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(LumbricusterrestrisL.)

Rosana Giménez!*, Angela Della Pennal y Ezequiel Odello?

ABSTRACT

In order to evaluate the ecotoxicity of chlorpyrifosand
tefluthrin on the earthworm LumbricusterrestrisL., a
laboratory test was carried out based on the guidelines
of thelnternational Organization of Biological Control
(I0BC). Theearthwormswerecollected by handsorting
from asoil free of pesticidesof the Agronomy Faculty,
University of Buenos Aires, Argentina, and placed in
sterilized soil, in complete darkness, at 12°C for five
days, and fed with dry white clover (Trifoliumrepens
L.) leaves. Earthwormslarger than 1.5 gwithout clitelum
were placed in a Daniel’s funnel with ten dry leaves of
white clover on the surface. The treatments were: 1)
control, unchlorinated water; 2) chloro acetamid solution
(97.37%) 30 mg L% 3) chlorpyrifos (emulsifiable
concentrate, EC, 48%) 5 L ha'or 50 mg L*; 4) tefluthrin
(EC5%) 2L ha'or 20 mg L%. A completely randomized
experimental design with ten replicates was used. During
15 days of the assay the variables analyzed were: live
weight change, individual activity and earthworm
survival. Theincrease of earthwormweight was0.285,
0.280 and 0.300 g in the 15 days of treatments 1, 3 and
4, respectively, withnosignificant differencesbetween
treatments, aswell asthe number of leaves withdrawn
per day 0.61, 0.369, 0.555, and 0.425, respectively.
The survival rates were: 100, 20, 100 and 90%, in
treatments 1, 2, 3 and 4, respectively, being only
effected by chloroacetamid. Chlorpyrifosandtefluthrin
were not toxic for L. terrestris at the current dose (P <
0.05).
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RESUMEN

Paraevaluar laecotoxicidad de clorpirifosy teflutrina
sobre LumbricusterrestrisL., serealizé unapruebade
laboratorio, basadaen el protocolo delaOrganizacion
Internacional de Control Biolégico (IOBC). Las
lombricesfueronrecolectadasamano enunsuelolibre
de plaguicidas, en el campo de la Facultad de
Agronomia, Universidad de Buenos Aires, Argentina,
y colocadas en suelo esterilizado, en condiciones de
oscuridad y 12°C durante cinco dias, alimentadas con
hojas secas de trébol blanco (TrifoliumrepensL.). Se
colocd una lombriz mayor a 1,5 g sin clitelo por
embudo de Daniel, con diez hojas secas de trébol
blanco sobre la superficie. Lostratamientosfueron: 1)
testigo, agua no clorada; 2) 30 mg L* de solucion de
cloroacetamida (97,37%); 3) clorpirifos (EC 48%) 5 L
hal 6 50 mg L%; 4) teflutrina (EC 5%) 2 L ha! 6 20 mg
L-1. El ensayo tuvo disefio completamente al eatori zado
con diez repeticiones. Durante los 15 dias de ensayo
las variables analizadas fueron: variacion de peso,
actividad individual y supervivencia de lombrices. El
incremento de peso de las lombrices fue 0,285; 0,280
y 0,300 g en 15 dias en los tratamientos 1, 3y 4
respectivamente, y no hubo diferencias significativas
entre los mismos asi como en la cantidad de hojas
retiradas al dia, que fue de 0,61; 0,369; 0,555y 0,425,
respectivamente. La supervivencia fue de 100; 20;
100; y 90% en los tratamientos 1, 2, 3 y 4,
respectivamente, siendo afectada sélo por
cloroacetamida. Clorpirifos y teflutrina no fueron
téxicos alas dosis evaluadas (P < 0,5).
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INTRODUCCION

La lombriz de tierra, Lumbricus terrestris L.
(Oligochaeta, Lumbricidae), cumple un
importante papel en los agroecosistemas al
promover el desarrollo de las raices (Edwards y
Lofty, 1980), y conducir a una mayor capacidad
deinfiltracién de agua(Hoogerkamp et al., 1983;
Edwards et al., 1988). También, la actividad de
las lombrices y sus desechos contribuyen a la
estabilidad del suelo, lo que dependeradel origen
de éste y de su composicion (Schrader et al.,
1997). Por su actividad, estos organismos
producen cambiosfisicoquimicosy bioldgicosen
el sueloy pueden causar variacionesenladensidad,
diversidad, estructura y actividad de los
microorganismos, y en la comunidad de lafauna
presente alrededor de su habitat (Brown, 1995).
Organismos peguefioscon limitadahabilidad para
moverse dentro del suelo pueden beneficiarsecon
los largos desplazamientos de las lombrices. Las
interacciones benéficas entre éstas, lamicroflora
y fauna pesan méas que los efectos negativos
potenciales (Brown, 1995).

L. terrestris vive aproximadamente 4 afios, es
hermafrodita, en comparacion conotraslombrices
es poco prolifica, y habita preferentemente en
terrenos cuyahumedad variade 40 a45% de agua
atil y temperatura entre 10 y 12°C (Ferruzzi,
1986). Su poblacién es afectada por préacticas
agricolas como labranzas, rotacion, retencion de
rastrojos, drenaje, aplicaciéon de fertilizantes,
encalado, uso de plaguicidas, etc. (Baker et al.,
1994).

Se ha investigado la toxicidad de distintos
productos fitosanitarios sobre las lombrices. Se
han registrado cambios significativos en el
comportamiento, en la biomasa y en la
reproduccion de L. terrestris producidos por €l
insecticida paration. En contraste, en el mismo
estudio, el herbicida diurén no evidencio efecto
alguno sobre lombrices terrestres (Bauer et al.,
1997). Bajas a moderadas concentraciones del
herbicida terbutilazina y del insecticida
carbofurano indujeron alteraciones fisiol6gicas
sobre L. terrestris, Eisenia fetida Savigny y E.
andrei Bouché (Viswanthan et al., 1997). En

AGRICULTURA TECNICA - VOL. 64 - N2 4 - 2004

lowa, EE.UU., al evaluar latoxicidad dediferentes
insecticidas granulados aplicados al suelo,
estudiosen laboratorio y en campo mostraron que
clorpirifosfuemenostoxico queterbufos, fonofos,
carbofurano y forato para L. terrestris, siendo el
carbofurano el producto mastoxico (Culy y Berry,
1995). Ebing y Haque (1983) estudiaron el efecto
del fungicida benomil y del insecticida
carbofurano sobrelombrices, y encontraron mayor
toxicidad paral. terrestrisen comparacion conE.
fetida.

Clorpirifosy teflutrinasoninsecticidasampliamente
usados en Argentina en el control de gusanos de
suelo. Clorpirifos (concentrado emulsionable, EC,
48%) se recomienda para el control de gusanos
alambre (Conoderus spp. L.) y gusanos blancos
(DiloboderusabderusSturm.) encerealescultivados
enlaregion pampeana, adosisde4 a6 L deproducto
comercial (p.c.) ha!, aplicado a suelo y luego
incorporado con rastra de discos. El insecticida
teflutrina (EC 5%) se usa paracontrolar |os mismos
insectos de suelo, asi como paramoscadelasemilla
(Deliaspp.), larvas de gorgojos (Pantomor us spp.),
y orugas cortadoras (Agrotis spp.), aplicado adosis
de2- 3L p.c. ha' (CASAFE, 2001).

El objetivo del presente ensayo fue determinar si
los insecticidas clorpirifos y teflutrina producen
efectos toxicos sobre la lombriz de tierra (L.
terrestris) aplicados al suelo a las dosis
recomendadas habitualmente para el control de
insectos del suelo.

MATERIALESY METODOS

El ensayo serealiz6 basandose en el protocolo de
la Organizacion Internacional de Control
Biolégico (IOBC) (Bieri, 1989) con algunas
modificaciones que se indican.

En la Universidad de Buenos Aires, Facultad de
Agronomia, Buenos Aires, Argentina, se
recolectaron lombrices de la especie Lumbricus
terrestrisL. en terrenos libres de plaguicidas. Se
seleccionaron individuos en estado juvenil, con
una biomasa superior a 1,5 g y sin clitelo. En la
salade aislamiento, en oscuridad total, se prepard
unlumbricario en terrinas cerradas con unamalla
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metalicafina, diametro de aperturade 1,2 mm. El
sustrato de las terrinas fue el suelo de donde se
extrajeron las lombrices del horizonte superfi-
cial, capa arable, esterilizado con calor seco, y
mantenido con un contenido de humedad de 40 a
45%. Las lombrices permanecieron cinco dias
para su aclimatacion en el sustrato, y se
alimentaron con hojas secas de trébol blanco
(TrifoliumrepensL). Luego se seleccionaron por
tamafio afin delograr que el grupo de individuos
utilizados fuera homogéneo.

Seusaron como unidades experimental esembudos
deDaniel (Bieri, 1989) construidosde polietileno
de alta densidad con un diametro de 12 cm y
bordes verticalesde 1 cm. En la parte superior se
coloc6 como tapa un aro de pléastico y unamalla
dealambrefino quepermitié laentradadeaire. El
sustrato se coloc6 hasta el borde superior del
embudoy en el extremo inferior sefijé untubo de
siliconade 30 cmdelongitud sellado conuntapdn
para eliminar el exceso de agua. Como
modificacion del protocolo I0OBC, la base del
embudo y el tubo de silicona se protegieron con
un tubo de polietileno negro para asegurar la
permanencia de las lombrices en la oscuridad.

El embudo se llend al ras con suelo suavemente
compactado. Con un barreno de metal de 3,5 mm
dediametro seabrié un canal vertical en el centro
del sustrato, creando una madriguera continua
desdelasuperficiedel suelohastael extremofinal
del embudo. Se colocaron 10 hojas de trébol
blanco sobre el suelo, secadas previamente en
estufa, paracadalombriz. Luego, cadauno delos
tratamientos se pulverizé sobre los embudosy se
introdujo unalombriz en cada unidad experimen-
tal, en la que permanecieron por 15 dias hasta la
finalizacion del ensayo. Paralaaplicacion delos
tratamientos se usd un pulverizador manual
logrando una cobertura de 70 gotas cm2. Las
unidades experimentales estaban instaladas en
una sala de aislamiento en oscuridad total y 12 a
15°C. Diariamente el sustrato se reg6 con agua
destilada mediante un aspersor manual,
manteniendo el suelo con aproxi madamente 45%
de humedad.

Los tratamientos fueron: testigo sin tratar,
pulverizacion con aguadestilada; cloroacetamida
(97,37%) 30 mg producto comercial (p.c.) L
clorpirifos (EC 48%) 5 L p.c. ha'6 50 mg L%,
teflutrina (EC5%) 2L p.c. hat620mgL* La
cloroacetamidaesrecomendadaen | osprotocol os
delaOrganizacion paralaCooperacion Econdmica
y Desarrollo (OECD), la Organizacion para la
Cooperacién Econémica Europea (OEEC) y la
IOBC como tratamiento estandar en ensayos de
laboratorio, por ser una sustancia con efectos
letalescuantificables, y porqueatravésde ensayos
repetidos en el tiempo, permite saber si hay
cambios en la susceptibilidad de la poblacion en
estudio y caracterizar la poblacion de un
lumbricario (OECD, 1984; OEEC, 1985; Bieri,
1989).

Se usO un disefio experimental completamente
aleatorizado (DCA), con diez repeticiones por
tratamiento. Se analizaron las siguientes variables:
a) Variacion en el peso de las lombrices: se pesd
cadaindividuo en unabal anzade precision, antesde
ser introducido en los embudos y después de
finalizados los tratamientos. En el tratamiento con
cloroacetamidaesteparametrono seanalizé, debido
alaelevadamortalidad observada, loqueimposibilitd
la segunda medicion del peso de un ndmero
significativo de individuos; b) Actividad de los
individuos mediante €l recuento diario de hojas
“retiradas’: se considera que unahojaes “retirada’
luego de finalizada la incorporacion en la
madriguera (Bieri, 1989). A los siete dias las
hojasretiradasfueronreemplazadas. Se determin6
un cuociente entre el nimero de hojasretiradasy
la cantidad de dias que permaneci6 con vidacada
individuo; y c¢) Supervivencia de lombrices: en
cada inspeccion se evalud el estado de las
lombrices, y se anotdé el nimero de individuos
muertos, losqueseretiraronjunto conlasunidades
experimentales. Los resultados se sometieron a
ANDEVA (p=0,05) y alapruebade Tukey (p =
0,05y 0,01).
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RESULTADOSY DISCUSION

Lasvariaciones en el peso delaslombrices, en el
nimero de hojas retiradas y en la supervivencia
de los oligoquetos en los diferentes tratamientos
del ensayo se presentan en el Cuadro 1. Las
variacionesen el peso delosindividuosduranteel
periodo en quefueron sometidosalostratamientos,
mostraron que en todos los casos, las lombrices
aumentaron de peso, pero sin diferencias
significativas entre el testigo y los tratamientos
conclorpirifosy teflutrina (F=0,047; P=0,927)
(Cuadro 1).

El ANDEVA realizado sobre el nUmero de hojas
retiradas por dia indicé que no hubo diferencias
entre los tratamientos (F = 2,651; P = 0,069)
(Cuadro 1).

La supervivencia de L. terrestris sdlo se vio
afectada en el tratamiento con 30 mg L* de
cloroacetamida. El 80% de los individuos murio
durantelos 15 diasdeexposi cién aeste compuesto
(F = 22,69; P = 0,004) (Cuadro 1). El test de
Tukey mostré que en el tratamiento con
cloroacetamida se produjo una mortalidad
significativamente mayor que en lostratamientos
testigo, clorpirifosy teflutrina (Figura 1).

Laconcentracion letal media(CL,,) alos 14 dias
para cloroacetamida en E. fetida se encuentra
entre20y 80mg L1 (OECD, 1984; OEEC, 1985).
Por otra parte, Ma y Bodt (1993) determinaron
que la CL, a los 14 dias para E. fetida y L.
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terrestris son similares. La dosis de
cloroacetamida utilizada en este ensayo
corresponde aproximadamente alaCL _, sin em-
bargo, esta dosis produjo una mortalidad muy
superior en esta poblacion, demostrando la alta
susceptibilidad de la poblacién natural utilizada.
Esta susceptibilidad permanecié estable en el
tiempo, ya que tomando lombrices de esta
poblacién a interval os regulares de 30 dias, du-
rante 12 meses, se produjo un efecto demortalidad
del 80 +/-4%, por lo que consideramos que la
poblacién delombrices utilizadaresultaaptapara
realizar pruebas comparables en el tiempo.

Por otrolado, si bien E. fetida hasido considerada
como unaespecieideal parapruebas de toxicidad
aguda de plaguicidas en los protocol os estandar
(OECD, 1984; OEEC, 1985) por su facil crianza
y reproduccion en cautiverio, puedeavecesno ser
una especie ecol 6gicamente representativa de la
fauna del suelo (May Bodt, 1993). L. terrestris
cumpliria con el criterio de representatividad
debido a su abundancia e importancia en suelos
agricolas (Bostrom y Lofs-Holmin, 1982). Las
poblaciones de lombrices presentan una
susceptibilidad diferente axenobi6ticos seglin su
origeny condicionesdevida, tal como seevidencia
en este ensayo, |0 que demuestra la importancia
derealizar experimentos con organismoslocales.
Ademas, se debera investigar en el futuro qué
sucede con lombrices adultas y con la
incorporacién mecanicadel insecticidaclorpirifos
al suelo luego de la aplicacién, para emular las
condiciones de aplicacion real es.

Cuadro 1. Variacion de peso, actividad y supervivencia de lombrices, LumbricusterrestrisL.
Table 1. Variation of weight, activity and survival of earthworms, LumbricusterrestrisL.

Supervivencia (%)

Actividad (hojas dia?)

Variacion de peso (g)

Control Cloroa. Clorp. Teflu. Control Cloroa. Clorp. Teflu. Control Cloroa. Clorp. Teflu.

Promediot 100 20 100 0 0,610
Varianza 0,000 0,178 0,000 0,100 0,017
DE 0,000 0422 0,000 0316 0,129
CV% 0,000 210,81 0,000 35,13 21,121

0369 0550 0425 0285 9d 0,280 0,300
0,022 0,054 0,059 0016 9d 0,021 0,018
0148 0233 0,243
40,165 42,398 57,091 44575 Sd 51,343 45134

0127 9d 0144 0135

1NUmero de datos = 10; DE: desviacion estandar; CV%.: coeficiente de variacion.

Cloroa.: cloroacetamida; Clorp.: clorpirifos; Teflu.: teflutrina.

S/d: sin datos, debido al reducido nimero de individuos al finalizar el ensayo.
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Figura 1. Porcentaje medio de supervivencia de Lumbricus terrestris L. durante 15 dias de exposicién a

pesticidas.

Figure 1. Average survival percentage of LumbricusterrestrisL. during 15 days of exposition to pesticides.
Letras diferentes corresponden a medias que difieren significativamente segun prueba de Tukey (P = 0,05).

CONCLUSIONES

En este estudio de laboratorio desarrollado con
suelo agricola con lombrices colectadas en €l
campo seestabl ecié quelosinsecticidasclorpirifos
y teflutrina, en las dosis recomendadas para el
control de los insectos del suelo, no afecta la
supervivenciade L. terrestris en estado juvenil.

Ademas, estos insecticidas no disminuyeron la
actividad de las lombrices, incluyendo

alimentacion y desplazamiento en busca de
alimento, ni su crecimiento, expresado como
aumento de peso vivo.

El control de larvas de los insectos del suelo
Conoderus spp. y Diloboderus abderus con
clorpirifos (CE 48%) 5 L de producto comercial
(p-c.) ha' aplicado al suelo y con teflutrina (EC
5%) paracontrolar Agrotisspp. adosisde2 L p.c.
ha' no afectarian a la poblacién de lombrices
jovenes del suelo agricola.
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