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Toxicidad subletal de clorpirifos sobre
Octolasion cyaneum (Annelida: Oligochaeta,

Lumbricidae)
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar la supervivencia, biomasa, parametros
reproductivos y cambios morfolégicos de Octolasion cyaneum (Annelida:
Oligochaeta, Lumbricidae) expuesta a diferentes concentraciones de
clorpirifos. La unidad experimental consistié en un recipiente con 750 g de
suelo mezclado con la concentracion del insecticida y 10 individuos adultos
(rango de peso: 300-600 mg). Los tratamientos fueron: 0, 120, 240, 480
(concentracion de aplicacion recomendada), 960 y 1440 g de clorpirifos
ha'. El disefio fue completamente aleatorizado con cuatro repeticiones y se
llevé a cabo en condiciones controladas (20+£2°C; 14L: 100). La biomasa de
O. cyaneum difirié entre los tratamientos a los 7, 14 y 28 dias después de
la aplicacion (DDA) (p<0,05), observandose la biomasa mayor en el testigo.
El nimero de cocones y juveniles a los 56 DDA fue mayor en el testigo con
respecto a los demas tratamientos (p<0,05). Se obtuvieron 235 individuos
vivos y 5 muertos, no obstante, el 35% de los organismos presentaron cambios
morfolégicos. Se observéd que el porcentaje de dafio varié en funcion de la
concentracion del insecticida (p = 0,0046). Clorpirifos no afectd la supervivencia
de O. cyaneum pero caus6 cambios morfolégicos y reduccion en su biomasa
y en sus parametros reproductivos.
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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the survival, biomass, reproductive
parameters and morphological changes of Octolasion cyaneum (Annelida:
Oligochaeta, Lumbricidae) exposed to different concentrations of chlorpyrifos.
The experimental unit consisted of a container with 750 g of soil mixed with the
concentration of the insecticide and 10 adult individuals (weight range: 300-
600 mg). The treatments were: 0, 120, 240, 480 (recommended application
concentration), 960 and 1440 g of chlorpyrifos ha™'. The design was completely
randomized with four replications and was conducted under controlled
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conditions (20+2°C, 14L: 100). O. cyaneum biomass differed between
treatments at 7, 14 and 28 days after application (DAA) (p<0.05), and showed
the highest biomass in the control. The number of cocoons and juveniles at 56
DAA was higher in the control compared to the other treatments (p<0.05). In the
bioassay 235 individuals were alive and 5 were dead, nevertheless the 35% of
organisms showed morphological changes. It was noted that the percentage of
damage varied depending on the concentration of the insecticide (p = 0.0046).
Chlorpyrifos did not affect the survival of O. cyaneum but caused morphological
changes and a reduction in biomass and reproductive parameters.

Key words: earthworm, ecotoxicological bioassay, neurotoxic insecticide.
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INTRODUCCION

Las lombrices son frecuentes en una amplia
gama de suelos y entre los invertebrados son los
mas abundantes, representando un 92% de la bio-
masa del suelo (Wu et al., 2011). Son considera-
dos “ingenieros del ecosistema” debido a que rea-
lizan galerias formando bioporos que contribuyen
notablemente en aumentar la infiltracion del agua
y la aireacién del suelo, mejorando su drenaje y
evitando su compactacion (Sanchez-Hernandez,
2006). Mediante estas funciones, colaboran con el
mantenimiento de la estructura y fertilidad del sue-
lo, participan en la descomposicion de la materia
organica y en el ciclado de los nutrientes, estimu-
lando el crecimiento de las plantas y favoreciendo
la heterogeneidad del habitat (Paoletti, 1999). De
esta manera, estos organismos participan en los
servicios ecosistémicos del suelo y son conside-
rados potenciales indicadores de la salud de éste
(Lavelle et al., 2006).

La aplicacion intensiva de los productos fitosa-
nitarios en el mundo, segun el tipo de ingrediente
activo (i.a.) y su concentracion, puede afectar a or-
ganismos no blancoy, en el largo plazo, conducir al
desarrollo de dafos irreversibles tanto en la estruc-
tura como en la funcion del ecosistema suelo (Rei-
necke & Reinecke, 2007). Clorpirifos es uno de los
insecticidas organofosforados mas utilizados tanto
en la Argentina como en otras partes del mundo,
ya que posee un amplio espectro de acciéon sobre
los artropodos plagas (Micucci & Taboada, 2006).
Este neurotdxico actua sobre el sistema nervioso
central inhibiendo la accion de la acetilcolinestera-

sa (AChE), enzima que regula la actividad biolégi-
ca del neurotransmisor acetilcolina (ACh) (Corbett
et al., 1984). Debido a su uso generalizado los in-
vertebrados benéficos edaficos, como las lombri-
ces, se encuentran expuestos a la accion toxica
de este insecticida. Se sabe que los plaguicidas
pueden afectar a las lombrices ya sea por contacto
dermal, cuando los téxicos atraviesan el tegumen-
to alcanzando el liquido celémico y se transportan
por el cuerpo, o por ingestion cuando se alimentan
de los residuos vegetales contaminados (Sanchez-
Hernandez, 2006). La mayoria de los estudios su-
gieren que el tegumento constituye una de las vias
de ingreso de las sustancias toxicas que producen
cambios morfoldgicos sobre esos organismos (Ja-
ger et al., 2003; Vijver et al., 2005). Ademas, varios
autores han encontrado que la aplicaciéon de clor-
pirifos disminuyd tanto la biomasa como los para-
metros reproductivos de las lombrices expuestas
(Booth & O’Halloran, 2001; lannacone & Alvarifio,
2004; Zhou et al., 2007; De Silva et al., 2010).

Por otra parte, las lombrices poseen quimiorre-
ceptores en la superficie del cuerpo que les pro-
porcionan una sensibilidad elevada a los quimicos
que se encuentran en el suelo (Reinecke & Reinec-
ke, 2007) vy, en consecuencia, son considerados
como biondicadores de los factores antropogéni-
cos de estrés (Romke et al., 2005). Eisenia fetida
es la especie més utilizada en los bioensayos de
ecotoxicidad debido a que posee un ciclo de vida
corto, fecundidad y sensibilidad elevada a los qui-
micos (Lowe & Butt, 2007; Momo & Falco, 2010).
Sin embargo, como esta especie es epigea (se
ubica por encima del suelo) su desventaja princi-
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pal es que no se encuentra habitualmente presente
en los suelos cultivados, por lo cual se deberia te-
ner en cuenta otra especie de lombriz como bioin-
dicador. En este sentido, Octolasion cyaneum es
abundante y representativa de los suelos del su-
deste bonaerense (Salvio, 2012). Se trata de una
especie endogeica y su valor indicativo es medio-
alto; es sensible a ambientes con niveles bajos de
materia organica y a las perturbaciones causadas
por los sistemas de labranza convencional (Butt,
1993; Momo & Falco, 2010).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la supervi-
vencia, la biomasa, los parametros reproductivos y
los cambios morfoldégicos de O. cyaneum expues-
ta a diferentes concentraciones de clorpirifos.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron ejemplares adultos clitelados de O.
cyaneum, los cuales fueron extraidos manualmen-
te en un lote bajo siembra directa ubicado en la
Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) del Ins-
tituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA)
Balcarce, Argentina (37° 45°S; 58° 18°0, 120 m
s.n.m.). Estos ejemplares fueron colocados en re-
cipientes de plastico de 36,5 cm x 24,5 cm con 10
cm de suelo humedo y se llevaron a una camara
de crfaa 20 + 2°C y 14L: 100 para su aclimatacion
durante dos semanas.

Para el bioensayo, la unidad experimental con-
sistid en un recipiente de plastico de 11,5 cm de
diametro y 11 cm de altura, provisto de una tapa
perforada, en el cual se colocaron 750 g de suelo
mezclado con la concentracion del insecticida y
10 individuos adultos clitelados con un rango de
peso de 300-600 mg (OECD, 1984, 2004). Los tra-
tamientos fueron: 0, 120, 240, 480 (concentracion
de aplicacion recomendada), 960 y 1440 g de i.a.
de clorpirifos ha' (48% de i.a., concentrado emul-
sionable: CE, marca comercial Lorsban 48 EC®).
Para lograr cada una de las concentraciones de i.a.
por kg de suelo seco, se realizaron diluciones del
insecticida en agua destilada, teniendo en cuenta
que el peso de suelo de una hectarea a 5 cm y
con una densidad aparente de 1,2 Mg m? equiva-
le a 600.000 kg. Las aplicaciones del insecticida
disuelto en agua se realizaron con un pulverizador
manual sobre una capa fina y uniforme de suelo
de 5 cm de altura sobre un pafo de nylon de 50
cm por 50 cm de lado. Luego, para lograr una in-
corporacion adecuada del producto al sustrato, se
realizaron 20 movimientos de las partes laterales
del pafio hacia el centro. Las propiedades fisicas y
quimicas del suelo utilizado fueron las siguientes:
5,1% de materia organica; 20,9% de arcilla; 34,9%

de limo; 44,2% de arena; pH = 7,7; conductividad
0,6 mmhos cm™' y capacidad de intercambio catio-
nica (C.1.C.) 29,3 meq 100 g".

El disefio fue completamente aleatorizado con
cuatro repeticiones y los recipientes se colocaron
en una camara a 20 + 2°C y 14L: 100. Se midieron
las siguientes variables: el numero de individuos
vivos y/o muertos, la biomasa en peso humedo
(mg) y los cambios morfoldgicos a los 7, 14, 21y
28 dias después de la aplicacion (DDA); ademas,
se contaron el nimero de cocones y de juveniles
a los 56 DDA. En cada observacion se controlo la
humedad del suelo y cuando fue necesario se pul-
veriz6 el sustrato con agua destilada. La biomasa
de los ejemplares se registr6 mediante una balan-
za analitica electronica (precision = 0,001 g). Los
cambios morfoldégicos observados se clasificaron
en las siguientes categorias: 1) sin dano; 2) dafio
leve (cambio de color en la totalidad del cuerpo
del organismo); 3) dafio moderado (decoloracion
en los segmentos posteriores del cuerpo); 4) dafio
severo (desprendimiento de la parte posterior del
cuerpo); 5) dafio total (muerte del organismo). Se
determind el porcentaje de dafno ponderado (%)
en funcién de las concentraciones del insecticida
de acuerdo a la férmula de Townsend & Herberger
(1943) adaptada:

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

donde PD = promedio ponderado de dafio (%),
n = nimero de organismos por cada categoria; v =
valor numérico de cada categoria; CM = valor de la
categoria mayor y N = nimero total de organismos
por tratamiento. Se analizé el PD (%) en funcion de
cada concentracion del plaguicida a los 28 DDA.

Las variables se analizaron mediante el analisis
de la varianza (ANOVA), previa validacion del su-
puesto de homogeneidad de varianzas mediante la
prueba de Levene (o = 0,05). Cuando se detecta-
ron diferencias entre las medias se realizd la prue-
ba de minimas diferencias significativas (MDS) (a
= 0,05). Todos los andlisis se realizaron con el pro-
grama R 3.1.1 (R Development Core Team, 2014).

RESULTADOSY DISCUSION

En la biomasa de O. cyaneum se observaron
diferencias significativas entre los distintos trata-
mientos a los 7 (p = 0,0001), 14 (p = 0,01) y 28
DDA (p = 0,04). Tanto a los 7 como a los 28 DDA,
la biomasa fue mayor en el testigo con respecto a
los restantes tratamientos (Figura 1). A los 7 DDA
se observd una disminucion de 95 mg en el peso
de las lombrices entre el testigo y el tratamiento
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Figura 1. Biomasa de Octolasion cyaneum (mg) (media + desvio estandar) en los diferentes tratamientos con clorpirifos (g de i.a. ha™)
alos 7, 14 y 28 dias después de la aplicacion (DDA). Barras con las letras iguales en cada fecha de observacion indican diferencias

no significativas entre los tratamientos (MDS, p>0,05).

con el peso menor obtenido, mientras que en las
siguientes fechas de observacion la disminucion
se mantuvo constante en 43 mg. Ademas, en to-
dos los tiempos de observacion se obtuvo un peso
menor de los individuos con la concentracion me-
nor de clorpirifos con respecto al testigo (Figura 1).

Por otro lado, los parametros reproductivos en
O. cyaneum como el nimero de cocones y de ju-
veniles difirieron entre los tratamientos (p<0,05).
El numero de cocones fue mayor en el testigo con
respecto a los demas tratamientos a los 56 DDA (p
= 0,001), obteniéndose 15 cocones en el testigo
y 10 cocones con 120 g de clorpirifos ha' (Figura
2). En cuanto al nimero de juveniles se observo la
misma tendencia que con los cocones, observan-
dose el numero mayor en el testigo y el menor con
las concentraciones menores, 120y 240 g i.a. ha™
(Figura 2).

De manera similar a los resultados obtenidos en
este estudio, Booth et al. (2000) obtuvieron una dis-
minucion en el peso de Aporrectodea caliginosa
asf como una reduccion en la produccion de coco-
nes con 0,004 y 0,028 g de clorpirifos kg de suelo.
En coincidencia, Zhou et al. (2007) observaron si-
milares efectos sobre E. fetida con dosis compren-
didas entre 0,005 y 0,080 g de clorpirifos kg™ de
suelo. Por otro lado, lannacone & Alvarifio (2004)
detectaron que clorpirifos no afecté la superviven-

cia de E. fetida, pero en cambio produjo una dismi-
nucion en el peso de los organismos. También, De
Silva et al. (2010) determinaron una reduccién en
el numero de adultos y de juveniles con 4,4y 8,8
kg de clorpirifos ha' después de los tres meses de
su aplicacion; asimismo, obtuvieron una reduccion
en la biomasa, la abundancia y la tasa de descom-
posicion de los residuos. De manera similar, Als-
hawish et al. (2004) observaron un impacto signifi-
cativo en la fecundidad de A. caliginosa con 0,050
g de clorpirifos kg de suelo. Resultados similares
informaron Zhou et al. (2011), quienes obtuvieron
una disminucion en el numero de cocones y de ju-
veniles de E. fetida después de ocho semanas de
exposicion. A su vez, Rafael (2014) observoé que la
biomasa de O. cyaneum difiri6 a los 14 DDA y dis-
minuy® con una concentracion cinco veces mayor
gue la concentracion habitual de aplicacion en el
campo.

Con las concentraciones diferentes de clor-
pirifos se obtuvieron 235 individuos vivos de O.
cyaneumy 5 muertos. No obstante, el 35% de los
organismos expuestos a las diferentes concentra-
ciones de clorpirifos presentaron cambios morfo-
l6gicos. A los 28 DDA, el porcentaje de dafio (PD)
difirié entre los tratamientos con respecto al testigo
(p = 0,004). Con 240 g de i.a. y 1440 g de i.a. se
observaron los dafios mayores, siendo sus valores
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Figura 2. Numero de cocones y juveniles de Octolasion cyaneum (media + desvio estandar) en los diferentes tratamientos con clorpi-
rifos (g de i.a. ha') a los 56 dias después de la aplicacion. Barras con las letras iguales indican diferencias no significativas entre los

tratamientos (MDS, p>0,05).

Tabla 1. Dafio de Octolasion cyaneum (%) (media + desvio estan-
dar) en las diferentes concentraciones de clorpirifos (g i.a. ha)
alos 28 DDA,

Concentraciones de clorpirifos

(gia. ha') Dafio (%)
120 10,62+6,65 ab
240 18,13+7,81 a
480 2,20+3,06 ¢
960 9,06+5,34 ab
1440 15,00+£9,63 a

() Letras iguales indican diferencias no significativas entre los tra-
tamientos (MDS, p>0,05).

de 18 y 15% respectivamente (p<0,05) (Tabla 1).
Mientras que, con la concentracion de aplicacion
recomendada 480 g de i.a. ha', se obtuvo un PD
menor: 2,5% (Tabla 1). EI PD mayor obtenido con
la dosis menor, 240 g de i.a. ha' (Tabla 1), se co-
rresponde con los parametros reproductivos obte-
nidos, ya que con esa misma concentracion tanto
el niumero de cocones como el de juveniles dis-
minuyeron con respecto al testigo (Figura 2). Por
otro parte, el dafio leve tuvo un predominio mayor
con respecto a los dafios moderado y severo. Ade-
mas, en la minoria de los individuos se produjo un
abultamiento cercano a la region clitelar y lesiones
en el tegumento, como asi también enrollamiento,
ondulaciones del cuerpo y produccion excesiva de

mucus que provocaron lentitud en sus movimien-
tos (Figura 3). De la misma manera, Rafael (2014)
observé que 33% de los organismos de O. cya-
neum presentaron cambios morfolégicos similares
y el PD aumenté a medida que la concentracion de
clorpirifos se incrementd. Sintomas similares fueron
observados en E. fetida expuesta a clorpirifos (Rao
et al.,, 2003), temefos (Hackenberger et al., 2008)
y profenofos (Reddy & Rao, 2008). Ademas, en
este trabajo y en coincidencia con otros autores,
un efecto caracteristico del organofosforado fue el
desprendimiento de la region posterior del organis-
mo (dafio severo), que se explica debido a que el
organismo requiere para su recuperacion energia
que la obtiene de la autdlisis producida en dicha
region (Figura 3) (Ramaswami & Subbram, 1992).
Asimismo, la utilizacion de sus propios tejidos pue-
de ser considerada como una ventaja adaptativa
para superar las condiciones adversas, debido a
que se trata de proteger los érganos vitales del or-
ganismo gue se encuentran en su mayoria en la
region anterior. Por otra parte, clorpirifos al ser un
insecticida neurotoxico actla sobre el sistema ner-
vioso central del organismo inhibiendo la accion de
la acetilcolinesterasa (AChe); aunque la inhibicion
no es perjudicial per se ocasiona acumulacion del
neurotransmisor acetilcolina (ACh) y causa una
estimulacion continua de la actividad nerviosa
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Figura 3. Sintomas de toxicidad de Octolasion cyaneum producto de la exposicion a clorpirifos: A) cambio de coloracién del organismo
tratado en comparacién con el testigo, B), C), D) y E) proceso de transicion de la decoloracion en la parte posterior del cuerpo del
organismo y pérdida de dicha region y F) abultamiento cercano a la zona clitelar y lesiones en el tegumento.

(Rao et al., 2003; Reinecke & Reinecke, 2007). En
consecuencia, clorpirifos al inhibir la AChe en las
lombrices ocasiona un comportamiento anormal
de los organismos que influye en la alimentacion
y en la reproduccién de estos oligoquetos (Rao et
al., 2003; Reinecke & Reinecke, 2007). En coinci-

dencia con el presente estudio, en O. cyaneum se

observé dicho comportamiento.

CONCLUSIONES

Estos estudios corroboran que la concentra-
cion habitual de aplicacion de 480 g de clorpiri-
fos ha' no afecta la supervivencia de O. cyaneum,
pero causa efectos subletales en los organismos
expuestos, como cambios morfolégicos y dismi-
nucion en la biomasa y en los parametros repro-
ductivos de la especie. Por lo tanto, se deberia
seleccionar adecuadamente el principio activo y
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su concentracion de aplicacion para asegurar la
conservacion y el equilibrio biolégico de los orga-
nismos que viven en el sistema suelo.
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