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RESUMEN

Los oligoquetos terrestres participan en los servicios ecosistémicos del suelo y son considerados potenciales indicadores de
la salud del suelo. El uso creciente de plaguicidas puede traer efectos deletéreos sobre los mismos, Por lo tanto, en este trabajo
se determinaron: 1) la evasion y/o atraccién de Octolasion cyaneum (Oligochaeta, Lumbricidae) ante la presencia de Clorpirifos
y 2) los efectos letales y subletales del insecticida sobre O. cyaneum. Se realizaron bioensayos ecotoxicoldgicos de evasién, toxicidad
subletal y reproduccién con 5 dosis de Clorpirifos y el testigo, sin tratamiento quimico. Se determiné que la proporcién de individuos
en la zona tratada como la relacion entre el peso en la zona tratada y el peso total de O. cyaneum no difirieron con las distintas
dosis del insecticida después de las 48 horas (p > 0,05). Es decir, no se observé una respuesta evasiva de O. cyaneurm con respecto
a Clorpirifos. Con las diferentes dosis del insecticida se obtuvieron 238 individuos vivos de O. cyaneumy 2 muertos. A su vez, un
33% de los organismos presentaron cambios morfoldgicos como enrollamiento y coloracién en el tegumento. A los 28 dias después
de la aplicacién (DDA), el porcentaje de dafio aumentd a medida que la dosis de Clorpirifos se incrementd (p = 0,051). La biomasa
en peso htimedo (mg) de O. cyaneum no varié entre las dosis a los 7, 21y 28 DDA, mientras que si a los 14 DDA (p = 0,004).
Tanto el nimero de cocones como de juveniles de O. cyaneum hallados fueron en promedio bajos en todos los tratamientos
e incluso en el testigo. Por lo tanto, Clorpirifos no provocé una respuesta evasiva como tampoco un efecto letal sobre O. cyaneum
pero, dependiendo de la dosis de aplicacién, causé cambios morfoldgicos y en la biomasa de estos organismos.
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SUSCEPTIBILITY OF Octolasion cyaneumn (ANNELIDA: OLIGOCHAETA, LUMBRICIDAE) EXPOSED
TO CHLORPYRIFOS UNDER LABORATORY CONDITIONS

ABSTRACT

Earthworms participate in soil ecosystem services and are considered potential indicators of soil health. The use of insecticides
in agriculture may negatively affect the population of these earthworms. The aim of , this study was to evaluate: 1) the avoidance
and / or attraction of Octolasion cyaneum (Oligochaeta, Lumbricidae) in the presence of Chlorpyrifos and 2) the lethal and
sublethal effects of this insecticide on O. cyaneum. Avoidance, sublethal toxicity and reproduction bioassays were performed
with 5 doses of Chlorpyrifos and a control with no chemical treatment. The proportion of individuals in the treated area, measured
as the ratio of the weight of the treated area and the total weight of O. cyaneum did not differ among the different doses
after 48 hours (p > 0.05). Therefore, there was no avoidance response of O. cyaneun to Chlorpyrifos. With different Chlorpyrifos
doses, 238 individuals of O. cyaneumresulted alive and 2 dead, whereas 33% of the organisms presented morphological changes
such as coiling and skin coloration. Twenty-eight days after application (DAA), damage percentage increased as the dose of
Chlorpyrifos was higher (p = 0.051). Wet weight biomass (mg) of O. cyaneum did not differ between doses 7, 21 and 28 DAA,
whereas it did vary 14 DAA (p = 0.004). Across all treatments including the controls, both O. cyaneum cocoons and juveniles
numbers, were, on average, low. Therefore, Chlorpyrifos did not cause an avoidance behaviour response or a lethal effect on
O. cyaneum. However, depending on the application rate, Chlorpyrifos produced morphological and biomass changes on these
organisms.
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INTRODUCCION

Dentro de los organismos benéficos que integran la
macrofauna edéfica, los oligoquetos megadrilos, conoci-
dos vulgarmente como lombrices, son considerados po-
tenciales indicadores de la salud del suelo (Lavelle et al,,
1998; Lavelle et al, 2006) y representan hasta el 92% de
la biomasa animal de los suelos de varios ecosistemas
(Belfroid, 1994, en Ricardo et al, 2010). Estos organismos
causan importantes modificaciones en el suelo, ya que
intervienen en los ciclos biogeoquimicosy en ladindmica
delamateriaorgdnica, aumentan la disponibilidad de nu-
trientes para las plantas, mejoran la estructura del sueloy
afectan ladiversidady laactividad de los niveles tréficos
inferiores (Lavelle et al, 2006). A su vez, realizan orificios
denominados bioporos que contribuyenaaumentarlain-
filtracién delaguaylaaireacién, mejoraneldrenajey evitan
lacompactacion delsuelo (Edwards, 2004; Sanchez-Her-
nandez, 2006). De estamanera, participan en los servicios
ecosistémicos delsuelo (Lavelle et al, 1998; Lavelle et al,
2006).

Las condiciones climéticas, el tipo de suelo, latopogra-
fia, la vegetaciony las practicas de manejo afectan a los
oligoquetos. Dentro de las practicas de manejo, el laboreo
delsuelo tiene los mayores efectos sobre su distribucion
yabundancia (Stinner & House, 1990). Sinembargo, el uso
creciente de plaguicidas puede traer efectos deletéreos sobre
los mismos, y alargo plazo, conduciral desarrollo de dafios
irreversibles tanto en la estructuracomo en la funcién del
suelo (Muthukaruppan et al, 2005; Casabé et al., 2007;
Reinecke & Reinecke, 2007). Entre los insecticidas més uti-
lizados, en la Argentina como en otras partes del mundo,
se encuentra Clorpirifos (Jergentz et al,, 2005; Sandahl et
al, 2005; Micucci & Taboada, 2006; Casabé et al., 2007).
Este esuninsecticidaorganofosforado que posee unamplio
espectrodeaccionsobrelosartrépodos plagasy portalmo-
tivo, seloemplea para el control de insectos enunaamplia
variedad de escenarios agricolas (CASAFE, 2009). Debido
aquesuusoesgeneralizado, los oligoquetos terrestres se
encuentran expuestosalaaccién téxicade esteinsecticida
(Reinecke et al,, 2002).

Unamanerade evaluar el riesgo de los quimicos sobre
los oligoquetos es mediante bioensayos de toxicidad
(Connell, 1997). Eisenia fetidaes la especie mas utilizada
en estos bioensayos porque posee un ciclo de vida corto,
altatasade fecundidad, facilidad de criaen condiciones de
laboratorioy sensibilidad elevada alos quimicos (Lowe &
Butt, 2007). Sin embargo, su desventaja principal es que
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no se encuentra presente en los suelos cultivados, por lo
cual se deberian tener en cuenta otras especies como
bioindicadores. En este sentido, Octolasion cyaneumes
abundante y representativa de los suelos del sudeste bo-
naerense (Salvio, 2012). Esunaespecie endogeicay suvalor
indicativo es medio-alto, siendo sensible aambientes con
niveles bajos de materia organicay a las perturbaciones
causadas por los sistemas de labranza convencional (Momo
&Falco,2010).Porlotanto, los objetivos del presente tra-
bajo fueron: determinar la evasién y/o atraccién de O.
cyaneumante lapresenciade Clorpirifos y evaluar los efec-
tos letales y subletales delinsecticida sobre O. cyaneum
mediante bioensayos de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Paralarealizacién de los bioensayos se recolectaron ejem-
plares de la especie O. cyaneum clitelados en lotes agricolas
ubicados en la Estacién Experimental Agropecuaria del Ins-
tituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria Balcarce, Argen-
tina(37°45" 5;58°18 O, 120msnm). Los individuos clitelados
recolectados se introdujeron en recipientes plasticos de 36,5 x
24,5 cm con 10 cm de suelo a capacidad de campo, proveniente
de una pastura sin aplicacién de agroquimicos por mas de 30
afios. Las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo fueron las
siguientes: 6% de materia organica; 43,4% de arcilla; 30% de
limo; 26,6% de arena; pH=6,2 y conductividad 0,22 mmhos
cm™" presentando dicho suelo una textura franco. Los recipien-
tes se colocaron durante dos semanas en una cdmara de cria
a 20 + 2 °Cy un fotoperiodo 14L: 100, para la aclimatacién de
los individuos, siendo alimentadas con restos organicos vege-
tales.

Clorpirifos

Para los bioensayos se utilizé Clorpirifos (0,0-dietilfosfo-
totioato de 0-3,5,6-tricloro-2-piridilo 6 0,0-dietil 0-(3,5,6-triclo-
ro-2-piridil) fosforotioato) marca comercial Lorsban 48 EC® (con-
centrado emulsionable, 48% de ingrediente activo (i.a.)). Se
probaron dosis diferentes de aplicacién considerando una de la
dosis recomendada en el campo. Para lograr cada una de las do-
sisdei.a. por kg de suelo seco, se realizaron diluciones del insec-
ticida en agua destilada, teniendo en cuenta que el peso de suelo
de una hectérea a 5 cm y con una densidad aparente de 1,2 Mg
m equivale a 600.000 kg. Las aplicaciones del insecticida disuel-
to en agua se realizaron con un pulverizador manual sobre una
capa fina y uniforme de suelo de 5 cm de altura sobre un pafio
de nylon de 50 cm por 50 cm de lado. Luego para lograr una in-
corporacién adecuada del producto al sustrato se realizaron 20
movimientos de las partes laterales del pafio hacia el centro.
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Bioensayodeevasion

El bioensayo se realizé siguiendo las metodologias mo-
dificadas por Amorim et al. (2005) y Loureiro et al. (2005). La
unidad experimental (UE) consisti6 en un recipiente pldstico
rectangularde 18 cmdelargox 12cmdeanchoy 12 cmdealtura,
provisto de una tapa plastica perforada a fin de permitir el
intercambio gaseoso y evitar la pérdida excesiva de humedad.
El disefio fue completamente aleatorizado con 4 repeticiones
y se llevo a cabo en una cdmara a 20 + 2 °Cy un fotoperiodo
14L:100. Los tratamientos fueron: 0, 144, 288, 576, 720 (dosis
recomendada de aplicacién), 1152, 1440, 2304, 2880, 4320 y
5760 g de i.a. Clorpirifos ha™.

Cada UE se dividi6 con undivisor pléstico removible en dos
mitades iguales (Loureiro et al, 2005). Se colocaron prime-
ramente en una mitad del recipiente 750 g de suelo control
(sin aplicacién) mientras que en la otra mitad se colocaron 750
g de suelo con una de las dosis de i.a. homogéneamente distri-
buido. Posteriormente, se removié el divisor y se colocaron 10
individuos clitelados de O. cyaneum entre 300 y 600 mg en el
centro del recipiente. Luego de 48 horas se separaron cuidado-
samente las dos fracciones de suelo con el divisor y se cuanti-
ficaron y pesaron en una balanza analitica electrénica (preci-
sion =0,001g) los individuos presentes en cada lado. Aquellos
individuos que fueron seccionados por el divisor plastico, se
contabilizaron como medio individuo de cada lado (ISO, 2005).

Los resultados se expresaron como respuesta neta (RN) de
acuerdo a la férmula propuesta por Amorim et al. (2005):

RN(%) = [(C — T)/N]*100

donde C = es el nimero de individuos observados en el suelo
control, T = es el nimero de individuos observados en el suelo
tratado con el insecticida y N = el nimero total de individuos
en cada UE. En los diferentes tratamientos, una RN positiva
(+) indica evasion al plaguicida, ya que hay mayor cantidad
deindividuos enlamitad delrecipiente correspondiente al sue-
lo control. Una RN negativa (-) indica atraccién y una RN igual
a cero no respuesta (Amorim et al, 2005; ISO, 2005).

Teniendo en cuenta la cantidad de individuos presentes en
cada sector de la UE, se calculd la proporcién de individuos en
la zona tratada (P,) como P = T/N, siendo T el niimero de in-
dividuos observados en lamitad del recipiente correspondien-
te al suelo tratado y N el nimero total de individuos en cada
UE. En base al peso de los individuos en cada lado del recipien-
te determinado al finalizar los bioensayos, se calculd la rela-
cién entre el peso en la zona tratada y el peso total (RP) de
la siguiente manera: RP = P / P, dondeP = peso total de los

individuos en la zona tratada y P, = peso del total de los in-
dividuos al finalizar el bioensayo.

Bioensayos de toxicidad subletaly reproduccion

Los bioensayos se efectuaron siguiendo la metodologia
modificada por ISO (1993). La UE consistié de un recipiente
pléstico de 11,5 cm de didmetro y 11 cm de altura provisto de
una tapa perforada para permitir el intercambio gaseoso, en
la cual se colocaron 750 g de suelo con el i.a. y 10 individuos de
O. cyaneum. Los tratamientos fueron los siguientes: 0, 720 (dosis
recomendada de aplicacién), 1440, 2880, 4320 y 5760 g de
Clorpirifosha™". Eldisefio fue completamente aleatorizado con
4 repeticiones y se llevé a cabo en una cdmaraa 20 +2 °Cy
un fotoperiodo 14L: 100. Las observaciones se efectuaron a
los 7, 14, 21y 28 dias después de la aplicacion (DDA) y se de-
terminaron: el nimero de individuos vivos y/o muertos, cam-
bios morfoldgicos (%) y la biomasa en peso himedo (mg). A
los 56 DDA se determind el niimero de coconesy de juveniles.

Los cambios morfoldgicos observados a los 28 DDA se
clasificaron en: 1) sin dafio; 2) dafio leve (cambio de color en
la totalidad del cuerpo del organismo); 3) dafio moderado
(enrollamiento del organismo); 4) dafio severo (desprendi-
miento de la parte posterior del cuerpo) y 5) dafio total (muerte
del organismo). Se determiné el porcentaje de dafio ponde-
rado promedio (PD) de acuerdo a la férmula de Townsend &
Herberger (1943) adaptada:

PD (%)= (n*v)/CM=N]*100

donde n = es el nimero de organismos por cada categoria, v
= valor numérico de cada categoria, CM = valor de la catego-
ria mayor y N = ndmero total de individuos en cada UE.

Las variables evaluadas en los bioensayos de evasidn, de
toxicidad subletal y reproduccién se analizaron mediante ana-
lisis de la varianza (ANOVA) previa validacién del supuesto
de homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Levene
(o0 = 0,05). En caso de detectar diferencias entre las medias
se realizé la prueba de minima diferencia significativa (MDS)
(o0 = 0,05). Los andlisis se realizaron con el programa R 3.1.1.
(R Development Core Team, 2014).

RESULTADOS Y DISCUSION

Bioensayodeevasion

Se determind que no hubo diferenciasen la proporcion
deindividuosde O. cyaneumen lazonatratada entre los
tratamientos luego de las 48 horas (p = 0,068) (Tabla 1).
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Tabla 1. Proporcion de individuos en la zona tratada y relacion entre el peso en la zona tratada y el peso final de Octolasion cyaneum (promedio =

desvio estandar) con las distintas dosis de Clorpirifos (g i.a. ha).

Table 1. Proportion of individuals in the treated area and ratio of weight in the treated area and the final weight of Octolasion cyaneum (average +

standard deviation) with different doses of Chlorpyrifos (g a.i. ha™).

Dosis de Clorpirifos (g i.a. ha )

1152 1440 2304 2880 4320 5760

056« 057« 057« 052« 066 072=
018a 022a 013a 002a 020a 005a

Variables 144 288 576 720
Proporcidn

de individuos 075+ 041+ 053+ 035+
en la zona 017a 020a 0l12a 023a
tratada

Relacion

entre el peso

tratada y 0192 02la 0l2a 02a
peso final

062+ 056+ 059+ 053+ 061+ 0,72=x
0,16a 022a 0,03a 0,05a 021a 0,05a

Letras iguales indican diferencias no significativas entre los tratamientos en cada fila (MDS, p >0,05).

Conrespectoalarelaciénentreelpesoenlazonatra-
taday el peso total de O. cyaneumno se observaron di-
ferencias significativas entre los tratamientos (p = 0,107)
(Tabla 1).

Entérminosde los valores promedio de respuestaneta
(RN), los organismos presentaron atraccién alinsecticida,

siendo los porcentajes mayores de 50% y 45% con 144
y5760gi.a.ha’, respectivamente. Sinembargo, con 720
gi.a.ha’,se observé un 30% de evasion (Fig. 1). Asu vez,
se obtuvo 100% de supervivencia de los individuos.

De formasimilaralosresultados obtenidos, Giménez
etal.(2004) determinaron que laactividad (medidacomo
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Dosis de Clopirifos (g i.a. ha)
Figura 1. Respuesta neta (%) de Octolasion cyaneum luego de las 48 horas con las diferentes dosis de Clorpirifos (gi.a. ha™). Circulo lleno: repeticiones.

Triangulo: promedio.

Figure 1. Net response (%) of Octolasion cyaneum after 48 hours with different doses of Clorpyrifos (g a.i. ha). Full circles: repetitions. Triangle:

average.
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desplazamiento enlabisqueda del alimento) de Lumbricus
terrestrisno es afectada con 2400 gi.a. ha™' de Clorpirifos.
Reinecke & Reinecke (2007),enunestudioacampo, noob-
tuvierondiferenciassignificativasenladensidad delaslom-
brices luego de la aplicacién de 270y 1500 g i.a. ha™. Sin
embargo, encontraron unadensidad mayor de lombricesen
areas sin cultivar donde la concentracién de Clorpirifos es
menor. Relacionando estos resultados con los obtenidosen
este bioensayo, con dosis similares se encontré que la pro-
porciéndelombrices estuvo comprendidaentre0,4y0,6en
lazonatratada conelinsecticida. De estamanera, se con-
firmaria que Clorpirifos no produjo evasién con las dosis
utilizadas. Por su parte, Piola et al. (2009) no observaron
unarespuesta de evasion de £. andreicon 240y 960 g de
Clorpirifosha™. Asuvez, Hodge et al. (2000) en condicio-
nes de campo, determinaron que Aporrectodea caliginosa
no presentaunarespuestade evasiénsignificativaante la
presenciade 800 g de Clorpirifosha™'y 2400 g de Diazinon
ha"". Resultados similares encontraron Casabé et al. (2007)
sobre E. andreiexpuestaa620 g de Clorpirifosha™. Enefec-
to, en este estudio no se observé unarespuesta de evasion
significativade O. cyaneum con las dosis diferentes delin-
secticiday por lo tanto, los organismos no evitaron alin-
secticidayaque laproporciénde organismos no difirid entre
los tratamientos (Tabla 1).

Sin embargo, varios estudios han demostrado que E.
fetidamuestra con Clorpirifos unarespuestade evasién con

dosis comprendidasentre 0,04a0,08 g dei.a.kg™ desuelo
(equivalentea24y 48x10°gdei.a.ha”, respectivamente)
(Zhou et al,, 2007; Garcia Santos & Keller-Forrer, 2011).
Encambio, enlamayoriade las dosis de este bioensayo con
O.cyaneum, se observé un efecto contrario, es decir, pre-
sentdatraccién onorespuestaalinsecticida. Estas diferen-
ciaspuedendeberseaqueaquellosautores obtuvieron una
respuesta de evasién con dosis de Clorpirifos superiores.

Bioensayo de toxicidad subletaly reproduccion
Delos 240individuos de O. cyaneum utilizados en este
estudiose obtuvieron 238individuosvivosy 2 muertos, pero
se observé que 33% de los mismos presentaron cambios
morfoldgicos.Alos 28 DDA, el porcentaje de dafio (PD) difirié
entre los tratamientos con respecto al testigo (p=0,051),
obteniéndose que el PD aumenté a medida que ladosis de
Clorpirifos seincrementd (Tabla 2). ELPD mayor, correspon-
diente a 15,62%, se obtuvo con 5760 g i.a. ha™, diferen-
ciandose de los restantes tratamientos (p < 0,05) (Tabla 2).

Considerando lamismaespecie O. cyaneumpero con
dosis diferentes de Clorpirifos, comprendidas entre 120 a
1728 g de i.a. ha™, Salvio et al. (2013) obtuvieron sola-
mente 5 individuos muertos y Kaspar (2014) ningtin in-
dividuomuerto, de untotal de 240 individuos expuestos
respectivamente. Es decir que, Clorpirifos tanto ala dosis
deaplicacién recomendada comoalas dosis superiores no
causé un efecto letal sobre O. cyaneumen los bioensayos

Tabla 2. Porcentaje de dafio (%) y biomasa de Octolasion cyaneum (mg) (promedio = desvio estandar) en los diferentes tratamientos con Clorpirifos

(gi.a. ha')alos7, 14, 21y 28 dias después de la aplicacion (DDA).

Table 2. Damage percentage (%) and biomass Octolasion cyaneum (mg) (average =+ standard deviation) in the different treatments with Chlorpyrifos

(za.. hal) at 7, 14, 21 and 28 days after application (DAA).

Porcentaje de . )
dafo (%0) Biomasa de Octolasion cyaneum (mg)
Dosis 28 DDA 7 DDA 14 DDA 21 DDA 28 DDA
(gia. ha')

Testigo 14 +47]7a 409,6 = 12,7 be 370,5+356a 319,1 =369a
720 28+33b 4932 + 284 a 4912 +235a 4499 =304 a 3874 +299a
1440 29+43b 468,7 + 54,1 a 450,2 + 42,4 ab 4120+ 433 a 3430+ 254a
2880 35+70b 4862 + 483a | 4442 +52,6ab 396,7 = 379a 366,4 = 49,1 a
4320 71+58ab 420,7 = 61,8a 3788 +33,0¢ 4018 +321a 3499 +30,2a
5760 156 +124a 466,9 + 60,0 a 420,6 += 22,9 be 3875+258a 3439 +36,6a

Letras iguales indican diferencias no significativas entre los tratamientos en cada fila (MDS, p >0,05).
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realizados en el presente trabajo. Asimismo, O'Halloran
etal. (1999), Booth et al. (2001) e lannacone & Alvarifio
(2004) detectaron que el insecticida, a dosis menores que
los probadas en este bioensayo e inclusoinferiores aladosis
recomendada de aplicacién, no afectala supervivenciade
E. fetida. También, Giménez et al. (2004) observaron que
2400 g de Clorpirifos ha™'no afecta la supervivencia ni el
crecimiento de los juveniles de L. terrestris.

Unode los efectos subletales de los organofosforados
sobre laslombrices es el enrollamiento de los organismos
intoxicados, debido a que se altera la funcién muscular,
afectando lalocomociény en consecuencialaalimenta-
cién. Ademas, el enrollamiento interfiere en lareproduc-
ciényaque los organismos tienen dificultad para encon-
trar su parejay por ende, la cépula se realiza de un modo
anormalimpidiendo la expulsién de los espermatozoides
(Bustos-Obregdn & Goicochea, 2002; Espinoza Navarro
&Bustos-Obregén, 2005). En concordancia con estos auto-
res, los sintomas observados en este bioensayo fueron en-
rollamiento y cambios de coloracién en el tegumento. A
suvez, se observé unaactividad menor de los organismos
expuestos a las diferentes dosis del insecticida.

Lamayoria de los estudios sugieren que el tegumento
constituye unadelasvias deingreso de las sustancias toxicas
que producen cambios morfoldgicos sobre los organismos
(Saxe et al, 20071; Jager et al, 2003; Vijver et al,, 2005).
Enefecto, Salvio et al. (2013) observaron que un 35% de
losorganismos de O. cyaneumexpuestos alas diferentes
dosis de Clorpirifos presentan cambios morfoldgicos, sien-
doensumayorialadecoloraciénen latotalidad del cuerpo.
Ademas, enlaminoria de losindividuos se produjo unabul-
tamiento cercanoalaregion clitelary lesionesenel tegu-
mento como asi también enrollamiento, ondulaciones del
cuerpoy produccidn excesiva de mucus que provocan len-
titud en susmovimientos. Sintomas similares fueron halla-
dosporRao et al.(2003) con Clorpirifos sobre E. fetida. Ade-
mas, observaron que los organismos se muestran agita-
doseinquietosluego de superarlos efectos tdxicos de Clor-
pirifos y requieren para su recuperacion energia que se ob-
tiene de la autdlisis producida en la regidn posterior del
cuerpo (Ramaswami & Subbram, 1992). Asimismo,
Hackenberger et al. (2008) y Reddy & Rao (2008) hallaron
los mismos sintomas sobre E. fetidaexpuesta a Temefos
y Profenofos. En este estudio se observaron sintomas
similares sobre O. cyaneumy por lo tanto, estos cambios
morfolégicos demuestran lasusceptibilidad de O. cyaneum
ante este insecticida. Por lo tanto, la aplicaciénreiterada
delinsecticida puede afectaralas poblaciones de lombrices
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y en consecuencia, conducir a mediano y largo plazo al
desarrollodedafiosirreversiblestantoen laestructuracomo
enlafuncién delecosistemasuelo (Muthukaruppan et al,
2005; Reinecke, 2007).

Conrespectoalabiomasaenpesohiimedode O. cya-
neumno se obtuvieron diferencias entre los tratamientos
alos 7,21y 28 DDA (p > 0,05) (Tabla 2). Sin embargo, a
los 14 DDA la biomasa difiri6 entre los tratamientos (p =
0,004), lograndose el peso menor con las dos dosis mayo-
res de Clorpirifosha™, perosin diferenciarse de labiomasa
en el tratamiento testigo. Con 720 g de Clorpirifos ha™,
ladosishabitual de aplicacién, eldobleyeltriple se obtuvo
una biomasa mayor de O. cyaneum con respecto a los
restantes tratamientos a los 14 DDA (Tabla 2).

De manerasimilar a los resultados obtenidos en este
estudio, Salvio (2012) observé que alexponera O. cyaneum
adosis diferentes de Clorpirifos, las cuales variaron desde
120a 1440 gi.a.ha’, se redujo su biomasa tanto a los 7
comoalos 28 DDA. Labiomasamayor de O. cyaneumse
obtuvoeneltestigoylamenorcon 120gi.a.ha™. En coin-
cidencia, Zhou et al. (2007) observan que la ganancia de
peso de E. fetidaes menor cuando son expuestas a dosis
comprendidas entre 0,005 y 0,080 g Clorpirifos kg de
suelo (equivalentea3x 10°y 48x 10°gdei.a.ha™, respec-
tivamente). Por su parte, Zhou et al. (2011) detectan sobre
la misma especie unareduccién significativaen el peso a
partirde 0,020 g de Clorpirifos kg™ de suelo (equivalente
a12x10°gdei.a.ha™") conrespecto al control. Asimismo,
Booth et al. (2000) obtienen una disminucién significa-
tivaenelpesode A. caliginosacuando se exponena 0,004
y 0,028 g de Clorpirifos kg™ de suelo (equivalente a 2,4
x 102y 16,8 x 102gdei.a.ha™, respectivamente). Por otro
lado, demuestran que lamaduracién de los juveniles esta
influenciada por la exposicidn a las distintas dosis del
plaguicida, siendo més lenta en los organismos expuestos
ala concentracién mayor.

También, De Silva et al. (2010) observaron unareduc-
ciénenlabiomasa, laabundanciay latasa de descomposi-
cién delosresiduos de Perionyx excavatusy Megascolex
spexpuestasa 2112y 4224 gde Clorpirifos ha™ después
delostres meses de su aplicacion. Ademas, informan que
los efectos delinsecticida son especificos paralas especies
delombrices, asi P. excavatusque es epigeica es mas afec-
tada que Megascolexsp. que es endogeica. Esto se debe
a que esta Ultima, vive en galerias profundas y sube a la
superficie sélo paraalimentarse, porlo que sufre unamenor
exposicion al Clorpirifos.
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Comparando estos estudios con los resultados obte-
nidos en este bioensayo, se observé que Clorpirifos no afec-
té labiomasade O. cyaneumalos 7,21y 28 DDA (Tabla
2).

En cuanto a los parametros reproductivos de O.
cyaneum a los 56 DDA, los valores hallados fueron en
promedio bajos en todos los tratamientos e incluso en el
testigo. Se obtuvieron 2 coconesen el testigo, mientrasque
en la dosis mayor de Clorpirifos no se encontré ninguin
cocdn,y porende elnimerode juveniles siguié lamisma
tendencia. Por lo expuesto, no se determind el efecto de
esteinsecticidasobre estos parametros reproductivos. Una
causa posible de estosresultados es que durante la expe-
riencia se observé una pérdida generalizada del cliteloen
los organismos en todos los tratamientos, e incluso en el
testigo, a partir de los 14 DDA. Esto se deberia a las con-
diciones ambientales durante los 2 meses previos al mo-
mento de recoleccién de los ejemplares, las cuales fueron
temperaturas bajas (temperaturamediadelaire de 10,5°C)
y reducido contenido hidrico del suelo por precipitaciones
escasas. Estas condiciones adversas a las cuales estuvie-
ron expuestos los organismos durante este periodo, ha-
brian ocasionado que los mismosingresen enunafase de
diapausa facultativa, interrumpiendo su reproduccién. Por
lotanto, esto explicariauna produccién casinulade cocones
y de juveniles de O. cyaneum.

Apesarque en este estudio por factores biolégicos no
sedeterminaron los efectos adversos sobre los parametros
reproductivos, existe evidencia suficiente que lo confirma.
En efecto, Salvio (2012) obtuvo un nimero de coconesy
juvenilesde O.cyaneummayor en el testigo, mientras que
los valores sonmenores con dosis comprendidas desde 120
a 1440 gi.a. ha™ de Clorpirifos a los 56 DDA. Asimismo,
Booth et al. (2000) como Zhou et al. (2007) observaron
que Clorpirifos afecta de manerasignificativa a la repro-
duccién de E. fetida, debido a que el nimero de cocones
es menor con dosis comprendidas entre 0,004y 0,080 g
de Clorpirifos kg ' de suelo. Del mismo modo, tanto en ex-
periencias de laboratorio como de campo, Booth & O'Ha-
lloran (2001) encuentran que A. caliginosapresenta una
disminucidnsignificativaenlaviabilidad y produccién de
cocones con 0,028 g de Clorpirifos kg™ de suelo. Ademas,
Alshawish et al. (2004) observan unimpacto significativo
en la fecundidad de A. caliginosa con 0,050 g i.a. kg de
Clorpirifos. Resultados similares encontraron Zhou et al.
(2011), quienes obtienen una disminuciénsignificativaen
elntimero de coconesy de juveniles de E. fetidadespués

de ocho semanas de exposicién. Por otra parte, Casabé et
al.(2007) no obtienen diferencias en la produccién de co-
cones entre los suelos tratados con 620 g de Clorpirifos
kg™ con respecto a los controles.

CONCLUSION

Enlosbioensayos de laboratorio realizados, Clorpirifos,
tantoladosis actualmente utilizadaen el campo e incluso
superior, no provocé unarespuesta evasiva como tampo-
co un efecto letal sobre O. cyaneum. Sin embargo, elin-
secticida produjo cambios morfoldgicos enun 33% de los
organismos de O. cyaneum con las diferentes dosis em-
pleadasy en labiomasa de aquellos organismos. De esta
manera, O. cyaneum se comporté de manera adecuada
como bioindicador del posible impacto ambiental ocasio-
nado por la aplicacién de los plaguicidas presentando un
potencial elevado para futuros estudios ecotoxicoldgicos.
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