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1. INTRODUCCION

Con el fin de optimizar la calidad y el rendimiento de las cosechas, los agricultores
realizan actividades como la labranza y la aplicacion de fertilizantes y plaguicidas (Caride
et al., 2011). Los plaguicidas agricolas se disponen en forma liquida en los cultivos.
Cuando estos productos de sintesis quimica son aplicados, cerca del 50% puede desviarse
fuera del punto de control, localizdndose en diferentes componentes del medio fisico
como suelo, aire y agua, afectando las poblaciones objetivo y no objetivo (Doménech,
2009). Los agricultores tienen poco en cuenta la macrofauna edéafica, cuando hacen
aplicaciones de agroquimicos y las funciones que estos cumplen en el ecosistema. Esta
condicién se refleja en la disminucién de la biomasa de las poblaciones o en la
eliminacion de especies (Klemens et al., 2003). La macrofauna terrestre agrupa los
invertebrados mayores de 2 mm de didmetro y se consideran importantes en la
transformacion de las propiedades del suelo. Entre la macrofauna se consideran las
lombrices de tierra (Oligochaeta: Lumbricidae), las termitas (Isoptera: Termopsidae) y
las hormigas (Hymenoptera: Formicidae), que actGan como ingenieros del ecosistema en
la formacion de poros, la infiltracion de agua, la humificacion y transformacion de la
materia organica (Cabrera et al., 2011).

Las diferentes caracteristicas que exhiben los macroinvertebrados son usadas
principalmente, para analizar la calidad del ecosistema. La combinacion de caracteristicas
bioldgicas, funcionales y ecoldgicas, pueden ser utilizadas como bioindicadores (Bonada,
et al., 2006). Dentro de los principales bioindicadores del estado del ecosistema suelo se
encuentran las lombrices de tierra. Esto ha sido comprobado por diferentes autores, los
cuales detectaron impactos sobre las poblaciones de lombrices en sistemas con alto grado
de intervencion agricola, observando una disminucion de la riqueza y la abundancia
(Lavelle, 2006). Por lo descrito, el objetivo del presente estudio es evaluar el efecto
ecotoxicologico del fungicida con compuesto activo Procloraz sobre la lombriz roja
californiana a partir de la mortalidad, fecundidad, biomasa, transformacion de materia
organica y viabilidad del organismo, con el fin de aumentar la investigacion sobre los
efectos ecotoxicologicos de los plaguicidas de sintesis quimico en organismos no

objetivo.



2. PROBLEMA DE INVESTIGACION, OBJETIVOS E HIPOTESIS.

2.1 PROBLEMA DE INVESTIGACION

El uso de plaguicidas ha traido consigo beneficios, aumentando la produccion agricola,
la productividad del suelo y la calidad de los productos, representando principalmente un
beneficio econdmico, pero solo el 10% de los plaguicidas aplicados llegan al organismo
objetivo, mientras que un alto porcentaje es depositado en &reas y organismos no objetivo
(Garzén, 2014). La aplicacion de agroquimicos puede causar efectos adversos en
diferentes formas de vida y ecosistemas. Como resultado de esto, se detectan de forma
constante en suelo, aire, superficies acuéticas y subterraneas, sedimentos, vegetales y
alimentos (Ortiz et al., 2011), representando un problema principalmente para la salud
humana y para el ecosistema suelo.

Numerosos estudios muestran claramente la sensibilidad de las comunidades de
organismos edaficos ante las perturbaciones impuestas por el manejo de los sistemas
agricolas (De Aquino, 2008). Se sugiere que la macrofauna edéafica puede ser considerada
como un indicador temprano y sensible a los efectos del manejo del suelo (Govaerts et
al., 2006). Ademas desempefian un papel imprescindible en la productividad del suelo
debido a su capacidad de alterar el ambiente superficial y edafico en que se desarrollan
las plantas (Lavelle et al., 2006). Como resultado de lo anterior, determinados organismos
se consideran bioindicadores de la estabilidad y la fertilidad del suelo, en especial las
lombrices de tierra (Ruiz et al., 2008). La utilizacién de las caracteristicas bioldgicas,
funcionales y ecoldgicas de las lombrices puede ser utilizada como bioindicadores para
determinar el estado del suelo, debido a que estos organismos manifiestan cambios en
una corta escala de tiempo (George, 2006). La abundancia de dichos individuos declina
como funcién inversa a la intensidad con que son manejados los suelos o por el uso
intensivo de plaguicidas (Ruiz et al., 2008). Ante esto, emerge un escenario propicio para
la investigacion en el que se emplee el estudio de las caracteristicas bioldgicas y
funcionales de la lombriz de tierra como indicadores de la relacion de la respuesta del
organismo al efecto toxicologico por el uso de plaguicidas, llevando a esta investigacion
a buscar la respuesta para la siguiente pregunta, ¢cuales son los efectos ecotoxicolégicos

del Procloraz sobre la lombriz de tierra (Eisenia foetida)?



2.2 OBJETIVOS
2.2.1 Objetivo general
Determinar el efecto ecotoxicoldgico del plaguicida con compuesto activo

procloraz sobre la lombriz roja californiana (Eisenia foetida).

2.2.2 Objetivos especificos

1. Validar el protocolo de evaluacion de los efectos de las sustancias
quimicas en el suelo sobre la lombriz de tierra roja californiana.

2. Evaluar la mortalidad, reproduccion y biomasa de la lombriz roja
californiana, bajo el efecto de cinco concentraciones del fungicida.

3. Determinar el porcentaje de nutrientes y la tasa de transformacion de

materia organica producido por E. foetida bajo el efecto del procloraz.

2.3 HIPOTESIS

e Las concentraciones de Procloraz por encima de la dosis recomendada tendra
efecto ecotoxicolégico sobre la biomasa, reproduccion y supervivencia de E.
foetida.

e A medida que aumenta la concentracion del fungicida, la tasa de transformacion

de la materia organica se vera reducida.



3. METODOLOGIA

3.1 AREA DE ESTUDIO

Se realizé en el Centro de Biosistemas de la Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano
ubicado en el municipio de Chia (4°53'07.2"N 74°00'48.0"W), donde tambien se dispuso
del laboratorio de entomologia.

3.2 ACTIVIDADES DESARROLLADAS

3.2.1 Adecuacion del area para el criadero de lombrices
Se selecciond el lugar con las condiciones adecuadas, idealmente un sitio con sombra. Al
tener esta zona identificada, se elimin6 vegetacion como maleza para ubicar el modulo

de pie de cria (ver anexo N°1).

3.2.2 Mejoramiento del mddulo para el pie de cria de lombrices
Se ajustd el moédulo de cria de lombriz roja californiana existente en el C-Bios, realizando
divisiones de 1 m dentro de este y ubicandose en la parte inferior del mddulo, dos planchas

de tablas de madera para el secado del humus sélido. (ver anexo N°2).

3.2.3 Adquisicién del pie de cria
Para el inicio de la cria de la lombriz roja californiana se obtuvo con el lombricultor
Lombricultura de Tenjo, ubicado en la vereda Chince del municipio de Tenjo

(Cundinamarca).

3.2.4 Mantenimiento del pie de cria de la lombriz roja californiana

La criade lombriz se mantuvo en un médulo de 1 x 3 x 0.30 m, cubierto de tela mosquitero
para evitar que otros animales penetraran y se alimentaran de estas. Se alimentaron con
desechos organicos del C-Bios cada 15 dias, ademas que se ajustd la humedad del sustrato
al 75% (ver anexo N°3).

3.2.5 Acondicionamiento del organismo de prueba
Previamente se realizo trampeo a las lombrices, con ayuda de canastillas durante 2 dias.
Una vez se obtuvieron las lombrices, se llevaron a una de las secciones vacias del médulo

y se les dispuso de sustrato con humedad al 75% y de lechuga precompostada, la cual fue



administrada siempre, ya que el mismo tipo de alimento evita variaciones en el

crecimiento de las lombrices (ver anexo N°4).

3.2.6 Prueba de retencién de agua

Se pesaron 120 g de sustrato y se colocaron en un recipiente que permitiera medir el nivel
de saturacion de agua, luego se adicion6 agua poco a poco con una probeta, midiendo el
volumen gastado cuando cae la primera gota. Determinando de esta manera la cantidad
de agua necesaria para saturar el sustrato, tomando el 100% de saturacion el volumen
gastado y calculando el 75% de retencion de agua (Alonzo & Chicas, 2013) (ver anexo
N°5).

3.2.7 Validacion del protocolo para ensayos toxicologicos sobre E. foetida

La guia “Bioindicadores en suelos contaminados. E. foetida (superviviencia y
reproduccion)”, de la clase de Toxicologia Ambiental durante su realizacion, esta
presenta un porcentaje de mortalidad del testigo mayor al 10% invalidando asi el ensayo,
por ende, se valid6 la Prueba de Toxicidad elaborada por OCDE, la cual es utilizada para
evaluar los efectos de las sustancias quimicas en el suelo usando la lombriz de tierra roja

californiana.

3.2.8 Carta de control de sensibilidad para E. foetida

La carta sensibilidad de E. foetida con Procloraz se estimdé mediante una prueba de
exposicion aguda durante 14 dias, la cual const6 de cinco concentraciones alrededor de
la recomedada por el fabricante, por triplicado y con un control negativo, cada unidad
experimental tuvo diez lombrices adultas (cliteladas) con un peso promedio entre 0.3 y
0.6 mg. Las unidades experimentales se prepararon con 120 gramos de suelo con 15ml
de agua mas el plaguicida respectivamente. Se utilizaron recipientes plasticos
transparentes de 160z de capacidad con tapa rigida perforada. Luego de obtener las
unidades experimentales preparadas se introdujeron en cada recipiente diez lombrices
limpias, secas y pesadas, la exposicion al plagicida se prolongé por 14 dias tiempo durante
el cual se hicieron tres revisiones, en la que se registraron los datos de mortalidad, nimero
de ootecas encontradas y las caracteristicas de los individuos sobrevivientes (Gomez,
2014).



3.2.9 Andlisis estadistico

El analisis de los datos se realiz6 mediante el programa IRMA-QCal el cual es
especificamente para el calculo de curvas de dosis-respuesta. La aplicacion utiliza un
modelo de regresion logistica para generar valores para DLso Y DLgo, tomando como
referencia la metodologia propuesta por Lozano & Saavedra (2012). Para establecer la
relacion entre las concentraciones con las variables Biomasa y Numero de Ootecas, se
aplico la prueba de Kruskal-Wallis con el programa estadistico Statgraphics Centurion
XVI (Version 16.1.11).

3.2.10 Preparacion de E. foetida para la prueba de ecotoxicidad

La preparacion de las lombrices tuvo de varios pasos, primero se seleccionaron los
individuos evitando la manipulacion excesiva. Se procedio a disponerlos en una
superficie plana y firme removiendo lentamente el sustrato hasta hallar las lombrices
prestando atencion en seleccionar individuos adultos verificando la presencia del clitelo
y una longitud mayor o igual a 3 cm, sin alteraciones o defectos apreciables en el tejido
externo. Luego de la seleccion, las lombrices se dejaron en reposo durante 30 minutos en
unrecipiente pequefio. Al cabo del reposo las lombrices se lavaron con agua para terminar
de remover los rastros de sustrato adherido. Se tomé papel adsorbente humedecido
poniéndolo en la base de una caja de Petri y se depositaron las lombrices en una cantidad
tal que pudieran moverse facilmente (aproximadamente 20 lombrices por caja de Petri
mediana y 50 para una caja de Petri grande). La ausencia de alimento y el contacto con
el papel himedo permitié que las lombrices vaciaran el intestino y que las heces fueran
facilmente descartadas junto con el papel. Las lombrices puestas en las cajas de Petri se
dejaron en reposo en un lugar oscuro, y al cabo de 12 horas se elimino el papel himedo,
las lombrices se lavaron y secaron y se dispusieron en un trozo de papel nuevo y hiumedo
en la caja de Petri durante otras 12 horas. Transcurridas las 24 horas de limpieza, las
lombrices se volvieron a enjuagar eliminando particulas solidas (OCDE, 2014) (ver anexo
N©6).

3.2.11 Prueba de toxicidad
Se dispusieron en recipientes de plastico de 16 oz de 120 g de suelo mas 50 g de lechuga

precompostada. Posteriormente se aplicé 15 ml de agua con la respectiva concentracion



del fungicida (0.4, 0.8,1.2,1.6 y 2 cc/L) y se situaron 10 lombrices (lavadas, secadas y
pesadas) por recipiente (cinco tratamientos con cuatro repeticiones), y estos se cubrieron
con tapa pléstica perforada para permitir el intercambio gaseoso. Los recipientes se
mantuvieron en un Biotron para mantener las mismas condiciones (temperatura 20 + 2,
humedad relativa 80%, fotoperiodo luz-oscuridad 12/12 horas).

Se construyo un disefio completamente al azar para el plaguicida con el ingrediente activo
Procloraz, con cinco tratamientos y cuatro repeticiones para cada uno de los tratamientos
(cada tratamiento correspondié a un valor de concentracion del agrogquimico) y su
respectivo control. Una vez se tuvieron los recipientes con el suelo y la materia organica,
se dispusieron de diez lombrices limpias, secas y pesadas en estado adulto por cada
repeticion, dejandolas durante un mes en condiciones controladas al interior de la cabina
de ensayos. Cada lombriz con un peso promedio entre 0.3 y 0.6 g; la toma de datos o
revisiones se realizo el primer dia registrando el peso de las lombrices, la segunda
correspondiente al dia siete, en que se revisaron las unidades experimentales, registrando
la mortalidad, el nimero de ootecas encontrados y se removieron los individuos muertos.
En la tercera correspondiente al dia catorce se medieron los mismos items del dia siete.
En el Gltimo dia de revision (Dia 30), se reviso y registrard ademas de la mortalidad y
namero de ootecas, el peso final de la biomasa y las caracteristicas morfolGgicas externas

de los individuos sobrevivientes (OCDE, 2014) (ver anexo N°7).

3.2.12 Condiciones del testigo

Para la prueba de ecotoxicidad se llevé un testigo por quintuplicado a las mismas
condiciones ambientales y experimentales. Diez lombrices en cada vial, con una humedad
del sustrato al 75%, temperatura 20 + 2, humedad relativa 80%, fotoperiodo luz-oscuridad
12/12 horas, utilizando las mismas proporciones de sustrato y alimento, con la diferencia

que no se le aplico plaguicida (OCDE, 2014).

3.2.13 Tasa de transformacion de materia organica a lombricompost
Al final del estudio se tomd el porcentaje de cenizas de cada unidad experimental. Para
determinar el mismo, los sustratos se sometieron al horno para asi obtener el porcentaje

de materia seca y conocer la conversion a lombricompos en base seca (Rodriguez, 1996).



3.2.14 Caracteristicas fisico-quimicas del lombricompost
Al final del trabajo se remitio al laboratorio de suelos del C-Bios para su respectivo

analisis fisico-quimico, en bolsas pléasticas rotuladas.

3.2.15 Evaluacion de la viabilidad de E. foetida expuesta a procloraz

Después de las cuatro semanas de toxicidad cronica con el fungicida, los individuos
sobrevivientes de cada uno de los tratamientos, al igual que los del testigo, se llevaron a
nuevas unidades experimentales sin Procloraz (dos unidades por tratamiento), donde se
dispusieron de 120 g de sustrato con pH entre 6.8 y 7, humedad al 75% y 60 g de lechuga
precompostada. Se registro al final de las cuatro semanas el nimero de juveniles y el

namero de ootecas (ver anexo n°g).

3.2.16 Modificacion del protocolo para la practica “Bioindicadores en suelos
contaminados. (E. foetida superviviencia y reproduccion)” de la clase Toxicologia
Ambiental de la UJTL

De acuerdo a la validacién del protocolo del bioensayo realizado y de los resultados de
este, se modifico el protocolo de la guia para la practica “Bioindicadores en suelos

contaminados. (E. foetida superviviencia y reproduccion)” (ver anexo N°9).



4. RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1. Resultados de procloraz sobre E. foetida para mortalidad, reproduccion y tasa
de cambio en biomasa.
Concentraciéon Mortalidad # Ootecas  Tasa de

cc/L (%) cambio
en
Biomasa
(%)
Testigo 0 0,00 22 16,24
Procloraz 0.4 0.00 9 8,26
0.8 0.00 7 7,79
1.2 1.87 4 - 13,02
1.6 3.75 2 -30.06
2.0 5.00 2 -39,26

Procloraz es un fungicida de accién preventivo y curativo, el cual actia de forma
translaminar (Adama, 2019). Para este estudio se utilizaron dosis alrededor de recomenda
por el fabricante para cultivos de clavel y rosa (0,8 cc/L).

En la tabla 1, se observa como la poblacion va presentando efectos ecotoxicolégicos a
medida que se va aumentando la concentracion de Procloraz, lo cual se refuerza por los
estudios de Calow, 1991 y Gibbs et al., 1996, donde se dedujo que el estrés causado por
la presencia de un contaminante puede desviar la energia para el crecimiento y/o la
reproduccion, y asi asegurar la supervivencia del organismo, por lo tanto, el crecimiento
como la reproduccién pueden ser afectados por la exposicion a un contaminante, antes de
que ocurra la mortalidad en una poblacion. Estos dos parametros pueden ser los mas
representativos de los efectos en las poblaciones (Brown, 1983; Dickson, 1995; Kokta,
1992) vy, por lo tanto, de mayor importancia ecologica en el monitoreo de los efectos de
los pesticidas sobre oligoquetos (Edwards, 1992; Gibbs et al., 1996; Kokta, 1992).
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Figura 1. Produccion de ootecas con respecto al pH.

Todos los individuos presentaron clitelos bien desarrollados al final del estudio, lo cual
indica que son aptos para la reproduccion, pero como se observa en la figura 1, a medida
que se va aumentado la concentracion del plaguicida, el pH disminuye causando asi la
poca produccion de ootecas, debido que para el género E. foetida el rango ideal para su

reproduccion es de sustratos con pH 6.8 a 7.8 (Reinés et al., 1998).
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Figura 2. Cambios en la biomasa de E. foetida bajo el efecto de procloraz.

En la figura 2 se muestra los cambios en la biomasa de E.foetida bajo el efecto del
fungicida, donde se observa una disminucién gradual en su biomasa desde el segundo
tratamiento (0.4 cc/L), esto se debe a que los oligogquetos son capaces de sobrevivir la

exposicion crénica a un plaguicida reduciendo la energia necesaria para otros procesos



vitales como la alimentacion (Stromborg, 1986, citado en Espinoza-Navarro & Bustos-
Obregon, 2004), provocando disminucién en la biomasa (Bauer & Rombke, 1997;
Muthukaruppan et al., 2005; Avila et al., 2007; Yasmin & D'Souza, 2007).

Para estas variables evaluadas a E. foetida bajo el efecto del fungicida, se encontré una
relacion estadisticamente significativa entre las diferentes concentracién de procloraz
(P=0,0342) respecto al porcentaje de la tasa de cambio en biomasa. En cuanto a su
relacion con la produccidn de ootecas no es significativa (P=0,6651). En cuanto a la CLso
y CLogo, de acuerdo a los resultados obtenidos mediante el programa IRMA-Qcal es de
20,99 y 30,17 cc/L respectivamente.
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La figura 3 ilustra que para todas las concentraciones del estudio la humedad disminuyo
entre 1 y 4% (ver anexo N° 10) de su valor inicial (75%), no sobrepasando el limite de
pérdida de humedad (10%), debido a que el sistema de prueba permitié el intercambio
gaseoso que se produce al descomponerse la materia organica, dando lugar a que el agua
se evapore de manera natural, dando una pérdida de humedad muy baja.
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La figura 4 muestra un pH inicial del sustrato de 5.4. Para el testigo, T1 y T2, se presento
un aumento del pH 6.3, 6.3 y 6.6 respectivamente, siendo esto el resultado de la
produccion de lombricompost y lixiviado (Bates et al.,1983) elaborado por las lombrices
que sobrevivieron el periodo de cuatro semanas, los cuales permitieron modificar el pH

a uno mas basico.

Respecto a las concentraciones de T3, T4 y T5, se observo una diminucion del pH
posiblemente influenciado por la descomposicion de las lombrices muertas, las cuales
estas pudieron entrar al sistema y asi influenciar el decrecimiento del pH. Estos

tratamientos presentaron una mortalidad entre el 2 y 5% (ver anexo N°10).
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Figura 5. Tasa de transformacion de Materia Organica.



En cuanto a la tasa de transformacion de la Materia Organica (fig. 5), el testigo, T1y T2
presentaron una tasa de 57, 51 y 46% respectivamente, debido a que en ellos no se produjo
el 100% de mortalidad en lombrices durante las cuatro semanas de la prueba (ver anexo
N° 10). Este incremento se debe a la actividad biolégica que realizan lombrices al
alimentarse (Bates et al.,1983). Para T3, T4 y T5 lareduccion de la tasa de transformacion
de Materia Organica se debio probablemente a que los oligoquetos cuando estan en
contacto con algun plaguicida reducen la energia necesaria para otros procesos Vitales
como la alimentacion (Stromborg, 1986, citado en Espinoza-Navarro & Bustos-Obregon,
2004), ademés que la descomposicion de las lombrices muertas se incorpora a la cantidad

de materia organica presente en el sistema (Tineo, 1994).
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Figura 6. Porcentaje de nutrientes en la Materia Organica inicial y final.

Los nutrientes contenidos en el sustrato se hallan en forma organica por lo que no son
directamente asimilables para las plantas. La mineralizacion de nutrientes esta gobernada
directamente por las actividades de las bacterias y de los hongos. Pero estas actividades
estan muy influenciadas por la fauna del suelo que vive junto a los microorganismos, y
también por distintas interacciones de la red tréfica que determinan la transferencia de
nutrientes a través del sistema (Brown & Doube 2004; Aira et al. 2006; Aira &
Dominguez 2009).

En la figura 6, se observa un aumento significativo de nutrientes en el testigo con respecto

al sustrato inicial. Esto se soporta por estudios como el de Ferrera y Alarcén (2001) en



donde mencionan que el lombricompost se considera enriquecido tanto quimica como
biolégicamente por la actividad de las lombrices y su dindmica microbiana. En este
sentido, las deyecciones de las lombrices de tierra juegan un papel muy importante sobre
la actividad microbiana y la mineralizacion de nutrientes, puesto que las formas organicas
de los nutrientes pasan a formar minerales que son los utilizados en la biomasa de la
planta (Porta et al., 1999).

En los tratamientos con las diferentes concentraciones del fungicida, hay un incremento
en el porcentaje de nutrientes con respecto al sustrato inicial, pero no en la misma cantidad
que el testigo, debido a que este organismo al entrar en contacto con plaguicidas, reduce
la energia de procesos vitales como la alimentacion (Stromborg, 1986, citado en
Espinoza-Navarro & Bustos-Obregon, 2004), por lo tanto, hay una disminucion en el

enriguecimiento del sustrato por parte de las lombrices.
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Figura 7 . Viabilidad de E. foetida expuesta a procloraz

Luego de las cuatro semanas de la prueba de toxicidad, se sacaron las lombrices adultas
sobrevivientes de cada tratamiento y se dejaron por cuatro semanas mas en nuevos viales
de prueba con sustrato a pH ajustado entre 6.8-7.8, humedad al 75% vy sin el fungicida,
obteniendo un promedio de 24 lombrices jovenes y 15 ootecas para el testigo, lo cual se
corrobora con lo encontrado por Yasmin & D’Souza en el afio 2007, los cuales deducen
que la reproduccion de las lombrices es sensible a los plaguicidas, provocando esto a

largo plazo una declinacién en las poblaciones.



La gran mayoria de los autores coinciden en que las lombrices E. foetida, asi como otros
gusanos, hacen bien el papel de los biomarcadores sensibles y ofrecen numerosas
oportunidades para estudios de contaminacion del ambiente, tanto por los pesticidas y

otros contaminantes (Sisinno et al. 2005; Loureiro et al.2005).

5. CONCLUSIONES

e Losindividuos de E. foetida bajo el efecto del fungicida, son capaces de sobrevivir
a la exposicion cronica del fungicida posiblemente al reducir la energia necesaria
para otros procesos vitales como la alimentacion, provocando disminucion en la
biomasa y produccion de ootecas.

e La viabilidad de estos organismos después de las cuatro semanas de haber tenido
contacto con Procloraz, mostrd que este tiene una toxicidad directa sobre las
lombrices de tierra produciendo efectos latentes sobre su reproduccion.

e Laactividad de las lombrices acelera la descomposicion de los restos vegetales,
incrementando la tasa de transformacion de la materia organica.

e La lombricultura ofrece un mejor aprovechamiento de todos los residuos
organicos, la cual puede ser utilizada como alimentacion de las lombrices y
convertirla en humus sélido y liquido, los cuales pueden ser aprovechados como

abono organico en diferentes cultivos.

6. RECOMENDACIONES

e Durante larealizacion de todo el bioensayo es importante controlar los parametros
fisicoquimicos del sustrato, como (temperatura, humedad), ademas de suministrar
alimentacion cuando sea necesario, con el fin de cotejar que los efecto
ecotoxicoldgicos sobre E. foetida es producto del efecto de los fungicidas en
estudio y no un factor ajeno a los mismos.

e Realizar pruebas ecotoxicolégicas del fungicida en rangos alrededor de la CLso y

CLuoo reportada en este documento.



Para el mantenimiento del pie de cria de E. foetida,se recomienda que esta se
alimente cada 18 dias aproximadamente, asimismo controlar la humedad de la
cama cada 8-10 dias para asi evitar el descenso de la poblacion.

Adecuar una mejor zona dentro de C-Bios para el secado del humus sélido.
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ANEXOS

1. Adecuacion del area para el criadero de lombrices







4. Acondicionamiento del organismo de prueba
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5. Prueba de retencion de agua

Armar el equipo y
colocar el sustrato en
el tubo para la prueba

4.

=

20ml -> 100% Humedad
X  <-75% Humedad
X: 15ml

agua + plaguicida

Pesar 120 gde
sustrato artificlal seco

Agregar agua con una probeta
hasta que comlence el
primer goteo

Medir el volumen
gastado cuando el
sustrato forma la
primera gota de agua
excedente




6. Preparacion de E. foetida para la prueba de ecotoxicidad

7. Prueba de toxicidad




Tto | Biomasa | Biomasa| Ob1 Ob2 Ob3 Ob4 # Morfologia
[x pL] inicial final # # it # QOotecas
(gr) (gr) muertes | muertes | muertes | muertes

8. Evaluacidn de la viabilidad de E. foetida expuesta a procloraz

a) Derteminacion de pH en sustrato

Se pesaron 3g del sustrato en un beaker de 100ml donde se adicioné 50 ml de agua
destilada fria, se agitd ocasionalmente y de dejo reposar por 30 minutos. Previamente
se calibro el pH-metro utilizando en orden los buffers 4, 7 y 10. Se introdujo el
electrodo en la solucion de la muestra.

b) Ooctecas y juveniles




9. Modificacién del protocolo para la practica “Bioindicadores en suelos
contaminados. E. foetida (superviviencia y reproduccion)” de la clase

Toxicologia Ambiental de la UJTL

—

Toxicologia Ambiental

Ecotoxicidad en suelos contaminados. Lombrices (supervivencia y reproduccion)

Actualmente los agricultores utilizan una gran cantidad de plaguicidas sintéticos. Su uso
indiscriminado elimina agentes beneficiosos que se encuentran en el suelo. La lombriz de
tierra representa aproximadamente un 80% de la biomasa del suelo y entre sus funciones
se encuentra descomponer e incorporar materia organica, estabilizar el ciclo de nutrientes,
entre otras; debido a la importancia que éstos organismos tienen para estructura y
composicion del suelo es necesario evaluar el dafio que les provoca el uso de
agroquimicos.

Plaguicidas de estudio

Se utilizara un insecticida y un fungicida con compuestos activos Metomilo y Procloraz
respectivamente, los cuales son utilizados comunmente en cultivos de flores, papa entre
otros. Para los plaguicidas se tomaron las siguientes consideraciones para las
concentraciones a utilizar.

Consideracion Procloraz cc/L | Metomilo g/L
Dos concentraciones menores a la recomendada por el 0.4 0.3
fabricante. 0.8 0.6
Concentracion utilizada por los productores, se tomo la 1.2 0.9

concentracion recomendada por el fabricante siendo la
misma utilizada por el productor.

Dos concentraciones mayores de la dosis recomendada 1.6 1.1
por el fabricante. 2.0 14

Esto se consider6 de acuerdo a la cantidad rotulada de principio activo en la etiqueta del plaguicida.

Arranque de la prueba
1. Antes de iniciar la practica, lave sus manos y use guantes de nitrilo.
2. Tomar las cajas plasticas que contienen las lombrices (previamente tratadas) y

vacie parte del contenido sobre una bandeja.



3. Tome las lombrices con ayuda de sus dedos, procurando de no lastimarlas y
seleccione los individuos que tengan clitelo desarrolado y procurando que tengan
el mismo tamario y peso.

4. A medida que selecciona las lombrices, pongalas suavemente en una caja de petri

5. Enjuague las lombrices con agua esteril para remover el exceso de sustrato
adherido a la lombriz.

6. Tare una base de petri vacia y pese 5 lombrices limpias y secas. Registre la
biomasa de las lombrices.

7. Tare cada uno de los recipientes plasticos y pese el sustrato con el que se va a
realizar la prueba (120gr de suelo y 50 gr de lechuga en pequefios trozos y
estiércol vacuno).

8. Ponga las lombrices pesadas en cada recipiente con el sustrato y espere que se
introduzcan en el sustrato.

9. Podngase todos los implementos de seguridad (guantes, gafas, tapabocas industrial)
y ayuda de una pipeta, adicione cuidadosamente 15 ml del plaguicida de sintesis
quimica correspondiente a cada tratamiento dentro de la cabina de extraccion.

10. Tape los recipientes y pongalos en la cabina de pruebas.

Primera revision

1. Prepare los materiales necesarios para registrar las mediciones y observaciones
del caso (bandejas, tablas para datos).

2. Enuna superficie firme y plana, destape cuidadosamente el recipiente y vacie el
contenido en la bandeja (empiece por los tratamientos de menor concentracion)
0JO: lave y seque muy bien la bandeja al cambiar de plaguicida.

3. Ayudandose de unas pinzas o con los dedos, revise cuidadosamente y
minuciosamente el sustrato, cuente las lombrices vivas, pongalas con mucho
cuidado aparte y observe su comportamiento (lombrices que no responden al
estimulo del tacto se consideran muertas).

4. Registre el nimero de los individuos adultos, juveniles y ootecas .

5. Remueva el material de desecho si lo hay, como individuos muertos.

6. Tare el recipiente plastico vacio y devuelva su contenido (170gr sustrato)

ajustando el peso con materia organica (lechuga en pequefios trozos y estiércol



vacuno) y adicione las lombrices adultas sobreviviente correspondiente a cada
tratamiento.

7. Pongase todos los implementos de seguridad (guantes, gafas, tapabocas industrial)
y ayuda de una pipeta, adicione cuidadosamente dentro de la cabina de extraccion
el plaguicida de sintesis quimica correspondiente a cada tratamiento.

8. Tape los recipientes y pongalos nuevamente en la cabina de pruebas.

Segunda revision
1. Repita los pasos 1 al 5, adicionalmente:
2. Tare una base de petri vacia y ponga las lombrices vivas y registre su biomasa
final y si observa alguna anormalidad a nivel de su morfologia, reportelo.
3. Descarte el material descompuesto, los sustratos y los recipientes plasticos

gue estuvieron en contacto con los plaguicidas en bolsas rojas.

Tabla 1. Condiciones en la prueba

Parametro Und. Descripcion
Lombrices und 5/unidad experimental
Estamento de crecimiento Adultas (cliteladas)
Peso 5 lombrices gr 1-2
Tiempo de exposicion dias 30
Alimento Si
Tipo de alimento gr 20
Lechuga + estiércol vacuno
Frecuencia de alimentacion Dias 15
Temperatura °C 20 +/- 2
Humedad del sustrato % 75
Reaplicacion del plaguicida dias 15
Revision dias Cada 15
Observaciones Biomasa (inicial y final)
Mortalidad
Ootecas

Juveniles




Tabla 2. Formato para llenar durante la prueba.

Tx | Biomasa Revision 1 Revision 2 Biomasa
inicial | Adultos | Juveniles | Ootecas | Adultos | Juveniles | Ootecas | final
R1
R2
R3
R4
TO
10. Tabla de resultados
Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica del sustrato.
Parametro Unidades | Sustrato | Testigo T1 T2 T3 T4 T5
Humedad % 74,98 73,24 74,21 | 73,03 | 74,78 | 70,77 | 73,87
Materia % 22,78 57,41 51,51 | 45,63 | 35,54 | 34,76 | 31,83
organica
pH -logH+ 4,40 6,60 6,30 6,30 4,40 4,80 4,60
Nitrogeno total % 0,64 0,98 0,76 0,76 0,64 0,66 0,65
Fésforo % 0,22 0,54 0.47 0,33 0,24 0,23 0,22
Potasio % 0,10 0,45 0,26 0,28 0,09 0,16 0,14
Calcio % 0,20 0,64 0,46 0,39 0,20 0,21 0,21
Magnesio % 0,24 0,43 0,36 0,34 0,25 0,25 0,26
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10 Normal bberatory equpment s regured. specaScally e followmng
- drymg cabaet.

- SETROEETOMOPE.
«  pHioacter and photometer
- watble sccurate balances.
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adequate equipment for temperature confrol.

adequate equupment for umadity control (not eveential of exposare veweels have bds).
meubator or sanall room with awr-conditoner.

tweezers, hooks or loops.

water bath.

Prepmoation of the actificial soil

11. An artifical sot] 15 used w thes test (SX7) wath the followmng composution (based cn dry wegghts,
dried to 2 comstant weight at 105 C)

- 10 per cent sphagnum peat (as close to pH 5.5 to 6.0 as posssble. no visshie plant remams,
finely ground, dned to measured motsture content).
- 20 per cent kachn clay (kaolmate content preferably above 30 per cent).
« 0.3 to 1.0% calcrum carbonate (C2C0,, pulvenzed asalvas grade) 8o obtam an sutial pH of
60:05
- 70% mrdned quartz sand (depending on the amount of CaC0, aseded), predommnantly fine
sand with more than 50% of the particies between S0 and 200 sacrons.

Note 1. The amount of CaCO; required will depend on the components of the soul substrate mcluding
food. and should be determmed by measurements of soul sub-samples smmeduately before the test pH 15
measured m a muxed sample 1 a 1 M solution of potassium chlonde (KCT) or 2 001 M soluton of caloum
chionde (CaCly) (13).

Note 2 The organte carbon content of the artificial sotl may be reduced. for example by lowenng the
peat content to 4.5% and ncreasmg the sand content accordingly. By such 2 reduction m orgamac carbon
content. the possibahities of advorption of test chemucal to the soul (orpamc carbon) may be decreased and
the avaslabelaty of the test chenucal to the wormm may meresse [t has been demonstrated that £ oo fetids
can comply with the validity cntena on reproduction when tested m Seld sods with lower orgamc carbon
content (eg 2.7%) (14), and there 15 expenence that this can also be achseved m artificsal sodl with 5%
peat. Therefore. it 15 not pecessary before using such 2 soil m 2 defimtive test 1o demonstrate the sutabality
of the artificzal soul for allowing the test to comply with the valadity cntena wdess the peat content 1
lowered more than specified above

Note 3 When using natural sodl m additsonal (e g hagher Tier) testing the sustabality of the sod and
achseving the test vahudity entena should also be demonstrated

12 The dry constituents of the sou ape muxed thoroughly (¢ 2 m 2 larpe-scale Iaboratory nuxer) m 2
well ventilated area Before starting the test, the dry artificial soul 15 mowstened by adding enough de-
wmsed water to obtun approxamately half of the final water content, that bemg 40% to 60% of the
maxumum water boldng capacity (correspondmg to 50 £ 10% mosstwe &y mass) Thes will produce a
substrate that has no standing or free water when o 15 compressed m the hand The maamum water
boldmg capacity (WHC) of the artificial sonl 15 deternuned 1 accosdance with procedures descnbed m
Amnex 2 or ISO 11274 (15).

15 If the test substance 1s appled on the sod surface or muwed mfo sol without water, the final
amount of water can be ouxed mto the artificial soul dunng preparation of the sod. If the test substance 15
nuxed mio the soul together with some water, the additonal water can be added together with the teg
substance (see paragraph 19).
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14 Soil mossture content s deterumned at the begunnung and af the end of the test = sccordance with
ISO 11465 (16) and soxl pH m accordance wath Asnex 3 or ISO 10350 (13) These determumations should
be camed out m 2 sample of control sosl and a sampie of each test concentration soil  The soxl pH sbould
not be adpnted when acsdic or basie substances are fested The monture content should be monsored

throughout the test by weighmng the contamners penodically (vee paragraph 26 sad 30)

Selcction nnd prepacation of test aninmals

15 The speces used m the test 18 Enomm made or Livemu andeer (1X2) Adult worms between two
months and one year old and with a cheellum are reguured 10 stast the test The worms should be selectad
from a synchromssad culture with a relatrvely homogensous age structre (Annex 4)  Indoduals m » test
group should not dsffer in age by more than 4 weeks

16. The selected wonms should be acchmatised for at least cne day wath the type of artificsal soul
substrate 10 be used for the test Dunng thes period the worms should be fad on the same food 10 be used =
the test (see pamagraphs 31 to 33)

17 Groups of 10 worms should be weighed mdradually randomly ssugmmg the groups 10 the test
contamers at the start of the test. The worms are washed prior 10 wesghng (with desomnsed water) and the

excess water removed by placing the worms briefiy on filter paper  The wet mass of mdradual worms
should be between 250 and 600 mg

18. Two methods of applscation of the test substance can be used mmung the test substance mio the
woul (see paragraphs 19.21) or application to the sod surface (see paragraphn 22.24)  The selection of the
appropriate method depends on the purpose of the test. In proeral mwung of the test substance wio the
sorl 15 recomunended However applcation procedures that are comsstent with sormsal agnoulhueal
practice may be requered (e g spraving of haud formulation or use of specaal pesticade Sormmulations such
2 granudes or seed dresungs) Solvents used 1o md reatment of the soud with the tet substance should be
selected o the baws of thew low oty 1o earthworm and appropruate wohvst cootrol mant be mcluded m

the test desgn (see paragraph 27)
Mining the tent salntancs into (he vl
Tevt subntance soluble in water

19 A soluhion of the test substance 1 desomssed water 1 prepared mmmedustely before starting the
test m a quantity sufficient for all repheates of coe concentration A co-solvent may be reguared to facilitate
for the preparation of the tes! solution It 1s convement to prepare m amount of solution necessary o reach
the final motsture content (40 to 60% of maxumman water holding capacsty) The solution 1 muxed
thoroughly with the soul substrate before mtroducing it mio 3 test contaner.

Test subntance imoluble in water

20 The test substance 15 dissolved m a ssmall volume of 3 sustable orpasac solvent (eg acetone) and
then sprayed onto, or muxed mto, 3 wmall quantity of fine quanz sand  The solvent 1 then removed by
evaporation m 3 fiuune hood for at Jeast » few mumates. The treated sand o then muxed thoroughly with the

amificial sosl.  De-somsed water 15 then added (a0 amount requered) to aclueve 3 final
mossture content of 40 10 60 % of the mucnmmn water holdng capacsty 15 then added and muxed tn  The
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sotl 1 then ready for placing 1 test contamerns vewsels. Care should be taben St some solvents may be
foxac o earthworms.

Test sotmtance imaoduble (0 water and orgamc wliontn

21 A muxtare comprised of 10 g of finely ground mdustrial guarts sand with » guunty of the test
necewary 1o acheeve the teut concentration m e woul » porpared  The mmxture . then sxund
thoroughly with the pre-axontrned artifical wul  De-somsed water 1 hen added %0 20 smount requoed %o

|

mamediately mto wibstrate and comvequently Yy reostmmg on e wrface sfler |5 oumutes are
o damoged and munst be replaced  If worns are seplaced e pew coes and those substituted

should be wesghed so that total live wesght of the exposure group of werns and B total wenght of the
contasmer With worms af the start 1 known

3 The test substance is apploed It should not be added 10 the sodl withes half an hour of mtroducing
the wornn (or of wormn are present on the sl wrface) 0 3 10 svond sy deect exposare %0 the test

porvable uung 2 untable laboratory «cale device 1o smmmilate wprry appbcation m Se Seld  Before
the cover of the test contaner be semoved and seplaced by 3 hmer wiach protects the

sade walls of the contamer from spray  The kmer can be nuade from 2 Sest contmner with e bane removed

4 Test contaners should be left wncovered for 2 pensad of coe bowr 1o allow sny volatde wlvent
associated with the applscation of the test wubstance 1 evaporate Care whould be taken St no worm wall
escape from the test vessels withen this e

Lot gromps and contrsds

25 A loading of 10 exsthwonns us 500 - 600 g dry maw of amficaal sod (10 5080 g of soul per
worm) 1s recomunended  1f larger quantitses of woul are used, 25 cught be e casve f Sesting pesticades with
special modes of application sxch as seed desumgs, e loading of 5080 g of soul per worms should be
mauntaned by mcresung the oumber of wornn.  Ten worns are poepared for each control mnd treatinent
coutamer. The worms are winhed with water and wiped and then placed on shaorbent paper for a short
penod to allow excess water to dram

6 To avord syuenmtic errons m disinbuting the worms 1o the tesf contamnen the bomopenety of the

test population should be determuned by mdradaally weghng 20 worms wmpled randomly from the
population from which the tes! worms are to be taken  Having ensueed bomopenesty  batches of worms are
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5
5
t

and ssugned 1o fest contamers usmg 3 randommsation procedure Afler the
addition of the test wonms. the wesght of each tes? contamer should be mensired %0 envure that there 1 an
smutial weight that can be used a5 the bavs for momntonng wal montee contest theoughout the test a

30. The test contazners soe then covered as desenbed @ peragragh 9 and placed =

b2 Appropriate controls are prepased for each of the methods of 1ot substance spplication dewcnbed
m paragraphs 18 10 24 The relevant procedures described are followed for prepanng e controls except
that the test substance s not added  Thun, where sppropnate. orpmac solvents, quarts sand or other
velucles are applied 1o the controls 1 concentrations/ smmounts conustent with Hhoue used m the reatments.
Where a solvent or other vehucle 1 used 1o add the test substance an addnonal control without She velucke
of test substance should alvo be prepared and tested 1o rusare that the velacle has 50 beanng oo the result

Tt comdition

3 The test temperatize 5 2022 “C. The fest n cammed o under comtrolled bt dak cycies
(preferably 16 hours hght and § hours dwk) with ilhmssation of 400 o 500 hex m B aren of the teut
contapers.

¥ The test contammers are not aerated durmg the test but the deugn of the et vesel covens dhould
provide opporhamuty for gaseous exchange whalst hnutng evaporation of montwee (see paragraph 9)

30 The water contenit of the sotl substrate s (he Sesd coptmen i ssnntasned throughout the test by
re-weighung (he fest contmmers (munus thesr covers) persadically  Losses ave replemnihed 24 pecessary wath
de-wonssed water.  The water content should not vary by more than 10 % from Shat ot the stast of the test

Leading

i Any food of & quality shown to be sutable for ot least nuntassng woem weyght dursng the test 1
constdered acceptable Expenvence has sbown that catmeal, cow or borve mamme 1 2 vmtable food
Checks should be made 10 ensure that cows or horses from which msmse 1 obtamned are oot wilyect 10
medication or treatiment with substances, such as growth promoters, nematicsdes or wsmlar Vetenmary
products that could adversely affect the womu duning the test. Self-collected cow mamure 1 recommended.
unce expenence has shown that commercially avatlable cow manure used o garden fernbver sy have
adverse effects on the worms The mancre should be air-dned, finely ground and pasteunsed before use

n Each fresh batch of food should be fed to a non-test wornm culture before tse m 2 test 10 muee
that it 15 of sutable quality Growth and cocoon production should ot be redaced compared 1o wornn
Kept m a substrate that does not contin the new bateh of food (condiions 24 desenbed m OECD 207%(4))

33 Food s first provsded one day after adding the worms and applymng the test substance 10 the sodl
Approxumately S ¢ of food s spread on the soul surface of each contamer and mosstensd with desonned
water (about 5 ml to 6 ml per contamner). Thereafter food 15 provided once 2 week dunng the 4-week test
penod. 1f food remamns uneaten the ration should be reduced 5o as 10 avosd fimpal growth or mouldmg
The adults are removed from the soil on day 28 of the test. A firther 5 2 of food 1 then adummrstered 10
each test contamer  No firther feeding takes place dunng the remsamns 4 weeks of the teat

Selection of test concentcations

) Prnor knowledge of the toxaaty of the fest substance should belp m selectmg sppropmate fest
concentrations, for example from an acute test (4) and'or from range-findng studes. When necessary. 2
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range-fanding test 15 conducted with, for example, five test concentrations of 0.1, 1.0, 10, 100, and 1000 mp'ke
(dry mass of soel)  One replicate for each treatment and cootrol s swuficsent  The dwration of the range-finding
test 15 two weeks and the mortality 15 assessad at the end of the test

Eapcrimental desizn

35, Smce a single sumemary statistic cannot be prescnbed for the test, thes Guadelne makes provision
for the determunation of the NOEC and the EC, A NOEC 13 lzkely to be requared by regulatory suthonties
for the foreseeable future. More widespread use of the EC, resulnng from statssticsl and ecolopeal
consuderations, may be adopted mn the near funure Therefore, theee designs we proposed. based on
recommendations ansmng from a nug test of an enchytraend reproduction test method (17)

36 In setting the range of concentrations, the following should be borme m mund

- For deternunation of the NOEC, at least fivetwelve concentrations m 2 peonsanc senes should
be tested  Four rephicates for each test concentration plus exght controls e secommended. The
concentrations should be spaced by a factor not exceedmg 20

- For deternunation of the EC, (e.g ECs ECx). an adequate mumber of concentrations to cause af
least fouwr statstcally sgmficantly different mean responses at these comcentrations s
recommended. At Jeast two rephcates for each test concentration and x control rephcates are
recommended. The spacing factor may vary. 1e less than or aqual %0 1.8 m the expected effect
range and above 1.8 at the lugher and lower concentrations.

- A combmed approach allows for detemunation of both the NOEC md EC, Exglt treatment
concentrations 1n a geometnc senes should be used  Four rephcates for each treatment plus eaght
controls are recommendad.  The concentrations should be spaced by a factor not exceading 1.8

Lt ducatien and measproments

» On Day 28 the hving adult worms are observed and counted Asy usuwal bebavowr (e g
mabilaty to dig wto the soul. lying motionless) and m morphology (e g open wounds) are alvo recorded
All adult worms are then removed from the test vessels and counted and wesghed Trasafer of the sl
Mhmbaehm?bhmmm-mhh“ The
worms extracted from the soul should be wmbed prioe 1o weighing (with desomsed water) and the excen
water removed by placmg the worms bnefly on filter paper. Any wonms not found ot thes tune are to be
recorded as dead smce it 15 10 be assumed that such worns have died and decomposed pnor to the
Avsesunent

38 If the sod has been removed from the contamers it 13 then returned (sunus the adult wonns but
contasmung any cocoons that have been produced) The so 1 then moubated for four addtonal weeks under
the same test conditions except that feeding only takes place once at the start of fhus phase of the test (see
paragraph 13)

39 At the end of the second 4-week penod, the number of juvenzles hatched from the cocoons m the
test sonl and cocoon munbers are deternuned using procedures descnbed m Annex 5 All sagns of harm or
mnummuummumm
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40 If no effects e observed at the laghest concentration u the mmpe-Sadng ot (1o 1000 mpky)
reproduction test would be performed as 2 hout fesl. uung 3 test concentration of 1000 mpky A huut test wil
provide the opportusty to demonstrate that the NOEC for reprodiction s greater than the hoat concentratios
whalt nusunwung the number of wormn used m the test  Eight replicstes should be weed for both the treate
soul and the control

Lecatoment of covlts

41 Although an overview s gaven m Amnex 6 no defiative statntacal gpundance for amalyvung test result
1 pven s thas pradelme

a“ One endpout v moctality Changes = behaviour (e g mabdity to dig mio the sod. Iymy
motionless agasnt the plass wall of the test vevsel) and morphology (e g open wounds) of the adult worm
should however also be recorded along with the presence of any juvensies. Probet amalvus (15) or logsty
regression should nommlly be apphed to deternune the LC,, However. m canes where s method o
analysss 16 umsstable (e g of loss then theee concentrations with partial kalls sve svadlable) altermativ
methods can be wsed. These methods could melude moving averages (19) the trmmmned Spesrman. Karbe
method (20) or sumple mterpolation (¢ 2 . prometrical mean of LC; snd LC o0 s computied by the squan
root of LCy multsplied by LCo0)

" The other endpomt s fecundity (e g munber of juventles prodaced) However 31 m the range
findang test. all other harmful ugns should be recorded 1 the final seport The wtatitical amalyws requare
the anthnetic mean N 1nd the wandard devianon per Testment and per control for reprodaction to b
calculated

kR If an ssalyses of vanamce has been performed the standend devastion, & and the degees of
freedom (1) may be replaced by the pooled vanance estimate obtasned from the ANOVA and by i
degrees of freadom. respectively - provided vanance does not depend oo e concentration In thay case,
wwe the ungle vanances of control and estaents.  Those values ase sally caloulated by comsnercial
stattical softuare oung the per-vevsel resulth o repbcates. If pooking data for the argative md solvens
controls appean reasonable rather than testng agmast one of those they dhould be tested 20 see Tt they
are pot ugnaficantly duffesent (for the approprate tes. consader paragragh 47 od Asnex 6)

45 Further statsical testing and inference depends oo whether e replicate valoss we pomually
drstibuted and are homogeneous with regard o0 thew varunce

46 The apphcatson of powerful tests should be preferred One should wse miormation for example
from previous expenence with rmgdestms or other lnstone dats co whether dats ave approamately
acrmally dsinbuted Vamaace homogenswty (homoscedascaty) w6 more cratweal Expenence tells that the
wanance offen mcreases with moreasng mean. I these cases, 3 daty Tasformation could Jead to
homoscedascuty. However, such 2 transform should be based on expenence with hestone data rather than
on dats under mveshgabon With homogeneous data mmitple t8esy sach . Willames™ tet (a = 005,
ope-saded) (21M22) or certam cases Dummest’s test (25X(29) should be performed It should be noted that.
m the case of uneqgml rrpbcaton. the table t-saloes must be comected 25 sugpested by Dumpett and
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Willsams, Sometimes, because of large vanation. the responses do not marease decresse regularly In tas
case of strong devaation from monotonscdy the Dunnett s test 15 more spproprate If there e devaations
from homoscedascaty, it may be reasonable to mvestigate posuble effects oo vansnoes moee closely o
decude whether the 1. testy can be apphed wathout loowng much power (25) Alermatively. 3 mmlityple U
test, for example the Booferroms-Udest according to Holm (26) or when Sewe dta exiubet
beteroscedmtianty but are otherwise comsestent wth 2 mderivmg moootone doseresponse. m other noo-
parametnc test (e g Jonckheere. Terpatra (17X28) or Sherley (29) (30)) can be spphed snd would penerally
be preferved to mneqml-vanance t-tests. (see abo the scheme m Annex 6)

'l If 2 hamst tes2 has been perfonned and the prevequesites of parmmetne Ses2 procedires. (oormmabiey.
homogenesty) are fulfilled the paxr-wise Student t-test can be used or otberuise the Mann Wistney U -test

procedure (31)
EC Esimation

3 To compute any EC, value. the per-reatment mwans are usad for segressoon anslysss (lnear or
noo-bnear). afler an sppropriate dose-respomse fmction bas been obtamed For the gouth of woms s 3
coatmuous respoase. EC, -values can be eshzmated by usmg smtable regyesuon amalves (32) Among
smtable fimctions for quantal data (mortalsy sevival and sumber of offSpnag produced) e the normal
sagmond, Jogaetee or Wesbull fimetions, contamme Pwo 1o four parameters, some of winch can also moded
bormetic resposes. If 2 dose-response fimction was fited by bnewr regreswon mmalves 2 sgmiicant
(coethicyent of determunation) ad or dope hould be found with the reprsaca malvies before etumtmg
the EC, by msertng 3 value corresponding 10 x% of the coatrol mesn mto the aquanon found by regressson
amalyus. 95%-confidence hmuts are calcuisted sccondng to Frelier (cxted m Fmney (15)) or other modem

appropriate methods.

4“9 Alvernatively, the response s modelled a4 & percent or proportion of model parsmeter whach
mterpreted as the control mesn response I these cases. the sormal (Jognte. Wesbuldl) wugmond curve can
oftens be eauly fitted to the resulty uning the probet regrevion procedure (15) In theve canes the

function has 1o be adjusted for metnc responses s pven by Chrntensen (33) However, of hormesis has

been obverved. probet amalyws sbould be replaced by » four parameter logutic or Wesbull function, fitted
by 3 noo-luesr regrevsion procedure (34) 1 3 untable dose response function canot be S8ed 0 the data
one may v altemative methods to evtinate the EC, mnd ity confidence himut. wch . Moving Averages

-anm-p-(m-tuu—cmpmanm
ot cpen
S0 The tent report mant inchude the followmg nformstion
Test substance
- a definutive description of the test substance. batch, Jot and CAS eumnber. punty.

« properties of the test substance (e log K water solubdity vapour pressare. Henry's
comtant (H) and mfonmation on fate and behaviour)

Test orpaneums
- test asmmals weed species, sowentific name. sowrce of organss mnd breeding conditons.

- age. size (mas) range of tes organsuns.
Test condithonn
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+ prepanation detuls for the test sod.

- the nxotmsim water holdng capacity of the sonl.

- adescnption of the techaaque used 1o apply the test substance 15 the sodl.

- detazh of awnlary subutances used for adnunrtenng the tes! wwbstance

calibration detals for \praymg equpment if spproprate

deswcnption of the expenmental degm and procedure

uze of test contuners and volume of test voul.

test conditions: light wtensity. dunatyon of light-dark cycles. temaperatupe:

2 descnption of the feeding regume. Bie type and amount of food wsed m the test feedmg
dates

«  pH and water content of the soul at the start and end of the test

Test results

«  adult mortabity (%) m each fes! contumer af the end of the Srut 4 weeks of the teut

- the total muass of adults at the begmnmmg of the fest m each fest contmner

- changes m body weight of hive adults (% of mstual weaght) m each test contumer after the first
four weeks of the test.

the sumber of juventles produced m esch test contunes at the ead of the test.

2 descnption of obviows or pathologscal symptoms or desanct changes m bebavsour

the results obtamed with the reference test substance

the LCy, the NOEC andior EC, (e g ECp. EC)y) for reproduction of some of them sre applcable
with confidence mervals, and 2 graph of the Gfted moded used for s callculation ol mformation
2nd obvervatsons helpéil for the mtevpretation of the resulty,

- 2 plot of the dose response-relatiombup.

- the results apphcable to each test contamer.

Deviaticns from procedures descnbed o thes gadebne and any ol coouences darmg the test

Devuations from procedures descnbed i thes gusdeline and any umminl cccumences durmg the test

(1)) Jaenscke, J. (1982). *Ervenia foetiche” 15 two baclogical species. Megadnlogica 4. 6.8

(¥4} Own, N and J Stenerson (1984) Esterases of earthworm - Il Electropboresss reveals tha
Eiemn foetida (Savagny) 15 two species. Comp. Brochem. Physaol 78¢ (2). 277 - 282

3) Kula, C (1996) Development of 3 test method co sublethal effects of pesticades on the
earthworm species Livenia fessdo/Enenta amdeei = companson of two nngtests. In: Reepert, F_
Kula C (1996) Development of laboratory methods for testmg effects of chemucals and
pestacades on collembols and earthworms. Mt Biol Bundesarmst { Land. Forstwwtsch Berhn.
Dahlem. 320, p 50-82.

%) OECD Gudehne for testmg chemecals 207, Earthwonn acute toxocsty fest Adopted 4 Apnl
1984

(5 ISO (Intermational Orgamzation for Standardization ) (1996) Scd Quality — Effects of pollutasts
on easthwommss (Eisenis ferida). Part 2° Determunation of effects on reproduction. No 11268-2
ISO, Geneve
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wubstrate No 11268.1 SO, Geneve

SETAC (1998) Advances m Esdworm Ecomcology Shipperd SC. Bamindpe JD .
Holontrup M and L Posthusm (edh) SETAC Press, 456 pp

EPA (1996) Ecolopcal effects test gundelines. Exthwonn Sebclyomse Tomory Test (350 62 00)
Umsted States Emvwoumertal Protection Agescy Office of Prevestion. Pestiodes md Tomae
Substapces. EPAT12-C-96-167 Agni 1996

Bouché. M B (1972) Lombnciems de France, Ecolope of sindematigee Pubicaton de [inans
Natonal de la Recherche Agronomagoe

Edwmds, CA (1985) Development of » stsndeedioed bborstory mwthod for awevimg e
tosucaty of chenocal substasces 1o erhworms.  Report EUR 5714 EN. Commuwacs of Eopesn
Comummtie

Greng-South. PW_H Becker, PJ Edwapds and F Heumbach (ods ) (1992) Eootomcology of
Eartiworns  Insercept.

Edwads CA mnd J P Boblen (1996) Beology and ecology of Exdwomns, 3™ Ednen
Chapuun and Hall Loadon

SO (lntemational Orgmzation for Sndardrancn) (1994) Sod Quabey - Determumanon of pH
No 10390 1SO, Geneve

HmdRaoke K Rombke J Rwpert F & Achan R (O0W0) Seatedmy &r
Lebemnumfimkniion veao Boden mat Helfe voo Reprawurmse b Toxdkniograche Bemtehma
von Boden Heden S_Erb R Domt W & Ersentracger A (ods ) Speiorum Verl Hedelberp
5931

ISO (Infermational Orpamszation for Stmdardration) (1992) Sod Qualty —Deternmusation of
water retention charactersstics ~Laborstory methods, No 11274 1SO. Geneve
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Hand somng of wonms from the sotl substrate &5 very tumecomsumung Two allesmative methods sre
therefore recommended

(a) The test contuners are placed mn 3 water bath matially at 3 temuperatize of $0°C but nung to 60°C
After 2 penod of about 20 nunutes the juvensle worms should appear af the sosl surface Som whach they
can be easily removed and counted.

®) The test soul may be washed izough & weve uang the method developed by van Gestel et al (1)
provading the peat and the mamure or cattneal added 10 the sonl were ground 10 2 fine powder Two 0.5 mun
mesh size steves (duameter 30 cm) are placed on top of each other. The contents of a test contuner are
washed through the sieves with a powerful stream of tap water, leaving the young worms and cocoons
mamly on the upper sieve It 1s smportant 1o note that the whole surface of the upper saeve should be kept

wet dunng this operation w0 that the juvende worms float on a film of water hereby preventing them from
creepang through the wseve pores Best results are obtuned when 3 dhowerhead » used

Once all the sosl substrate has been washed through the weve. juvemsles and cocoons can be noed from the
upper sieve mito a bowl The contents of the bowl are then left 1o stand allowmng empty cocoons 1o float on
the water surface and full cocoons and young worms 10 sk 10 the bottom The standung water can then be
powred off and the young worms and cocoons transferved 10 2 petn dish contmmmg » lattle water. The
worms can be removed for counting using a needle or 2 pasr of tweezen

Expenence has shown that method (a) 1s befter susted 10 extraction of yuvensle wonms that mught be washed
through even 3 0.5 nun weve

The efficyency of the method used to remove the worms (and cocoons if appropriate) from the sodl
substrate should always be deternuned If juvendes sre collected uung the hand sortmg techmque ot o
advisable to carry out the opershion twice oa all samples.

Referemes:

4 Van Gestel CAM WA van Dis. EM van Breemen P M. Sparesbarg (1585) Companson of
two methods deternummng the abthity of cocoons produced m exrthworm Soncty experuments.
Pedobsologa 32 367-371.
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ANNEX2

The following method for deternunng the maxunum water holding capacsty of the sodl has been found 1o
be appropniate, 1t 1s descnbed 1 Annex C of the ISO DIS 11268-2 (1)

Collect a defined quantity (e.g. 5 g) of the test soul substrate using » smtable samplng device (auger tube
etc.). Cover the bottom of the tube with a prece of filter paper fill with water and then place g on arack m a
water bath. The tube should be gradually submerged until the water level 1 above 1o the top of the sod It
should then be left i the water for about three hours. Since not all water absorbed by the sonl capillanes
can be retmned, the soil sample should be allowed 1o dran for a penod of two bours by placing the tube
onto a bed of very wet finely ground quartz sand contamned withan a covered vessel (1o prevent drying)
The sample should then be weighed, dned to constant mass at 105 “C . The water holdmg capacaty (WHC)
can then be calculated as follows

=100

m«-sdq—o-f%—'—q

Where

$ = water-saturated substrate + mass of tube + mass of filler paper
T = tare (mass of tube + mass of filter paper)

D = dry mass of substrate

(1)) 1SO (Intemational Ovgamzation for Standardisation ) (1996) Sosl Qualsty ~ Effects of
on earthworms (Liverio fetide) Part 2 Determunation of effects on reprodaction. No 11268-2
IS0, Geneve
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The following defimations are apphicable to thes Gusdelne

EC; (Effect concentration for x% effect) = the concemtration that causes 2n x% of 2 effect on test orgamins
within a gven expoure penod when compared with a control For example. an ECy, = 2 concentration
estinated to cause an effect on a test end powt 1 S0% of an exposed population over a defined exposure
penod. In thus test the effect concentrations are expressed as a mass of test substance per dry maass of the test
sotl or as a paass of the test substance per urat aves of the sodl.

LCy (No Jethal concentration) 15 the concentration of 3 test substance St does not kall any of exposed test
organssirs within a given tune penod. In thas test the LC; 15 expressed as 2 mass of test substance per dry mass
of the test sosl

LCy (Medsan lethal concentration) 15 the concentration of a test substance that kalls 50% of exposed test
organtsms within a given tune pervod. In thas test the LC; 15 expressed as 2 mass of test substance per dry mass
of the test soul or a5 2 mass of test substance per umut area of sorl.

ts the concentraton of a test substance kils 100% of exposed fest
orgamsms withan a given tune peniod In thes test the LCo 1s expressed as 3 mass of test substance per dry
mass of the test sodl

LOEC (Lowest Observed Effect Copcentration) 1 the lowest test substince concentration that has 2
statistwcally sigmficant effect (p < 0.05) In thas test the LOEC 15 expressad as 2 mass of test substance per dry
mass of the test soil or as a mass of test substance per unut area of sodl. Alll test concentrations above the LOEC
should normally show an effect that 1 statstically dafferent from the control Azy devaations Som the sbove
mnast be justifiad mn the test report.

NOEC (No Observed Effect Concentration) s the haghest test substince concentraton ssmmediately below the
LOEC at whach no effect 15 observed In thus test the concentrathon comespondag to e NOEC, has no
statsncally ugmficant effect (p < 0.05) withmn 2 given expouze penod when compared with the control

Reproduction mte. Mean number of juvensle worms produced per 3 mumber of adults over the test penod
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