm
con una separacién de 5,5 cm, teniendo
en cuenta que el piso, fondo, techo y tapa
son de una malla mosquitera pldstica con
40 tramos. Para un sistema de crianza en
condiciones cerradas se sugiere emplear
recipientes tipo “colgadores pldsticos
verticales”, debido a que generan un
microclima ideal (Mariet ez 4/., 2017), y
se controla mejor la temperatura, la HR
y las horas de luz (Diaz, 2007). Otro
autor, para C. aspersus sugiere jaulas tipo
“terrarios de polipropileno” que han
comprobado su idoneidad durante un
periodo de exposicién de seis semanas
en condiciones de campo (Drighici ez
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al., 2019). Finalmente, para el caracol et al. (2020) sugieren usar tablas con
de jardin también se han propuestos espacios separadores (50 cm x 30 cm
recipientes de poliestireno transparente x 15 cm), con una tela sintética como
de 24 cm x 21 cm x 8 cm (Louzon et 4l., sistema de aislamiento para un adecuado
2020). mantenimiento de la humedad relativa.
En cuanto a las lombrices de tierra se Criterio 2: Andlisis fisicoquimico del
mantuvieron dentro de un recipiente de suelo
pléstico de forma rectangular con una
tapa de tela sintética de color blanco a fin Se analizaron los siguientes ardmetros
de que reciban una adecuada aireacién. fisicoquimicos del suelo (Tabla 1).
Otros autores como Canales-Gutiérrez
Tabla 1
Pardmetros fisicoquimicos del suelo de chacra (MSF)
wSemy PH MO  Texra  CIC(meg00gh Mumedaqiolumérica
4 476 7,83 1,14 Franco arcilloso 10,85 3,81
La humedad del suelo es importante Con respecto al pH del suelo, para los
porque fortalece las  propiedades caracoles fue ligeramente alcalino, lo cual
fisicoquimicas del cuerpo del caracol es apropiado para su crianza, debido a
de jardin a través de nutrientes para su que si es dcido perjudica principalmente
conchilla, desarrollo y comportamiento a su crecimiento. Es necesario suelos de
(Rueda-Toledo ez al., 2019). Conel fin de tipo calcdreos por su abundante calcio
que las lombrices se adapten de manera (Perell6, 2012). Se discrepa con Ospina-
adecuada, debe humedecerse el suelo Montero & Moreno-Ospina (2017),
debido a que es un factor para su éptimo quienes mencionan que el pH debe estar
desarrollo (Luna & Mendoza, 2020). en el intervalo de 6,5 a 7,5. Por otro
Para el caracol de jardin la humedad lado, es fundamental un pH adecuado
ideal es de un 80 % (Galindo-Hurtado del suelo donde se crian lombrices de
& Bolafnos-Colorado, 2017). En cambio, tierra, porque permite controlar bacterias
la humedad adecuada para lombrices es y hongos (Fuentes, 2020; Somarriba &
del 90 % (Dominguez ez al., 2009). Sin Guzmdn, 2020). Una de las condiciones
embargo, se ha demostrado que un suelo bdsicas para su desarrollo es que el suelo
adecuado debe mantener su humedad tenga un pH entre 6-8, puesto que
cerca al 75% (Zanor ez al., 2018). favorece una reproduccién mds rdpida
(Ishpilco & Mendoza, 2021). En cambio,
Los caracoles de jardin realizan Fuentes (2020), se detalla que los valores
una hibernacién para minimizar la éptimos varfan entre 6,8 y 7,2, debido
pérdida de agua, y por ello prosperan en que en ese intervalo proliferan tan ripido
microhdbitats himedos y sombreados que disminuyen el nimero de lombrices

(Troya-Escobar, 2019). Por ende, es nativas.
importante su monitoreo del suelo dos

veces al dia (Draghici ez al., 2019).
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Criterio 3: Temperatura, fotoperiodo y
humedad relativa

La temperatura del ambiente del
laboratorio estuvo mayormente entre los
25°y 27° C, mientras que en las mafanas
y tardes se registré en algunas ocasiones
desde 18 hasta 20°C, los cuales fueron
regulados por el aire acondicionado y
registrados con un termémetro ambiental.
Esta temperatura se asemeja al estudio
de Dérez & Ciéceres (2022), quienes
sostienen que mantener a los caracoles de
jardin en el intervalo de temperaturas de
25°C a 29°C, trae buenos resultados. No
obstante, Troya-Escobar (2019), asegura
que su adaptacién y mejoramiento de su
calidad de vida se encuentra entre 19° C a
24° C. Ademis, se senala que mantenerlos
a 20°C es una temperatura ideal para el
caracol de jardin (Louzon er al., 2020).
Palafox ez al. (2012), mencionan que
las lombrices de tierra se desarrollan
6ptimamente a temperaturas entre 25°
C a 30° C, pero con el fin de evaluar la
toxicidad se redujo la temperatura de
los recipientes a 22 + 2°C. En cambio,
Giunta ez al. (2019) detallan que durante
el andlisis del comportamiento de E.
fétida se mantuvo a una temperatura de
20° C a 25°C, siendo adecuada para su
subsistencia.

En cuanto al fotoperiodo fue 14 h
de dia y 10 h de noche por la estacién
de verano y una HR del 85 %. Se ha
evaluado a los caracoles en condiciones
de laboratorio a un fotoperiodo de 18/6 y
una HR del 80 % (Louzon ez 4l., 2020).
Una humedad relativa mayor a 75 %
genera resultados satisfactorios (Ruiz-
Herndndez ezal., 2016). Con respecto ala
lombriz de tierra, se ha explicado que en
una prueba de toxicidad fueron expuestas
a un fotoperiodo de luz- oscuridad (h)
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12/12 y auna HR del 75% con resultados
satisfactorios (Somarriba & Guzmadn,
2020). Ulloa er al. (2018) sehalan que
un bioensayo puede realizarse a 12 h luz
y 12 h oscuridad con la diferencia que
presenté una HR del 85%. Finalmente,

se menciona que la HR adecuada es de
65% (Mamani, 2016).

Criterio 4: Caracterizacién de los
bioindicadores

Se seleccionaron 80 caracoles de
jardin adultos con una conchilla de
tonos dorados, bandas anchas de color
marrén y con una medida del ancho de
la conchilla en un intervalo de <2,5 cm a
4,5> cm. Sargsyan ez al. (2022), utilizaron
a los caracoles adultos de Helix lucorum
Linnaeus, 1758 con tamafo de conchilla
de 43,14 + 0,79 mm de ancho y 41,94 +
0,83 mm de largo. Por otro lado, Louzon
et al. (2020) trabajaron con caracoles de
jardin terrestres subadultos.

Se escogieron 100 lombrices de
tierra de color rojo de una etapa adulta
con clitelio y una longitud total de 5
cm a 6 cm. También se han utilizado
lombrices de tierra con clitelio y una
coloraciéon rojiza (Canales-Gutiérrez et
al., 2020). Asimismo, las caracteristicas
mids estudiadas de las lombrices de tierra
son su tamano (6,44 cm de largo y 2,10
de ancho), peso y didmetro del clitelio,
debido que son los primeros en ser
afectados ante un estrés brusco (Cano,
2018). Dentro de las caracteristicas
externas mds resaltantes se tiene a la
forma del cuerpo, al color y al nimero
de segmentos, ello en base a su estudio
sobre la evaluacién de la evolucién de las

lombrices de tierra (Feijoo-Martinez et
al., 2020).

| ISSN (1mPRESO): 1812-6049 | ISSN (EN LiNEA): 2523-1820 |



CRITERIOS SOBRE LA CRIANZA DEL CARACOL DE JARDIN CANTEREUS ASPERSUS (MULLER, 1774) Y DE LA LOMBRIZ
DE TIERRA EI1SENIA FETIDA (SAVIGNY, 1826) PARA SU USO EN ECOTOXICOLOGIA TERRESTRE CON METALES PESADOS

Criterio 5: Limpieza e higiene

La limpieza de los caracoles de jardin y
sus respectivos recipientes fue realizada de
manera interdiaria. Ante ello, Fontanillas
(2018) resalta la importancia de la
limpieza e higiene de las instalaciones y
recipientes para una adecuada crianza en
el laboratorio del caracol de jardin. Por
ejemplo, Louzon et al. (2020), sugiere
que los caracoles deben ser limpiados
cada dos dias con el fin de eliminar las
heces y renovar a la lechuga que se le da
como sustrato para la alimentacién. De
esta manera se evita que el caracol de
jardin pierda sus actividades cotidianas
de forma progresiva, paralice su funcién
reproductiva y deje de alimentarse
hasta morir por inadecuadas pricticas

de limpieza e higiene Fleta-Zaragozano
(2018).

Criterio 6: Alimentacién

Los caracoles de jardin fueron
alimentados con lechugas (lg por
dia), siendo extendidas en el fondo del
recipiente y por encima de los vasos
descartables que contenfan suelo. Sin
embargo, Louzon ezal. (2020), emplearon
1,5 g de lechuga fresca no contaminada
por dia para cada caracol. Se ha utilizado
a la lechuga en previas investigaciones
como alimento para el caracol de jardin,
con el fin de analizar la transferencia de
MP dentro de una cadena alimentaria
(Martinez, 2022). Por otro lado, se dio
una vez a la semana pienso para caracol,
debido a que es importante controlar
la calidad de pienso por la afectacién
directa a su estado nutricional de los
caracoles (Vera, 2016). Por ello, Draghici
et al. (2019) alimentaron a los caracoles
de jardin con una mezcla de harina de
trigo (10 %) y otros ingredientes. Se ha

| ISSN (1MPRESO): 1812-6049 | ISSN (N LiNEA): 2523-1820 |

99

determinado que la mejor dieta de aporte
proteico para el caracol de jardin es
Gliricidia sepium (Jacq.) Kunth ex Walp.,
1842 en comparacién con la lechuga
(Ruiz-Herndndez ez al., 2016).

Para la alimentacién de las lombrices
de tierra se utilizé estiércol de cuy. En
relacién a ello, otros autores han sefalado
que el estiércol bovino precompostado
(Guanche, 2015) favorece a la
reproduccién rdpidayal aumento del peso
promedio de las lombrices (Villavicencio-
Garcia, 2021), y desechos de hortalizas
y frutas proveniente de un tratamiento
y seleccién previo, alimentdndolas una
vez a la semana (Luna & Mendoza,
2020; Lépez-Correa, 2019), o en forma
interdiaria con el fin que no cese el ciclo

de reproduccién (Cedefio, 2021).
Criterio 7: Fecundidad

Se identificaron tres cocones en 100
lombrices de tierra mediante el método
del conteo por observacién. Ello se
asemeja al protocolo que utilizé Canales-
Gutiérrez et al. (2020), con la diferencia
que su evaluacién se realizé en 36 dias
encontrando seis cocones. Por otro lado,
Limachi (2018), senala que una lombriz
de tierra coloca un cocén entre 7 a 10
dias. Finalmente, se ha determinado
cinco cocones durante 15 dias producto

de 40 lombrices de tierra (Dominguez er
al., 2009).

Validacién del protocolo con el caracol
de jardin y lombriz de tierra con Pb
para su uso en ecotoxicologia terrestre
Caracol de jardin

La exposicién de 36 caracoles de jardin

al Pb se presenta en la tabla 2.
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Tabla 2

Caracteristicas de los caracoles de jardin bajo en muestras de suelo a 47 mg-kg” de Pb y sin

Pb.

L. MCB MCC
Caracteristicas Rl R2 Rl R2

Nro. de caracoles muertos 0 2 2
Nro. de caracoles con contorno rosado 2 1 4 3
Cantidad de agua eliminada en la 1° semana (mL) 15 17 59 65
Cantidad de agua eliminada en la 2° semana (mL) 15 17 59 65

Masa promedio del caracol (g)

6,14 6,22 4,86 5,82

MCB: Muestra de caracol de jardin sin Pb; MCC: Muestra de caracol de jardin con Pb. R1 y R2 =

réplicas del ensayo.

Los efectos del Pb en el caracol se
realizaron a través del andlisis descriptivo
de los datos. Para la muestra de fondo o
sin Pb se evalué el ndmero de caracoles
muertos (X = 0,5; Me = 0,5 y Mo = 1,0)
y la presencia de contorno rosado (X =
1,5; Me = 1,5y Mo =2,0). En cuanto a la

el nimero de caracoles muertos (X = 1,0;
Me = 1,0 y Mo = 0,0) y la presencia de
contorno rosado (X = 3,5; Me = 3,5y
Mo = 4,0). Por otro lado, se analizaron la
masa total de los caracoles de jardin y el
promedio de masa del caracol con base a
la aplicacién de los andlisis inferenciales

muestra contaminada con Pb se considerd (Figuras 3 y 4).

Figura 3

Diagrama de cajas de la masa total del caracol de jardin por tipo de muestras de suelo y dias
de supervision. MCB: Muestra de caracol de jardin sin Pb; MCC: Muestra de caracol de
jardincon Pb. D1 (primer dia de supervision, dia 2), D2 (sequndo dia de supervision, dia 7),
D3 (tercer dia de supervision, dia 9) y D4 (cuarto dia de supervision, dia 14).
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En el presente grifico, se muestra
que la exposicién de los caracoles al
suelo contaminado con Pb disminuye
ligeramente su masa total conforme al
cuarto dia de supervisién (D4) (Figura
3); sin embargo, al aplicar la prueba

ANOVA de dos vias resulta que la masa
Figura 4

total de caracoles no es influenciada
significativamente por el tipo de muestra
de suelo (F = 2,03; p= 0,19), pero si por
los dias de supervisién (F = 4,56; p =
0,03), y finalmente no por la interaccién
de los tipos de muestras de suelo y los

dias de supervisién (F = 0,05; p = 0,98).

Diagrama de cajas de la masa promedio del caracol de jardin por tipos de muestras de suelo
y dias de supervision. MCB: Muestra de caracol de jardin sin Pb; MCC: Muestra de caracol
de jardin con Pb. D1 (primer dia de supervision, dia 2), D2 (segundo dia de supervision, dia
7), D3 (tercer dia de supervision, dia 9) y D4 (cuarto dia de supervision, dia 14).
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En el grifico de la figura 4 se muestra
que la masa promedio del caracol en el
grupo MCB se incrementa y en el grupo
MCC disminuye su masa al exponerlos
al suelo contaminado con plomo, esto
conforme a los dias de supervisién, por
ello al aplicar la prueba ANOVA de dos
vias, la masa promedio del caracol es
influenciada significativamente por los
tipos de muestras de suelo (F = 4,71; p
= 0,04) y no los dias de supervisién (F
= 3,08; p = 0,09) y finalmente si por la
interaccion de los tipos de muestras de
suelo y los dias de supervisién (F = 4,55;

p = 0,04).
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Los MP y los contaminantes orgdnicos
afectan la mortalidad de los caracoles de
jardin (Dhiman, 2020). Al aumentar
la concentracién de Pb y el tiempo
de exposicidon, la tasa de mortalidad
del caracol de jardin se incrementa
significativamente, teniendo que a 20
mg-L " la mortalidad més baja (60 %) a 24
h de exposicién y la mds alta mortalidad
(95 %) a las 96 h de exposicién (Varun,
2020). Los caracoles de jardin al ser
expuestos al Pb presentan algunos
cambios observables en su coloracién y
en su comportamiento (Dhiman, 2020).
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El caracol de jardin elimina agua juveniles en promedio tienen una masa
debido a las condiciones de estrés, debido corporal de 4,26 + 0,77 g; sin embargo,
aque no estdn acostumbrado aun entorno al estar expuesta al Pb disminuyen
cerrado, reducido y a una alimentacién a gradualmente su masa. Gomot-De
base de vegetales como la lechuga (Fleta, Vaufleury & Pihan (2000) sefalan que
2017). El caracol mantiene un equilibrio los caracoles de jardin juveniles (4,6 +
constante entre la HR ambiental y el 0,5 g) fueron influenciados en su masa
contenido de agua en sus tejidos, por ello por el nivel de contaminacién del Pb.
absorben o eliminan agua debido a su Las poblaciones juveniles de Helix al
gran permeabilidad (Ruiz-Hernandez ez mantenerse con dieta alta en Pb generan
al., 2016). una concha mids ligera, lo cual reduce la

masa del caracol (Beeby & Richmond,
En relacién con la masa, en el grupo 2002; Beeby ez al., 2002).
MCB aumenté sumasaen 0,16 g mientras

que en el grupo MCC disminuyé en Lombriz de tierra
0,89 g. Este tltimo resultado se contrasta
con el estudio de Artacho & Nespolo La exposicion de 210 lombrices (100
(2009) quienes resaltan que los caracoles g) al Pb se presenta en la Tabla 4.
Tabla 4
Caracteristicas de la lombriz de tierra bajo muestras de suelo a 47 mg-kg" de Pb y sin Pb.
MLB MLC
Caracteristicas
R1 R2 R1 R2
Ntmero de lombrices muertas 0 0 4 5
de 210 lombrices
Namero de cocones 7 8 6 4
Desplazamiento Deslizamiento
Cambios morfoldgicos Ninguno  Ninguno lenco, cam bio c!e lenco, CaI:IIbIO a
color e hinchazén color amarillento e
del clitelio hinchazén del clitelio

MLB: Muestra de lombriz sin Pb; MLC: Muestra de lombriz de tierra con Pb. R1 y R2 = réplicas del

ensayo.

En cuanto a los efectos del Pb en el aplic6 la prueba chi cuadrado para la
suelo en la lombriz de tierra, se analizaron variable cambios morfoldgicos (x* =
mediante un andlisis descriptivo. Para la 1,00; p > 0,05), dando como resultado
muestra de fondo o sin Pb, el ndmero que no existen indicios de una relacién
de lombrices muertas (X= 0,0; Me = 0,0 de dependencia en ambas variables.
y Mo = 0,0) y nimero de cocones (X = Finalmente, para el promedio de masa de
7,5 Me = 7,5 y Mo = 6,0). Referente a lombrices mediante la prueba Friedman
la muestra contaminada se evaluaron el (Figura 6) (x* = 27,73; p < 0,05) se
ntmero de lombrices muertas (X = 4,5; observaron efectos del tipo de suelo, dias
Me = 5,0 y Mo = 0,0) y el nimero de de supervisién e interaccién de ambas,

cocones (X = 7,5; Me = 7,5 y Mo = 7,0) respectivamente.
(Tabla 4). Es preciso mencionar que se
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Figura 5

Diagrama de cajas de la masa total de lombrices de tierra por tipos de muestras de suelo y
dias de supervision. MLB: Muestra de lombriz sin Pb; MLC: Muestra de lombriz de tierra
con Pb. D1 (primer dia de supervision, dia 2), D2 (sequndo dia de supervision, dia 7), D3
(tercer dia de supervision, dia 9) y D4 (cuarto dia de supervision, dia 14).

0, v =

70, (60—

00—

Masa total de lombrices

S0 Oe0=

40 ,00=

T
HiLE

Diaz da
SUpSIYISIon

Eloa
Eloz
Lloa
s

¥
LT

Tipoa de musatra de susls

Lapresentegrafica (Figura5) representa
el aumento predominantemente de la
masa total de lombrices en relacién a los
tipos de muestra de suelo y los dias de
supervision. Se realizé un ANOVA de dos
vias (Figura 5) para las variables masa total
de lombrices. La masa total de lombrices

Figura 6

es influenciada significativamente por los
tipos de muestras de suelo (F = 29,91; p
= 0,001) y no los dias de supervisién (F
= 0,57; p = 0,65) y finalmente si por la
interaccién de los tipos de muestras de
suelo y los dias de supervisién (F = 0,29;
p = 0,83).

Diagrama de cajas de la masa promedio de lombriz de tierra por tipos de muestras de suelo y
dias de supervision. MLB: Muestra de lombriz sin Pb; MLC: Muestra de lombriz de tierra
con Pb. D1 (primer dia de supervision, dia 2), D2 (segundo dia de supervision, dia 7), D3
(tercer dia de supervision, dia 9) y D4 (cuarto dia de supervision, dia 14).
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La grifica de la Figura 6 representa el
aumento en la masa promedio de una
lombriz de tierra, debido a los criterios
de crianza, la exposicién con Pb y a las
propiedades de bioacumulacién que
presenta el bioindicador, ello en los dos
tipos de muestra de suelo (MLB y MLC)
y en los dias de supervisién. Finalmente,
para el promedio de masa de lombrices
mediante la prueba Friedman (Figura 06)
(x*=27,73;p<0,05) se observaron efectos
del tipo de suelo, dias de supervisién e
interaccién de ambas, respectivamente.

Se ha mencionado que en 100 g de
lombrices se presenté una mortalidad
entre 2 a 4 individuos durante un
periodo de tres meses (Pantoja, 2021).
Una experimentacién fue considerada
invdlida al observarse que en todas
repeticiones existia una lombriz muerta
o desaparecida al final del dia del
periodo de prueba (Ulloa ez al., 2018).
En cuanto a los cocones, Tito (2022)
detalla que la reproduccién de la lombriz
de tierra fue nula entre los 7 y 14 dias
de prueba, debido a la presencia del MP
Pb. Asimismo, se menciona que en un
periodo de 14 y 21 dias se tuvo de 1 a
2 cocones eclosionados, respectivamente
(Cedefio, 2021). Como bien lo sustenta
Rostrdn (2012) se registrd en dos semanas
de exposicién al Pb, 10 lombrices con un
promedio de cuatro cocones.

En referencia a los cambios
morfolégicos en la lombriz de tierra, la
exposicién a diferentes concentraciones
de Pb genera modificaciones en la
curvatura corporal, en el enrollamiento
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violento, en la elongacién del cuerpo,
presencia de movimientos lentos,
y finalmente hinchazén del clitelio
(Grandez, 2020). Se ha evidenciado
cambios externos en la lombriz de tierra,
como el engrosamiento del Cclitelio

(Ochoa, 2021).
Conclusiones

Los siete criterios establecidos para los
dos bioindicadores, han sido detallados
conforme a la experiencia en condiciones
de laboratorio, los mismos, que han
permitido criar de una manera adecuada
al caracol de jardin (C. aspersus) y a la
lombriz de tierra (E. fetida). Para ello
se consider6 los siguientes criterios:
preparacién del recipiente, andlisis
fisicoquimico del suelo, temperatura,
fotoperiodo 'y  humedad relativa,
caracterizacién, limpieza e higiene
(criterio no evaluado lombriz),
alimentacién y finalmente fecundidad
(criterio no evaluado en caracol). La
validacién de los criterios de crianza
en los dos bioindicadores mediante
la exposicion al Pb evidencié diversos
efectos téxicos. En el caso de los caracoles
de jardin, se presentaron muertes,
cambio de coloracién, eliminacién de
agua y disminucién de masa corporal.
Mientras que en las lombrices de
tierra se mostraron muertes, cocones y
cambios morfoldgicos. Se sugiere seguir
optimizando las condiciones de crianza
de ambos indicadores para evaluar
diferencias  sustancias y elementos
potencialmente téxicos al suelo.

cn
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