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Resumen

Los xenobidticos ambientales, como los metales pesados, alteran el nicho
ecoldgico al que estan acoplados en su vivir cotidiano los organismos biologicos. La
regeneracion corporal, que caracteriza a ciertos organismos Vvivos, sirve como un
indicador fundamental para verificar los cambios producidos en sus patrones estructurales

y de funcionamiento productos de esa perturbacion ambiental.

En el presente trabajo, se evaluo la motilidad, morfologia externa y regeneracion
de especimenes de Girardia festae en concentraciones de HgClz, un xenobidtico
bioacumulable, mediante dos bioensayos con especimenes: (i) enteros colocados, por seis
dias, en agua destilada (medio control) (n=11), y en otros con soluciones de 0.03 ppm
(n=17) y 0.08 ppm (n=17) de HgCly; y (ii) cortados colocados, durante seis dias, en un

medio control (n = 9) y en tratamiento de 0.03 ppm de HgCl> (n = 9).

Los 11 especimenes expuestos al medio normal sobrevivieron los 6 dias. De las
17 planarias expuestas a 0.03 HgClz, 9 murieron durante los 6 dias del tratamiento,
sobreviviendo solo 8 especimenes. Los 17 individuos enteros expuestos a 0.08 ppm de

HgCl> murieron a las 24 horas.

En los especimenes del medio control y del medio con 0.03 ppm se observo que
luego de los seis dias de exposicion su longitud corporal no fue afectada
significativamente; sin embargo, su motilidad y velocidad de movimiento se alterd
durante los tres primeros dias, pero se normalizé en el cuarto dia; ademas, luego de 24
horas de exposicidn, se alteré su movimiento de modo que espirilaban su cuerpo, algunos
desde la parte anterior y otros desde la parte posterior. En relacion a su morfologia

externa, se distinguieron cinco alteraciones: ensanchamiento del medio cuerpo, la pérdida



de auriculas, de la cola, de la regién anterior de la cabeza y de la cabeza completa.

Respecto a su regeneracion corporal, no se vio afectada significativamente.

Estos resultados demuestran que concentraciones 0.03 ppm de HgCl. perturban el
comportamiento y la morfologia externa de los especimenes de G. festae, puestos a
prueba, posiblemente por la acumulacion de este xenobidtico, principalmente, en la

region cefalica.

Palabras clave: Girardia festae, cloruro mercdrico



Abstract

Environmental xenobiotics, like heavy metals, alter the ecological niche to which
biological organisms are attached in their daily lives. Body regeneration, which
characterizes certain living organisms, serves as a fundamental indicator to verify the
changes produced in their structural and functioning patterns as a result of this

environmental disturbance.

In the present work, the motility, external morphology and regeneration of
specimens of Girardia festae were evaluated in concentrations of HgCl,, a
bioaccumulative xenobiotic, by means of two bioassays with specimens: (i) whole
specimens placed, for six days, in distilled water (control medium) (n=11), and in others
with solutions of 0.03 ppm (n=17) and 0.08 ppm (n = 17) of HYCl»; and (ii) slices placed,

for six days, in a control medium (n = 9) and in a treatment of 0.03 ppm of HgCl. (n =9).

The 11 specimens exposed to the normal medium survived the 6 days. Of the 17
planarians exposed to 0.03 HgCl, 9 died during the 6 days of treatment, with only 8
specimens surviving. All 17 whole individuals exposed to 0.08 ppm of HgCl> died within

24 hours.

In the specimens of the control medium and the medium with 0.03 ppm it was
observed that after six days of exposure their body length was not significantly affected:;
however, his motility and speed of movement altered during the first three days, but
normalized on the fourth day. Furthermore, after 24 hours of exposure, his movement was
altered, so that some from the front and others from the back were spying on his body. In

relation to its external morphology, five alterations were distinguished: widening of the



middle body, the loss of atria, the tail, the anterior region of the head and the complete

head. Regarding his body regeneration, it was not significantly affected.

These results show that concentrations of 0.03 ppm of HgCl, disturb the behavior
and external morphology of G. festae specimens, put to the test, possibly by the

accumulation of this xenobiotic, mainly, in the cephalic region.

Keywords: Girardia festae, mercuric chloride



1. Introduccién

Actualmente, los estragos ambientales que el humano ha generado durante su
desarrollo histdrico sobre su entorno representan uno de los mayores retos a afrontar.
Entre los diversos problemas de contaminacién ambiental, aquellos originados por
metales pesados y, puntualmente, el mercurio, suelen ser generados por actividades
humanas como la mineria artesanal de oro afectando a la poblacién circundante y sus

medios de vida.

En ecosistemas afectados resulta imprescindible identificar y determinar si el nivel
de concentracion en que se encuentran los agentes contaminantes puede perturbar las
redes tréficas que representan la transferencia lineal de energia desde un productor a un

consumidor.

En biologia, la regeneracidn es un proceso que puede ocurrir en todos los niveles
de la organizacion bioldgica mediante el cual algunos organismos tienen la habilidad de
recuperar la estructura y la funciéon de dérganos o partes del cuerpo dafiados. En este
contexto, resulta interesante usar algin organismo vivo con esta capacidad para ser usado

como bioindicador para medir el nivel de perturbacién de algin xenobidtico.

La planaria de agua dulce es un organismo usado como modelo por su versatilidad,
puesto que posee hipersensibilidad frente a cambios en su medio y es capaz de regenerar

un organismo completo a partir de un pequefio trozo de casi cualquier parte de su cuerpo.

En esta investigacion se usé especimenes de Girardia festae y se analiz6
indicadores como motilidad, morfologia externa y regeneracion corporal en presencia de
diferentes concentraciones de HgCl,, teniendo como base de comparacion lo observado

en condiciones normales. Se determin6 que el tratamiento de 0.08 ppm de HgCl; es letal



para G. festae mientras que la regeneracion de individuos en el medio con 0.03 ppm de

HgCl. no es afectada significativamente.

1.1. Planteamiento del problema

La magnitud del problema es algida puesto que responde en gran medida a los
estragos ambientales que el humano, durante su desarrollo histérico, ha causado en su
entorno. Dentro de los problemas de contaminacion ambiental, estan los originados por

metales pesados y, entre ellos, el mercurio.

1.2. Formulacion del problema

¢Qué concentraciones de cloruro mercurico pueden perturbar el patron de

regeneracion corporal y el comportamiento de especimenes de planaria de agua dulce?

Se propuso que el mercurio era un agente perturbador de cambios en los patrones
de motilidad y regeneracion corporal y se puso a prueba dos concentraciones diferentes
de este metal pesado con la finalidad de encontrar cuél de ellos perturba la motilidad,

morfologia externa y los mecanismos de la regeneracion en G. festae.

1.3. Justificacion de la investigacion

La relevancia de la investigacion radica en el crecimiento acelerado de la
contaminacion de las fuentes acuiferas en el pais, sin que se dé cuenta de los indicios de

la pérdida de calidad de este recurso indispensable para la vida.

Su pertinencia se circunscribe a las posibilidades reales de la economia de los
involucrados directos e indirectos en los problemas de contaminacién de las fuentes de

agua, puesto que a bajos costos es posible demostrar la tendencia de la contaminacion
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mediante la comparacion de la motilidad, morfologia externa y regeneracion de G. festae
“planaria de agua dulce” en dos tratamientos, primero con 0.03 ppmy luego con 0.08 ppm

de HgCly, teniendo como base de comparacion lo observado en condiciones normales.

La potencial utilidad de la investigacion resulta practica en dos dimensiones,
primero en la posibilidad de identificar la contaminacion con G. festae, como
bioindicador; y segundo, en el dimensionamiento de tendencia de la carga del

contaminante HgCl..

1.4. Objetivo general

Evaluar la motilidad, morfologia externa y regeneracion de G. festae (Borelli,

1998) “planaria de agua dulce” en concentraciones de HgClo.

1.5. Objetivos especificos

- Determinar la longitud, velocidad, tipo de movimiento y la morfologia externa de
especimenes enteros en un medio control (n = 11) y en tratamientos de 0.03 ppm y
0.08 ppm de HgCl (n = 17, por cada tratamiento), durante 6 dias.

- Determinar la longitud y velocidad de especimenes, que hayan sobrevivido a los
tratamientos de 6 dias, reubicados a un medio control, interdiariamente durante 10
dias.

- Analizar el crecimiento del blastema en individuos cortados, en un medio control

(n =9) y en tratamiento de 0.03 ppm de HgCl> (n = 9), durante 6 dias.
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2. Marco teérico

2.1. Girardia festae

El phylum Platyhelminthes comprende alrededor de 50 000 especies conocidas
como helmintos planos que habitan diversos nichos ecoldgicos (Littlewood y Bray,
2001). Entre las especies de este phylum, las planarias dulceacuicolas (Turbellaria:
Tricladida) se caracterizan por su elevada plasticidad y habilidad de regenerarse por
completo a partir de pequefios fragmentos (1/279 de un organismo adulto) (Hauser,
Silveira y Carvalho, 1979; Hauser, Dias y Gehrke, 1980; De Vries y Sluys, 1991; y

Sanchez, Newmark, Robb y Juste, 2002).

La observacién del fendmeno de regeneracion morfalactico epimoérfico blastemal
en planarias como modelos bioldgicos (Hauser y Friedrich, 1982; Sdnchez, 2000; y Salo6
y Bagufia, 2002), permite estudiar como funciona el mecanismo de control de la
pluripotencialidad de las células madre mesenquimales adultas, denominadas neoblastos
(Newmark y Sanchez, 2000; y Newmark y Sanchez, 2002), que se encuentran en mitosis
y se diferencian para formar todos los tipos celulares de las planarias, incluso la linea
germinal (Salé et al. 2009); es debido a este comportamiento de los neoblastos que las
planarias poseen gran plasticidad morfoldgica, lo que les permite regenerarse a partir de
casi cualquier pieza del cuerpo y cambiar su tamafio adulto segun la disponibilidad de

alimentos.

Estas caracteristicas del comportamiento del neoblasto, que las planarias poseen,
las hacen particularmente importantes en los ecosistemas, puesto que abren la posibilidad
de ser usadas como bioindicadores del grado de contaminacion de los acuiferos afectados

por las actividades humanas.
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2.2. Toxicidad del mercurio (Hg)

El Hg es un metal que actiia como agente neurotoxico en diversas especies, “en
humanos se manifiesta como eretismo mercurial: excitabilidad, trastornos emocionales,
alteraciones en la memoria y en la capacidad de concentracion. En casos mas graves el
dafio neuroldgico produce retraso psicomotor, incoordinacion, ataxia, movimientos
involuntarios, paralisis, sordera o ceguera” (Nufez, Galar, Garcia y Gomez, SN, p. 3). A
nivel molecular, el Hg puede inhibir o estimular algunas enzimas y, junto a otros cationes
esenciales para el organismo, se acumula en los lisosomas (Loumbourdis y Danscher
2008). Su afinidad por los grupos sulfhidrilos (SH) hace que inhiba los puentes disulfuros,
modificando la estructura y funcion de las proteinas (Bridges y Zalups 2005; y
Loumbourdis y Danscher 2008). En modelo animal, a nivel tisular, los mecanismos de
toxicidad del metilmercurio (ChsHg) <forma orgénica del Hg> sobre tejidos en desarrollo
son dos: (i) migracion anormal e incompleta de células neuronales en cerebro y cerebelo;
y (ii) inhibicién de la division celular (Clarkson 1991 y Repetto 1995). La accion
inhibitoria podria deberse a la capacidad del ChsHg para despolimerizar microtubulos
formados por tubulina, proteina rica en grupos (SH) con alta afinidad de union con el
ChsHg; en consecuencia, este Ultimo podria bloquear facilmente el proceso de ensamblaje

impidiendo la polimerizacion del tabulo (Clarkson 1991).

2.3. Toxicidad del cloruro mercurico (HgCl.)

El Hg se encuentra en el ambiente formando, entre otros compuestos, la sal cloruro
mercarico (HgClz). En esta forma inorgénica es altamente tOxica para organismos
acuaticos; ademas, sus propiedades fungicidas e insecticidas son aprovechadas en la

industria agricola (Mufioz y Palacio, 2010).
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3. Antecedentes

Respecto a los efectos neurotoxicos del mercurio, Nufiez et al. (SN, p. 3) indican
que “en humanos se manifiesta como eretismo mercurial: excitabilidad, trastornos
emocionales, alteraciones en la memoria y en la capacidad de concentracién. En casos
méas graves el dafio neuroldgico produce retraso psicomotor, incoordinacién, ataxia,

movimientos involuntarios, paralisis, sordera o ceguera”.

Se han desarrollado diversos métodos para detectar Hg en agua; por ejemplo,
Wylie et al. (1991) detectaron iones de mercurio (1) en agua [>0.6 ppb] mediante la
prueba de ELISA con el uso de anticuerpos monoclonales; Wei et al. (2014) crearon un
sistema de lector dptico radiométrico para teléfonos inteligentes que detecta iones de
mercurio (1) con un nivel de sensibilidad de ppb; y Yoon et al. (2017) describieron la
sintesis de un sensor fluorescente y especifico para iones de mercurio (Il), con la

capacidad de detectarlos en agua, células y tejidos.

Sin embargo, en estas investigaciones no se hace una relacion con la utilidad en
contextos de pobreza como el de Per(, Wyatt et al. (2019) realizaron un estudio en las
comunidades afectadas por la mineria artesanal de oro en Madre de Dios, de sus
resultados se estima que la poblacion afectada por la contaminacion de mercurio fue de
41 % en 2015 y 57 % en 2016, siendo las comunidades nativas mas propensas a tener
mercurio por encima de los niveles de USEPA y la OMS (>2.0 pg/g) que los de no nativas,

69 % frente a 14 % en 2015, y 83 % frente a 24 % en 2016.

Becker, Rogalski y Goulart (2010) usaron planarias Girardia schubarti como
bioindicadores de HgCl,, el disefio experimental planteado contenia dos etapas a evaluar

dos aspectos: (i) prueba de toxicidad y (ii) proceso de regeneracion y movilidad, aunque

14



en la experimentacion solo realizaron la primera. Los especimenes fueron expuestos
durante 96 horas a tres tratamientos de concentraciones de HgCl, al 0,001 mg/L,

0,002 mg/L y 0,003 mg/L, ademas del medio control que fue agua destilada.

Oviedo, Newmark y Sanchez (2003) evaluaron el proceso de regeneraciéon de
planarias Schmidtea mediterranea, para tener una idea escala de la naturaleza molecular
y mecanismo de este proceso en metazoos. Dentro del método establecido, los
especimenes fueron privados de alimento 48 horas previas a cada experimento. Para
evaluar la regeneracion de los especimenes, les hicieron dos cortes transversales

(amputacion pre- y posfaringeal) en el plano dorso-ventral.

Boyd, Morita, Ragin y Best (1981) evaluaron la respuesta de las planarias Dugesia
dorotocephala expuestas a concentraciones de cloruro de metilmercurio (CMM). La
comparacién con los controles 3 dias después de la decapitacion, mostrd un retraso en la
regeneracion de la cabeza en 0.1 ppm y 0.2 ppm de CMM, siendo méas severo en el
segundo. En los especimenes expuestos a 0.08 ppm o menos de CMM, se observaron
conductas de neurotoxicidad: letargo, movimientos lentos, dificultad y descoordinacion
en su respuesta de correccion (tigmotaxis), y parélisis parcial o completa de la mitad

caudal.

4. Hipotesis

Hipdtesis: La motilidad, morfologia externa y los mecanismos de la regeneracion

de G. festae son afectados por el HgCl.

Prediccion: La presencia de distintas concentraciones de HgCl, perturbara la

motilidad, morfologia externa y los mecanismos de la regeneracion en Girardia festae.

15



5. Materiales y métodos

5.1. Lugar de ejecucién

La investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Biotecnologia y Fisiologia
Animal de la Facultad de Ciencias Bioldgicas (FCB) de la Universidad Ricardo Palma

(URP).

5.2. Tipo y disefio de investigacion

Fue de disefio experimental y se analizaron los datos cuantitativos a partir de la
interpretacion del procesamiento estadistico y los cualitativos, de la interpretacion sobre

la base de los antecedentes.

5.3. Variables

La variable independiente fue la concentracion de HgCl,. Las variables
dependientes fueron la longitud, velocidad, tipo de movimiento y la morfologia externa

de las planarias.

5.4. Recoleccién del material bioldgico

Se usaron planarias de agua dulce, de la especie Girardia festae, recolectadas en
los mérgenes de la caida de catarata de la localidad Obrajillo, provincia Canta, Lima, Per(
(76°36°56.48” O 11°26°51.80” S) (ver figura 1). Se emple6 higado fresco de pollo como
carnada y se esperd entre 15-20 minutos para que las planarias sean atraidas por
quimiotaxis (lannacone y Tejada, 2007). Los individuos fueron transportados al
Laboratorio de Biotecnologia y Fisiologia Animal de la FCB-URP. Se les acondicion6 en

un depdsito de pirex, abastecido con agua destilada -esta fue empleada como solucién o
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medio control- (Becker et al. 2010), el sistema estuvo conectado a un oxigenador
eléctrico, las condiciones térmicas correspondieron a la temperatura ambiental de la
ciudad de Lima (17-22 °C); fueron alimentadas con higado de pollo, una vez por semana
(lannacone y Tejada, 2007). Los individuos seleccionados no recibieron alimento 48

horas previas a cada experimento (Oviedo et al. 2003).

5.5. Cloruro mercurico

Fue proporcionado por el Laboratorio de Biotecnologia y Fisiologia Animal de la
Universidad Ricardo Palma. Las concentraciones de 0.03 ppm y 0.08 ppm de HgCl»

fueron preparadas mediante diluciones seriadas del compuesto en agua destilada.

5.6. Procedimiento

Se escogieron 63 especimenes que median entre 9 mm y 11 mm, luego fueron
divididos en dos grupos de forma aleatoria: (i) enteros = 45; y (ii) diseccionados = 18.
Los bioensayos fueron independientes y el tamafio de la muestra se establecié tomando
como referencia a Jianyong et al. (2012) que, en una experimentacién semejante,
emplearon 10 especimenes de Dugesia japonica para cada bioensayo en que se los expuso

a seis concentraciones diferentes de dimetilformamida.

(i) Andlisis de individuos enteros (n = 45): se coloco6 un individuo por placa petri
con 20 mL de medio control (n = 11), para la solucién de 0.03 ppm y 0.08 ppm HgCl. se
siguid el mismo procedimiento (n = 17 en cada una). La longitud y velocidad fue medida
durante 6 dias, aplicando la técnica de medicion del milimetro: sobre una hoja
milimetrada, se contaron cuantos cuadrados avanzoé el individuo durante un minuto; el
tipo de movimiento (normal o anormal) y la morfologia externa (normal o anormal)
también fueron observadas durante los 6 dias. Las soluciones, de los tratamientos y
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control, fueron renovadas interdiariamente: los dias segundo y cuarto. Las planarias
expuestas a los tratamientos, luego de 6 dias fueron reubicadas en medio control, para

medir la longitud y velocidad interdiariamente durante 10 dias (Becker et al. 2010).

(ii) Andlisis de individuos diseccionados (n = 18): se hizo un corte transversal por
detras de las auriculas (amputacion posfaringeal) en el plano dorso-ventral (Oviedo et al.
2003), para ello se coloco hielo (que retardd el movimiento del individuo, facilitando una
diseccion precisa) en la base del microscopio estereoscopio Leica EZ 4, luego el papel de
filtro y, sobre él, el individuo. Se colocaron 9 planarias cortadas en una placa petri con
20 mL de medio control y las otras 9 en 20 mL de solucion de HgCl; al 0,03 ppm. La
longitud fue medida durante 6 dias, aplicando la técnica del milimetro. Los medios

tratamiento y control fueron renovados interdiariamente.

5.7. Andlisis de datos

Los datos fueron procesados en el programa estadistico SPSS version 22. Se
utilizaron cinco pruebas: (i) Shapiro-Wilk para determinar la distribucion normal en las
medias; (ii) de contraste Wilcoxon para los datos que arrojen una distribuciéon no
paramétrica; (iii) T de Student para comparar medias relacionadas paramétricas; (iv) de
U de Mann — Whitney para las medias independientes; y (v) de contraste de Levene para

la igualdad de las varianzas.
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6. Resultados

6.1. Analisis de individuos enteros

En la primera etapa se determind la mortandad, longitud, velocidad, tipo de
movimiento y la morfologia externa de especimenes enteros en un medio control (n =11)
y en tratamientos de 0.03 ppm y 0.08 ppm de HgCl> (n = 17, por cada tratamiento),
durante 6 dias. La medicion fue diaria.

Mortandad

Los 11 especimenes que fueron expuestos al medio normal sobrevivieron los 6
dias. De las 17 planarias que fueron expuestas a 0.03 HgCl,, 9 murieron durante los 6 dias
del tratamiento, sobreviviendo solo 8 especimenes. Los 17 individuos enteros que

recibieron el tratamiento de 0.08 ppm de HgCl> murieron a las 24 horas.

Longitud (mm)

La longitud al inicio y final de los especimenes enteros expuestos a medio normal
no tienen una distribucién normal (prueba de normalidad de Shapiro-Wilk p=0.004 y
0.034 < 0.05, respectivamente), mientras que los expuestos al tratamiento de 0.03 ppm de
HgCl> si las tienen (prueba de normalidad de Shapiro-Wilk p=0.093 y 0.111 > 0.05,
respectivamente). Los tamafos de ambos grupos tanto al inicio como al final no tienen
diferencia significativa (prueba U de Mann-Whitney p=0.576 y 0.286 > 0.05,
respectivamente). En la figura 2 se presenta el promedio de la longitud de los especimenes

enteros expuestos a un medio normal y a 0.03 ppm de HgCl. durante los 6 dias.
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Velocidad (mm/min)

Las velocidades de movimiento medidas durante 6 dias de los individuos enteros
expuestos a medio normal y a 0.03 ppm de HgCl: tienen distribucion normal (prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk p=0.434, 0.225, 0.447, 057 y 0.733>0.05,
respectivamente). Las varianzas de estos dos grupos en cada dia son iguales (contraste de
Levene sobre la igualdad de las varianzas p=0.726 > 0.05). Las medias de las velocidades
de movimiento de ambos grupos son significativamente diferentes en los dias 1, 2y 3
(prueba T de Student, p=0.00 < 0.05, en cada caso) y significativamente similares en los
dias 4 y 6 (prueba T de Student, p=0.847 y 0.214 > 0.05, respectivamente). En la figura
3 se presenta el promedio de la velocidad de especimenes enteros expuestos a un medio

normal y a 0.03 ppm de HgCl> durante 6 dias.

Tipo de movimiento

Los individuos enteros que fueron expuestos a un medio normal durante 6 dias no
presentaron ningin cambio en su forma de moverse; en tanto, en el grupo que fue
expuesto a 0.03 ppm de HgCl, durante el mismo tiempo, se observé que algunos
especimenes se movilizaban de manera anormal (ver figura 4), en dicho movimiento
anomalo se pudo reconocer 2 patrones distintos de desplazamiento: en el primero los
individuos espiralaban su cuerpo desde la parte anterior (cabeza); y en el segundo, desde

la parte posterior (cola) (ver figura 5).

Morfologia externa

Ninguno de los especimenes enteros que fueron expuestos a un medio normal
durante 6 dias present¢ alteracion alguna en su morfologia externa; en tanto, en el grupo
que fue expuesto a 0.03 ppm de HgCl, durante el mismo tiempo, se observo que algunos
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mostraron alguna alteracion (ver figura 6), estas alteraciones fueron el ensanchamiento
del medio cuerpo, la pérdida de auriculas, de la cola, de la region anterior de la cabeza y

de la cabeza completa (ver figura 7).

En la segunda etapa se determiné la longitud y velocidad de los 8 especimenes
sobrevivientes al tratamiento de 0.03 ppm de HgCl. (primera etapa) reubicados en un
medio control, durante 10 dias. La medicion fue interdiaria.

Longitud (mm)

La longitud inicial de los especimenes no tiene distribucién, en tanto que la
longitud final si la tiene (prueba de normalidad de Shapiro-Wilk p=0.018 < 0.05 y
p=0.178 > 0.05, respectivamente). Luego de los 10 dias no se observd una variacion
significativa de la longitud de los especimenes (prueba de los rangos con signo de
Wilcoxon p=0.113 > 0.05). En la figura 8 se presenta el promedio de la longitud de los

especimenes durante los 10 dias.

Velocidad (mm/min)

Las velocidades de movimiento iniciales de los especimenes no tienen una
distribuciéon normal, mientras que las velocidades de movimiento finales si las tienen
(prueba de normalidad de Shapiro-Wilk p=0.043<0.05 y p=0.977>0.05,
respectivamente). Luego de los 10 dias se observé una reduccion significativa de la
velocidad de movimiento en este grupo de especimenes (prueba de los rangos con signo
de Wilcoxon p=0.035 < 0.05). En la figura 9 se presenta el promedio de la velocidad de

los especimenes durante los 10 dias.
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6.2. Analisis de individuos diseccionados

Se analiz6 el crecimiento del blastema en individuos cortados, en un medio control

(n =9) y en tratamiento de 0.03 ppm de HgCl; (n = 9), durante 6 dias.

Longitud (mm)

Los tamafios de los individuos no tienen una distribucion normal los dias 0 y 1,
pero si la tienen los dias 2, 3, 4 y 6. No se observo diferencia significativa entre los
tamafios de ambos grupos en los dias 0 y 1 (prueba U de Mann-Whitney p=0.064 y
1> 0.05, respectivamente), al igual que en los dias 2, 3, 4 y 6 (prueba T de Student
p=0.559, 0.295, 0.358 y 0.327 > 0.05, respectivamente). En la figura 10 se presenta el

promedio de la longitud de los especimenes durante los 6 dias.

7. Discusioén

En este trabajo se evalud los cambios en los patrones de motilidad y de
regeneracion corporal de especimenes de G. festae en presencia de dos concentraciones

de HgClo.

La exposicidn de G. festae enteras a un medio con 0.03 ppm de HgCl durante seis
dias no afectd significativamente a su longitud en comparacion al grupo control; sin
embargo, se observéd decrecimiento en ambos grupos. Esto pudo ocurrir porque durante
el experimento no se alimentd a los especimenes y, segun Newmark y Sanchez (2002), la
reduccion del tamafio en planarias dulceacuicolas es un fenémeno que sucede debido a
condiciones limitantes nutricionales y su capacidad de decrecer a un tamafio incluso mas

pequefio que cuando emergen de la capsula embrionaria.
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Jianyong et al. (2012) observaron que en especimenes de Dugesia japonica la
velocidad de movimiento se reduce significativamente al aumentar el tiempo de
exposicion y la concentracion de dimetilformamida ((CHs)2-N-CHO). En el presente
estudio se evidencid un efecto semejante en especimenes enteros de G. festae expuestos
a 0.03 ppm de HgCl. durante los tres primeros dias, en que la velocidad de movimiento
es significativamente menor respecto al grupo control; sin embargo, se normaliza en los
dias 4 y 6. Ello demuestra que sustancias toxicas como las mencionadas afectan la

velocidad de movimiento de las planarias.

Nuestros resultados muestran que los especimenes enteros de G. festae expuestos
a 0.03 ppm de HgCl, durante 6 dias presentan alteraciones en su movimiento.
Anormalidades similares también han sido referidas en especimenes de Dugesia
dorotocephala decapitados quirdrgicamente y expuestos a 0.08 ppm o menos de cloruro
de metilmercurio (CHsCIHg) (Boyd y Morita, 1982). Por otro lado, también se ha
observado que alevinos de Prochilodus magdalenae (bocachico) expuestos a 0.1, 0.13,
0.17, 0.22 y 0.29 mg/L de HgCl> presentan alteraciones en su movimiento como nado
convulsivo y erratico, inmovilidad intermitente y la reduccion progresiva de los
movimientos operculares (Palacio, Aguire y Barrera, 2002). En consecuencia, la
toxicidad del HgCl, sobre especies acudticas se evidencia en las alteraciones del

movimiento que genera en estas.

En la presente investigacion, los individuos enteros expuestos durante 6 dias a
0.03 ppm de HgCl, mostraron cinco alteraciones morfolégicas: la pérdida de auriculas (la
mas frecuente), ensanchamiento del medio cuerpo, de la cola, de la regién anterior de la
cabeza y de la cabeza completa. Anormalidades morfoldgicas en la cabeza también se

presentan en especimenes de Dugesia dorotocephala decapitados quirurgicamente
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expuestos a concentraciones entre 0.1 ppm y 0.2 ppm de cloruro de metilmercurio
(CH3CIHg) (Boyd y Morita, 1982). Ello demuestra que sustancias toxicas, como las
mencionadas, afectan la morfologia externa y, en consecuencia, la evaluacién de esta 'y
las anteriores variables es viable al emplear a las planarias como bioindicadores del grado

de contaminacion de los acuiferos afectados por las actividades humanas.

Jianyong et al. (2012) observaron que los especimenes de Dugesia japonica
transferidos a agua, tras ser expuestos a 10 ppm, 100 ppm, 500 ppm y 1000 ppm de
dimetilformamida ((CHz)2-N-CHO) durante 7 dias, recuperaron su motilidad
significativamente después de 24 h. En nuestro caso, los individuos enteros transferidos
a medio normal, luego de ser expuestos a 0.03 ppm de HgCl. durante 6 dias, mostraron
una reduccion significativa de la velocidad de movimiento tras 10 dias con una tendencia
a normalizarse. Por consiguiente, la evidencia demuestra que las planarias transferidas a
agua, luego de haber sido expuestas a sustancias toxicas, tienden a recuperar la velocidad

normal de movimiento.

La regeneracion corporal de individuos diseccionados expuestos a 0.03 ppm de
HgCl, durante 6 dias no es afectada significativamente; sin embargo, se observo un
decrecimiento en el tercer dia. Resultados similares reportan lannacone y Tejada (2007)
en especimenes diseccionados de la misma especie expuestos a 1.17 mg L de
carbofurano (C12H1sNO3), donde observaron una disminucion en el tamafio tras cinco
dias; ademas, encontraron una ligera hormesis en sus partes cefélicas y caudales
regeneradas, al lograr un mayor porcentaje de crecimiento estadisticamente significativo
en 2.34 mg de carbofurano L™ en comparacion con el control. Luckey (1968) indica que
en el fendmeno hormesis u hormoligosis cantidades pequefias de un agente estresante

(sustancias quimicas, temperatura, radiacion o lesiones menores) pueden ser Utiles para
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un organismo en ambientes suboptimos, este fendmeno ocurre en numMerosos

invertebrados.

Jianyong et al. (2012) observaron gque en especimenes de Dugesia japonica la
mortalidad es directamente proporcional a la concentracion con un medio de
dimetilformamida. En nuestro trabajo, del grupo de individuos enteros, el 53 % murio
luego de 3 dias en 0.03 ppm HgCly, en tanto que el 100 % murio tras 24 h en 0.08 ppm
de HgCl2; lo cual nos da a entender que la mortalidad para individuos enteros expuestos
a este compuesto también es directamente proporcional a la concentracién de este. Sin
embargo, no se observd ninguna muerte en el grupo de individuos diseccionados luego
de 6 dias en 0.03 ppm HgCly, ello también podria ser un efecto del fendmeno hormesis
en que dos agentes estresantes (HgCl. y decapitacion) pueden ser Gtiles para un organismo
en ambientes suboptimos (Luckey, 1968). Posteriormente, se necesitan mas estudios para
comprender las causas fisiologicas por las que los individuos diseccionados son més
resistentes, frente a los enteros, a la exposicion de 0.03 ppm HgCl en esta especie de

planaria.

8. Conclusiones

e Laexposicion de G. festae a un medio con 0.03 ppm de HgCl> durante seis dias
no afecta significativamente a su longitud, pero si a su velocidad de movimiento,
forma de desplazarse y morfologia externa.

e En los especimenes de G. festae, sobrevivientes a un medio con 0.03 ppm de
HgCl, durante seis que luego fueron trasladados en un medio control, decrece
significativamente su velocidad luego de diez dias, pero la longitud no varia

significativamente en el mismo periodo.
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e La regeneracion corporal de individuos de G. festae expuestos a un medio con
0.03 ppm de HgCl> durante seis dias no es afectada significativamente.

e Ladosis de 0.08 ppm de HgCl; es letal para G. festae tras 24 horas de exposicion.

9. Recomendaciones

En estudios posteriores con el contaminante HgCl utilizando G. festae como
bioindicador, seria conveniente que se analicen las variables seleccionadas en
concentraciones menores a 0.08 ppm y en ensayos seriados, por ejemplo, de 0.02, 0.04 y

0.06 ppm.
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11. Anexos
Tablas

Tabla 1. Tamafio de muestra en el bioensayo con individuos enteros (n = 45)

Medio I_\It’Jr_ne_ro de
individuos
Normal 11
0.03 ppm de HgCl> 17
0.08 ppm de HgCl; 17

Tabla 2. Tamafio de muestra en el bioensayo con individuos diseccionados (n = 18)

Medio I_\Iur_ne_ro de
individuos

Normal 9

0.03 ppm de HgCl> 9

Tabla 3. Mortandad de especimenes enteros expuestos a un medio normal, a 0.03 ppm y

0.08 ppm de HgCl durante 6 dias

Medio Mortandad (%)
Medio normal
(n=11) 0(0%) 69
0.03 ppm de HgCl
PP 2 953%) 6o
(n=17)
0.08 ppm de HgCl
PP &% 17100 %) (g
(n=17)

Tabla 4. Promedio de la longitud (mm) de especimenes enteros expuestos a un medio

normal y a 0.03 ppm de HgCl> durante 6 dias

Dia | Medio normal |0.03 ppm de HgCl2
1 10.18 @m=11) 11.00 (n=17
2 9.95 (=11 10.44 (1-9)
3 9.77 =11 10.94 (n-3)
4 10.00 (n=11) 10.63 (n-3)
6 9.32 (n=11) 10.50 (n=3)
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Tabla 5. Promedio de la velocidad de especimenes enteros expuestos a un medio

normal y a 0.03 ppm de HgCl> durante 6 dias

Dia | Medio normal | 0.03 ppm de HgCl:
1 55.3 m=11) 33.1 =17
2 50.8 m=11) 21.6 (n-9)
3 63.8 (=11 34.8 n-8)
4 53.9 =11 52.9 (n-3)
6 67.4 =11 75.5 (n=8)

Tabla 6. Promedio de la longitud de especimenes enteros en medio normal durante 10

dias luego de haber sido expuestos al tratamiento de 0.03 ppm de HgCl, por 6 dias

Dia | Longitud (mm)
10.25 (n=s)
10.25 (=3
9.81 (n=3)
9.88 n=8)
9.56 (n=3)
9.63 (-3

oA~ |INO

[ERY
o

Tabla 7. Promedio de la velocidad de especimenes enteros en medio normal durante 10

dias luego de haber sido expuestos al tratamiento de 0.03 ppm de HgCl; por 6 dias

Dia | Velocidad (mm/min)
82.25 (n=3)
71.25 =3
6538 (n=8)
63.50 -3
61.50 -3
60.88 (n=3)
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Tabla 8. Promedio de la longitud de especimenes cortados expuestos a un medio normal

y 0.03 ppm de HgCl> durante 6 dias

Dia | Medio normal | 0.03 ppm de HgCl:
0 9.00 n-9) 8.11 (n-9)
1 9.11 (n-9) 8.56 n-9)
2 9.17 m=9) 8.67 n=9)
3 9.33 m-9) 8.44 (n-9)
4 9.50 n-9) 8.72 (n=9)
6 10.00 (n=9) 9.50 (-9

34



Figuras

Localidad Obrajillo en el distrito Canta

Departamento de Lima

> SAN BUENAVENTURA

SAN PEDRO DE LARAOS
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Figura 1. Ubicacion del lugar de muestreo

Distrito de Canta

Fuente: Elaboracion propia con datos del Instituto Geogréafico Nacional (SN)
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Figura 2. Promedio de la longitud de especimenes enteros expuestos a un medio normal

y a 0.03 ppm de HgCl> durante 6 dias
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Figura 3. Promedio de la velocidad de especimenes enteros expuestos a un medio normal

y a 0.03 ppm de HgCl> durante 6 dias
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Figura 4. Tipo de movimiento de especimenes enteros expuestos a 0.03 ppm de HgCl»

durante 6 dias
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Figura 5. Tipo de movimiento anormal de especimenes enteros expuestos a 0.03 ppm de

HgCl, durante 6 dias
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Figura 6. Tipo de morfologia externa de especimenes enteros expuestos a 0.03 ppm de

HgCl, durante 6 dias
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Figura 7. Tipo de alteracion de la morfologia externa de especimenes enteros expuestos

a 0.03 ppm de HgCl; durante 6 dias
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Figura 8. Promedio de la longitud de especimenes enteros en medio normal durante 10

dias luego de haber sido expuestos al tratamiento de 0.03 ppm de HgCl, por 6 dias
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Figura 9. Promedio de la velocidad de especimenes enteros en medio normal durante 10

dias luego de haber sido expuestos 0.03 ppm de HgCl. por 6 dias
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Figura 10. Promedio de la longitud de especimenes cortados expuestos a un medio

normal y 0.03 ppm de HgCl, durante 6 dias
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