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RESUMEN

Eluso intensivo de agroquimicos provoca efectos dafiinos sobre la fauna no blanco. Dentro de 1a misma, los oligoquetos
contribuyen a mantener la estructura y fertilidad del suelo. La lambda-cialotrina es uno de los insecticidas piretroides
masutilizados en la Argentina, pero son escasos los datos existentes acerca de su toxicidad sobre oligoquetos. Los objetivos
de este trabajo fueron evaluar mediante bioensayos de toxicidad cronica los efectos de lambda-cialotrina (producto
comercial al 5%) en Eisenia fetida sobre los parametros de comportamiento, sobrevivencia, biomasa, reproduccion y
bioacumulacion, asi como la persistencia en suelo OECD de dicho toxico. Los resultados muestran un comportamiento
de huida intenso a partir de la concentraciéon més baja, con un EC, de 1,36 mg kg (95% C.L. 0,24 - 2,80). No se
observaron efectos en sobrevivencia y alimentacion. La reproduccion fue afectada significativamente (F= 11,94,
P<0,05). La producciony fertilidad de ootecas disminuyo a la vez que se prolong6 el tiempo de incubacion de las mismas
respecto al control. El BAF oscil6 entre 0,005 y 0,08 en las distintas concentraciones y el tiempo de degradacion total
del toxico en suelo fue de 86 dias.
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SUBLETHAL EFFECTS OF LAMBDA-CYHALOTHRIN ON Eisenia fetida (ANNELIDA,
OLIGOCHAETA, LUMBRICIDAE)

ABSTRACT

The intensive use of agrochemicals has deleterious effects on non-target organisms. Among these organisms, earthworms
are important because of their role in keeping the soil structure and fertility. Lambda-cyhalothrin is one of the most widely
used pyrethroid insecticide in Argentina, but there are not enough studies of the effects of this pesticide on earthworms.
The goals of this work were to perform chronic toxicity bioassays to determine the effects of commercial lambda-
cyhalothrin (at 5%) on Eisenia fetida. The parameters of behaviour, survival, biomass, reproduction, bioaccumulation
and the degradation time of lambda-cyhalotrin in an OECD standard soil were also estimated. Results showed a hard
avoidance behaviour in the lowest lambda-cyhalothrin concentration with an EC, of 1.36 mg kg (95% C.L 0.24-2.80).
FEisenia fetida chronic test survival and feeding were not affected by lambda-cyhalothrin but negative effects on
reproduction were significant (P<0.05). Cocoon production and fertility were reduced and incubation time was
incremented. The BAF were between 0.005 and 0.08 in the test concentrations and the soil degradation of lambda-
cyhalothrin was complete after 86 days.

Key words. Pesticides, soil fauna, toxicity, bioassays, insecticides.

INTRODUCCION

Lallegada de la «Revolucion Verde» produjo un in-
cremento mundial en el uso de plaguicidas para sostener
cultivos intensivos. La actividad agricola continua tien-
de adesmejorar la calidad del suelo y la aplicacion repe-
tida de plaguicidas puede traer efectos deletéreos para el
ecosistema y la salud humana (Muthukaruppan et al.,
2005; Forster et al., 2006; Casabé et al., 2007).

Las lombrices de tierra (Annelida:Oligochaeta) se
hallan entre los invertebrados mas abundantes del suelo,
representando un 92% de la biomasa de los mismos
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(Belfroid, 1994; Yasmin & D’Souza, 2007). Las lombri-
cesafectan directamente la persistencia de los plaguicidas
en el suelo ya que pueden metabolizarlos en su intestino
generando otros compuestos toxicos; arrastrarlos hacia
capas mas profundas donde no pueden ser extraidos o bien
absorberlos en sus tejidos, con la posibilidad de transfe-
rirlos a través de la red tréfica (Muthukaruppan et al.,
2005; Yasmin & D’Souza, 2007).

El Cinturén Horticola Santafesino tiene una superfi-
cie de 1.103 ha, siendo fumigado con lambda-cialotrina
aproximadamente un 11% del total. Se aplica en el con-
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trol de chinches e isocas en cultivos de acelga, espinaca,
remolacha, achicoria, perejil, repollo, coliflor, brocoli, le-
chuga, chaucha, zapallito y pimiento, plagas de plantas
y animales domésticos y en salud publica para el control
deinsectos vectores de enfermedades (NPTN, 2001; Mi-
nisterio de Salud de la Nacidn, 2007; Garcia et al., 2008;
Arregui & Puricelli, 2008).

Para las lombrices se considera que dosis de lamba-
cialotrina superiores alos 1.000 mg en suelo provocan una
letalidad del 50% de lapoblacion (European Commission,
2001). Sin embargo, atn a bajas concentraciones, los
piretroides resultan toxicos para isopodos, milipedos y
otros artropodos no blanco (Wanner et al., 2004; Jansch
et al., 2005; Forster et al., 2006, Frampton & van der
Brink, 2006; Devotto et al., 2007).

Los objetivos planteados en este trabajo fueron de-
terminar efectos subletales del insecticida lambda-
cialotrina comercial sobre Eisenia fetida (Oligochaeta:
Lumbricidae), cuantificar la bioacumulacion y determi-
nar el tiempo de degradacion de lambda-cialotrina en el
suelo estudiado.

MATERIALES Y METODOS

Lambda-Cialotrina

Para la realizacion de los bioensayos se utilizo lambda-
cialotrina comercial Cilambda Ciagro® formulada al 5%. Para la
determinacion cromatografica del insecticida en suelo y organis-
mos se utilizo lambda-cialotrina al 98% mezcla de isdmeros, Chem
Service®.

Condiciones analiticas

El analisis cromatografico gaseoso se realizo en el Laborato-
rio de Cromatografia Gaseosa del INTEC a cargo de personal
especializado. Se utilizé un equipo VARIAN 3400 con detector
de captura electronica y columna Megabore DB-5 (30 m x 0,53
mm [. D.). Las condiciones operativas fueron: inyector 240 °C,
detector 320 °C y columna 220 °C. Las muestras sembradas se
analizaron por triplicado con el fin de validar el método de tra-
bajo determinando porcentaje de recuperacion y limites de detec-
cion segin Miller & Miller (1993).

Validacién de los test
El disefio experimental esta validado segun la norma ISO
11268-1, 2: 1993 (E) y siguiendo el protocolo OECD, 1984.

Organismos de prueba

Los ejemplares adultos de Eisenia fetida fueron adquiridos
en el Lumbricario «El Aleman» (Sa Pereyra, Santa Fe, Argenti-
na) y colocados en cajones plasticos con suelo natural para su
crianza donde se los alimentd semanalmente con restos organi-
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cos vegetales (cascaras de frutas, restos de verduras, yerba mate,
borra de café).

Para los bioensayos se seleccionaron individuos adultos con
clitelo bien desarrollado y peso de 2,72 + 0,15 g (OECD, 1984;
Garcia, 2004). Se colocaron en grupos dentro de cajas plasticas
con tapas perforadas y papel de filtro himedo en el interior para
que vacien el intestino durante 48 horas.

Test de Huida

Las lombrices E. fetida se expusieron a una serie de cinco
concentraciones de lambda-cialotrina calculadas en base al peso
seco del suelo: 1,25;7,5;16,25; 32,5y 65 mg kg d.w. Para cada
concentracion se utilizaron tres réplicas.

Debido asubajasolubilidad en agua (European Commission,
2001; FAO, 2003), la lambda cialotrina se disolvio en hexano y
una vez sembradas con el toxico, las réplicas se colocaron ocho
horas bajo campana hasta evaporar el solvente. Luego se agregd
agua destilada para lograr un contenido de humedad del 25%.

Las cajas se dividieron en dos compartimentos por un se-
parador removible, marcando exteriormente la posicion del mismo
(Loureiro et al., 2005). En cada compartimento se colocaron 200
gramos de suelo OECD, uno de ellos sembrado con la concentra-
cion de toxico correspondiente y el otro como control. Luego
el separador fue removidoy se colocaron diez ejemplares clitelados
en la linea de division entre tratamiento y control. Los recipien-
tes se cubrieron con tapas plasticas perforadas para permitir la
ventilacion y evitar la pérdida excesiva de humedad y se mantu-
vieron con fotoperiodo 16:8 h luz/oscuridad (intensidad 400-800
lux) y temperatura ambiente 20 + 2 °C durante 48 horas (OECD,
1984).

Transcurridas las mismas se volvio a colocar el separador
plastico en la posicién marcada, se separaron las dos fracciones
del suelo cuidadosamente y se contaron los individuos presentes
en cada una. En caso de que se encontraran individuos muertos
se considera que huyeron del toxico, en tanto que para aquellos
que fueran cortados por el separador, solo se contabiliza la por-
cion cefalicaubicadaenlacaja(Garcia, 2004; Loureiro et al., 2005;
Garcia et al., 2008).

Parainterpretar losresultados del testde huida se tuvo en cuenta
la definicion de «Funcion de Habitaty. Segun ésta si se encuentra
el 50% de los organismos en el suelo tratado se considera que no
existe preferencia por determinado suelo. Cuando el porcentaje
hallado en el suelo tratado es del 20% o menor, se considera que
el suelo tiene un efecto sobre el comportamiento de los individuos
y por lo tanto es toxico o de baja calidad (Hund-Rinke ez al., 2003,
citado en Hund-Rinke et al., 2005).

Laproporcionde individuos que responden (huyen) se calcula
seglin la ecuacion (1):

_ N-2+T
N

A €))

donde N es el nimero de individuos por réplica; T es el nimero
de individuos en el suelo tratado; 4 es la respuesta neta (valores
de 4 negativos indican que no hay huida).
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Bioensayo de toxicidad croénica

Las lombrices E. fetida se expusieron a una serie geométrica
de cuatro concentraciones de lambda-cialotrina 1,2,4y 8 mgkg™' d.w.
y un control durante 56 dias, dosis superiores a las recomendadas
para la agricultura (Forster, 2006). Se prepararon cuatro réplicas
por tratamiento.

Lasréplicas (500 gde suelo OECD) se sembraron con el toxico
y se colocaron a evaporar el solvente bajo campana durante 24
horas. Se llevo al 50% de humedad colocando el volumen corres-
pondiente de agua destilada, dejandolas reposar durante otras 24
horas. Finalmente, se colocaron en cada réplica diez ejemplares
clitelados y pesados y cubrieron con tapa plastica perforada. Pa-
sadas otras 24 horas se suministr6 1,5 g de alimento (estiércol de
vaca libre de orina secado al sol y finamente molido) por caja y
sehumedecio con 5 mL de agua destilada. A posteriori, la frecuen-
cia de alimentacion fue semanal (0,5 g caja™).

El fotoperiodo fue de 16:8 h luz /oscuridad (intensidad 400-
800 lux) y la temperatura 20 + 2 °C. Se evaluaron semanalmente
cambios en labiomasa (peso vivo himedo) porunidad experimen-
tal (grupos de 10 lombrices), produccion de ootecas y nimero de
juveniles eclosionados.

Las ootecas registradas se colocaron en cajas plasticas con
tapas perforadas conteniendo 100 g de suelo OECD a la misma
concentracion de lambda-cialotrina correspondiente a cada tra-
tamiento. Se realizo el mismo procedimiento para los juveniles
eclosionados durante el bioensayo. El recuento de juveniles se
extendio durante 9 semanas debido a que la eclosion de los mis-
mos se produce entre los 14 y 21 dias de depositada la ooteca
(Toccalino et al., 2004).

Los individuos sobrevivientes se sometieron a 48 horas de
ayuno para el vaciado intestinal. Luego se colocaron en bolsas
herméticas rotuladas segun el tratamiento y congelaron para fi-
nalmente ser derivados al laboratorio de Cromatografia Gaseosa
para cuantificacion del plaguicida acumulado.

El factor de bioacumulacion se determiné utilizando la ecua-
cion (2):

BAF = & (2)
C

K

donde C, es la concentracion del toxico en la biota (mgkg™") y C,
es la concentracion de toxico en el suelo (mg kg™).

Degradacion de Lambda-Cialotrina en Suelo OECD

Se tomaron muestras de suelos correspondientes a tres con-
centraciones 2, 4 y 8 mg kg! d.w. al inicio del ensayo, a los 56
dias (finalizacion del cronico) y a los 86 dias para su analisis cro-
matografico. Las muestras de 10 gramos secadas a temperatura
ambiente, se extrajeron dos veces con solvente adecuado, con
posterior clean-up, concentracién y cromatografia.

Analisis estadistico

Para Testde Huida se utiliz6 testde ANOV A y test Probit; para
el Bioensayo Cronico, ANOVA y Test de Comparacion Miltiple
de Dunnett (P < 0,05). Se utilizaron los programas SPSS 11.5 y
Origin Pro 8 para calcular los distintos estadisticos. Para la reali-
zacion de las graficas correspondientes se utilizé Origin Pro 8.
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RESULTADOS

Validacién de los test

La metodologia de trabajo se validé segun la norma-
tiva ISO 11268-1:1993 (E), utilizando cloroacetamida
como contaminante de referencia y la especie estandar E.
fetida. El valor obtenido LC, 41 ppm estd contemplado
en el rango propuesto por dicha normativa (Rodriguez et
al., 2004).

Test de Huida

No se registré mortalidad en los individuos de los
tratamientos T|, T,, T, y T, correspondientes a las con-
centraciones de 1,25; 7,5; 16,25 y 32,5 mg kg d.w. En
T, (65 mgkg™') la mortalidad se mantuvo por debajo del
10%. Se observd unarespuesta de huida estadisticamente
significativa (F=21,35, P<0,05) a bajas concentraciones
(laFig. 1 indica unicamente el porcentaje de huida calcu-
lado segtin la ecuacién 1). E1 EC, fue de 1,36 mgkg'y
sus limites de confianza 0,24-2,80 mg kg ' para las concen-
traciones de lambda-cialotrina testeadas.

Bioensayo de Toxicidad Crénica

La supervivencia fue del 100% en el control y los
tratamientos T,, T, y T, La mortalidad se mantuvo por
debajo del 10% en T, (1 mg kg™). No se observaron di-
ferencias estadisticamente significativas (F=2,37,
P>0,05) en el peso de los individuos del grupo control y
los tratamientos. El mayor aumento de peso (49,68%)
correspondio al grupo control. En los tratamientos el
aumento oscild entre el 34 y 40% (Tabla 1).

Todos los individuos del grupo control presentaron
clitelos bien desarrollados al final del estudio, mientras
que en los tratamientos (1, 2,4y 8 mgkg' d.w.) se regis-
tr6 pérdida del clitelo en algunos individuos. A partir de
la primera semana se observo pérdida del clitelo en los
individuos expuestos al toxico, tendencia que comenzo
a disminuir a partir de la séptima semana (Fig. 2). Los
individuos del control permanecieron clitelados durante
todo el desarrollo del bioensayo.

Laproduccionde ootecas fue significativamente me-
nor en todas las concentraciones testeadas (F=11,95,
P<0,05) respecto al control, aunque entre ellas no hubo
diferencias significativas. Tanto enel controlcomoen T,
(1mgkg'd.w.)las ootecas eclosionaron luego de 21 dias,
enT,yT,(2y4mgkg'd.w.)demoraron 28 diasyen T,
(8 mg kg! d.w.) el tiempo de incubacién fue de 35 dias.
La produccion de juveniles en el grupo control fue ma-
yor que en los tratamientos (Fig. 3).
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Figura 1. Respuesta de huida de E. fetida a concentraciones de lambda-cialotrina en suelo OECD (respuesta neta media y barras

de error estandar).

Figure 1. Avoidance response of E. fetida exposed to lambda-cyhalothrin concentrations in OECD soil (median net response

and standard deviation bars).

Tabla 1. Toxicidad crénica de la lambda-cialotrina sobre E. fetida en suelo OECD. Resumen de los
resultados para reproduccion, supervivencia y biomasa.

Table 1. Chronic toxicity of lambda-cyhalotrhin on E. fetida using OECD soil. Summary of the results

for reproduction, survival and biomass.

Concentracion ~ Juveniles % de juv.

Juv./Oot.  Mort. adultos Biom. Biom.dia

(mgkg") (%) dia 0 dia 56
0 150 100 0,91 0 2,74 4,10
1 7 4,67 0,24 2,5 2,78 3,90
2 13 8,67 0,39 0 2,77 3,80
4 11 7,33 0,28 0 2,68 3,71
8 8 533 0,33 0 2,65 3,56

A partir de los datos, el valor LOEC para reproduc-
ciones de 1 mgkg!y al ser ésta la menor concentracion
utilizada en este trabajo no se pudo determinar el valor
NOEC. La Tabla I resume los resultados del Bioensayo
de Toxicidad Cronica.

LaFigura4 muestra la estimacion puntual de acumu-
lacion al final del bioensayo. Se observo una correlacion
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positiva entre cantidad de toxico acumulado en los teji-
dos de lombriz respecto de las concentraciones ensaya-
das, la cual se puede expresar graficamente por medio de
una funcioén lineal. Los factores de bioacumulacion (BAF)
calculados a partir de los datos anteriores fueron 0,0076;
0,0056 y 0,0845 para las concentraciones 2,4y 8 mg kg'!
d.w., respectivamente.
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Figura 2. Porcentaje de individuos de E. fetida clitelados y no clitelados durante el bioensayo cronico. Entre paréntesis se
expresan las concentraciones de lambda-cialotrinaen mg kg™'.

Figure 2. Percentage of clitellate and non-clitellates individuals of E.fetida during the chronic bioassay. The concentrations of
lambda-cyhalothrin in mg kg! are in brackets.

Figura 3.

Produccion de ootecas y juveni-
les. Entre paréntesis se expresan
las concentraciones de lambda-
cialotrina en mg kg.

Figure 3.

Production of cocoons and
juveniles. The concentrations of
lambda-cyhalotrhin as mg kg™ are
in brackets.
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Degradacion de Lambda-Cialotrina en suelo

Se analizaron residuos de lambda-cialotrinaalos 0, 56
(inicio y fin del ensayo cronico) y 86 dias en muestras de
suelos sembradasalas concentraciones 2,4y 8 mgkg'd.w.
A los 86 dias la degradacion de lambda-cialotrina fue del
99% (Tabla 2).

DISCUSION

De acuerdo con Schaefer (2003), la migraciéon de
lombrices lleva a una degradacion de la calidad del sue-
lo. Ademas la pérdida de oligoquetos enun area determi-
nada puede afectar el nimero y la distribucion de sus
predadores vertebrados.

Segtn Schaefer (2003), Garcia (2004) y Loureiro et al.
(2005),1os Test de Huida proporcionan mas informacion
en cuanto a la dinamica poblacional en comparacion con
los bioensayos agudos tradicionales ya que la gran
cantidad de quimiorreceptores presentes en los segmen-
tos corporales de los oligoquetos, junto con sus hdbitos
locomotores les confieren una gran sensibilidad a los t6-
XiCOs.

Los datos experimentales muestran que de las cinco
concentraciones testeadas solo laconcentracion 1,25 mg
kg! se halla por debajo del umbral. En las restantes con-
centraciones (7,5; 16,25; 32,5 y 65 mg kg ') s6lo un 20%
o menos de los individuos permanecen en el suelo con-
taminado, indicando que el mismo es poco favorable para
la vida de las lombrices de tierra.

Tabla 2. Degradacion en suelo de la lambda-cialotrina. Entre paréntesis

se indica el porcentaje.

Table 2. Soil degradation of lambda-cyhalotrhin. The percentages are

indicated in brackets.

Tratamiento Conc. dia 0 Conc. dia 56 Conc. dia 86
mg kg'! mg kg mg kg'! mg kg

T, 2 (100%) 0,7 (35%) 0,062 (0,31%)

T, 4 (100%) 1,6 (40%) 0,007 (0,19%)

T, 8 (100%) 2,2 (27,5%) 0,016 (0,20%)
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EIEC, obtenido fuede 1,36 mgkg' (P<0,05),loque
significa que dicho toxico es detectado facilmente por los
organos sensoriales de las lombrices atin a concentracio-
nes muy bajas, coincidiendo con lo hallado en bibliogra-
fia(Garcia, 2004, Garciaetal., 2008).

Los oligoquetos son capaces de sobrevivir la expo-
sicion cronica a un plaguicida reduciendo la energia ne-
cesaria para otros procesos vitales como la alimentacion
(Stromborg, 1986, citado en Espinoza-Navarro & Bus-
tos-Obregon, 2004), provocando disminucion en la
biomasa (Bauer & Rombke, 1997; Muthukaruppan et al.,
2005; Avila et al., 2007; Yasmin & D’Souza, 2007). En
nuestra experiencia no se hallaron diferencias significa-
tivas de biomasa entre control y tratamientos, por lo que
sededuce que lalambda-cialotrinano afecta la ingestion/
asimilacion.

La fecundidad de las lombrices es sensible a los pla-
guicidas, provocando a largo plazo una declinacioén en
las poblaciones (Yasmin & D’Souza, 2007). Enlos trata-
mientos expuestos a lambda-cialotrina se observo pérdi-
da del clitelo y produccion reducida de ootecas, ademas
a partir de los 2 mg kg™! se produjo un incremento en el
tiempo de incubacion y una disminucion en la cantidad de
juveniles eclosionados. Se corrobora asi el efecto toxico
delalambda cialotrinasobre la fecundidad de estos oligo-
quetos. Con respecto al nimero de juveniles, cuando la
cantidad de los mismos en el suelo tratado es inferior al
50% de los producidos en el control, 1a funcion de habitat
del suelo es negativa paralos mismos (Hund-Rinke ez al.,
2005), 1o cual se pudo observar en la experiencia realiza-
da.

En investigaciones realizadas con Aporrectodea ca-
liginosa nocturna (Schreck et al., 2008) no pudo deter-
minarse bioacumulacién de lambda-cialotrina a concen-
traciones utilizadas en campo (0,011y0,021 mgkg™"). Sin
embargo en este trabajo se logrd detectar dicho tdxico
en los tejidos de E. fetida aunque a bajos valores a las
concentraciones 2, 4 y 8 mg kg!.

Degradacion de Lambda-Cialotrina en suelo

La lambda-cialotrina tiene una persistencia en suelo
de 4 a 12 semanas, con un valor de vida media promedio
de 30 dias para lamayoria de los suelos (European Com-
mission, 2001). El presente estudio coincide con el tiem-
po de degradacion estipulado de 86 dias con un 99,7%
de degradacion del compuesto.
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