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ABREVIATURAS

%H: porcentaje de Humedad

%MO: porcentaje de Materia Orgénica

°C: grados Celsius

CL50: Concentracion Letal 50

EC: Concentrado Emulsificable

FAOQO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
g: gramo

kg: Kilogramo

L: Litro

m: metro

mg: miligramos

mcg: microgramos

MIP: Manejo Integrado de Plagas

mL: mililitro

mm: milimetro

OECD: Organizacion para la Cooperacién y Desarrollo Econémico
OMS: Organizacién Mundial para la Salud

ppm: mcg/mL 6 mg/L



Resumen

El presente trabajo tuvo como finalidad determinar la Concentracion Letal 50
(CL50) utilizando Eisenia foetida S. (lombriz de tierra roja californiana) para la
evaluacion de dos plaguicidas quimicos sintéticos utilizados para el cultivo de
Cucumis sativus L. (pepino) en el Distrito de Riego del Valle de Zapotitan, La
Libertad.por medio una encuesta, obteniendo Endosulfan (Thiodan EC 35) y
Thiacloprid + Beta-cyflutrina (Monarca EC 11.25) como los plaguicidas mas
utilizados, evaluandolos a cuatro diferentes concentraciones: una menor
concentracion que la recomendada por el fabricante, la recomendada por el
fabricante, doble y triple, llevando un control por quintuplicado. Tanto las
concentraciones como el blanco se evaluaron en un sustrato artificial
compuesto por arena caolin y tierra (libre de plaguicidas), como lo establece la
prueba de toxicidad en suelos, especificada por la Organizacién para la
Cooperacion y Desarrollo Econémico (OCDE) aplicAndola a las condiciones
ambientales y experimentales del pais; se realizaron durante las cuatro
semanas de prueba las determinaciones fisicoquimicas de Humedad, pH y
Materia Organica. La humedad se mantuvo dentro de los valores permitidos por
que no excedid el 10% de pérdida de agua verificada semanalmente por
diferencia de peso. El pH aument6 de 6.2 hasta 6.9 como valor promedio del
estudio debido a la actividad biolégica de la lombriz al descomponer el estiércol
con que se les alimento. El valor promedio de Materia Organica para el control

aumentd 0.64% con respecto a los que se encontraban en presencia del



plaguicida, mateniendo la temperatura de 23 + 2 °C, demostrando que la
presencia de estos productos disminuye la actividad biolégica de Eisenia
foetida S. (lombriz de tierra roja californiana); observando que la concentracién
recomendada por el fabricante y superiores producen el 100% de mortalidad.
Segun los resultados del estudio realizado bajo las condiciones descritas, se
determind por el programa estadistico para bioensayos (Probit) que para los
plaguicida sintético Endosulfan (Thiodan EC 35), la Concentracion Letal 50
(CL50) es de 92.18 ppm y para hiacloprid + Beta-cyflutrina (Monarca EC 11.25
EC), la Concentracién Letal 50 (CL50) es de 36.25 ppm en un volumen de 622
cm® de sustrato artificial para ambos plaguicidas, por lo que se recomienda
realizar la prueba de toxicidad de la OECD evaluando diferentes tipos de
contaminantes del suelo, como metales pesados y sustancias de origen quimico

potencialmente peligrosos para el medio ambiente.
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1.0 INTRODUCCION

En El Salvador durante los ultimos afios Eisenia foetida S. (lombriz de tierra
roja californiana) ha tomado un papel importante debido al rol que desempefia
en la recuperacion de suelos en zonas rurales. Representando
aproximadamente un 80% de la biomasa del suelo 3, sus habitos alimenticios y
excavaciones contribuyen a la aireacion de suelo, dando una mayor filtracion
del agua y estructuracion, favoreciendo la generacion de una importante capa
de humus en la superficie del suelo, siendo la lombriz de tierra roja californiana
un bioindicador de la fertilidad de éstess. Son organismos de prueba debido a
su continuo contacto con el suelo, la ingestion de las particulas del suelo, y la
facilidad de adaptacion al laboratorios,.

Actualmente en el pais se utiliza una gran cantidad de plaguicidas sintéticos
para controlar y prevenir plagas que disminuyen la productividad de los cultivos
as), €l uso indiscriminado elimina agentes beneficiosos que se encuentran en su
habitat natural como Eisenia foetida S. (lombriz de tierra roja californiana);
debido a la importancia que éstos organismos tienen para la vida y salud del
suelo es necesario evaluar el dafio que les provoca el uso de agroquimicos. Se
ha comprobado que la lombriz de tierra roja californiana es un excelente
bioindicador de problemas de contaminacién del suelo por lo que en otros
paises esta siendo utilizada para determinar la Concentracion Letal 50 (CL50)

en plaguicidas quimicos sintético.

Debido que el pais no cuenta con una metodologia que permita determinar la
Concentracion Letal 50 (CL50) de plaguicidas, se busca mediante la Prueba de
Toxicidad en suelos especificada por la Organizacién para la Cooperacion y
Desarrollo Economico (OCDE) aplicada bajo condiciones experimentales y
ambientales de El Salvador, para poder determinar la Concentracion Letal 50 de
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plaguicidas, que causan una disminucion en la biomasa y fertilidad de los
suelos.

Por lo que en el presente trabajo se realizé una encuesta para determinar los
dos plaguicidas de mayor uso en los cultivos de Cucumis sativus L. (pepino)
en el Distrito de Riego del Valle de Zapotitéan, La Libertad, los cuales fueron
Endosulfan (Thiodan EC 35) y hiacloprid + Beta-cyflutrina (Monarca EC 11.25)
los que se evaluaron a cuatro diferentes concentraciones, en un sustrato
artificial compuesto por caolin (20%), arena (70%) y tierra (10%), con un 60%
de humedad. Posteriormente se realizO la prueba de supervivencia para
determinar si las lombrices en estudio se adaptan al alimento a utilizar durante
la prueba. Se colocaron las lombrices en recipientes plasticos transparentes,
donde permanecieron por un periodo de cuatro semanas protegidas de la luz,
registrando Materia Orgénica (MO), pH, Humedad y Temperatura, durante el
tiempo de prueba se hizo un conteo de las lombrices adultas vivas, al final de
las cuatro semanas se registraron los huevos y lombrices jévenes. Para ambas
concentraciones se llevd por quintuplicado el control para los dos plaguicidas,
los datos obtenidos se analizaron mediante un programa estadistico para
bioensayos (Probit), obteniendo como resultado para Endosulfan (Thiodan EC
35) que la Concentracion Letal 50 (CL50) es de 92.18 ppm y para hiacloprid +
Beta-cyflutrina (Monarca EC 11.25), la Concentracién Letal 50 (CL50) es de
36.25 ppm en 622 cm® de sustrato artificial para ambos plaguicidas; esta
investigacion se desarrolld6 en los meses de Marzo a Octubre de 2012, en la
Facultad de Ciencias Agronémicas y la Facultad de Quimica y Farmacia de la

Universidad de El Salvador.
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2.00bjetivos

2.1 Objetivo general:
Determinar la Concentracion Letal 50 (CL50) de dos plaguicidas sintéticos
Utilizando Eisenia foetida S. (lombriz de tierra roja californiana) en el
cultivo de Cucumis sativus L. (pepino) en el Distrito de Riego del Valle de

Zapotitan, La Libertad.

2.2 Objetivos especificos:

2.2.1. ldentificar los dos plaguicidas quimicos sintético més utilizados por
Los productores de Cucumis sativus L. (pepino) en el Valle de

Zapotitan mediante una encuesta.

2.2.2. Aplicar la Prueba de toxicidad en suelos, utilizando Eisenia foetida
S., propuesto por OECD bajo condiciones experimentales y

ambientales de El Salvador.

2.2.3. Conocer la Concentracién Letal 50 (CL50) para Eisenia foetida S. de
los dos plaguicidas mas usados por los productores de Cucumis

sativus L. (pepino) del Valle de Zapotitan.

2.2.4. Comparar la CL50 de los dos plaguicidas con las Concentraciones

ensayadas.
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3.0MARCO TEORICO

3.1 PRUEBA DE TOXICIDAD

La llegada de la «Revolucién Verde» produjo un incremento mundial en el uso
de plaguicidas para sostener cultivos intensivos. La actividad agricola continua
tiende a desmejorar la calidad del suelo y la aplicacion repetida de plaguicidas

puede traer efectos de deterioro para el ecosistema y la salud humanag.

Las lombrices de tierra se hallan entre los invertebrados méas abundantes del
suelo, representando un 92% de la biomasa de los mismos, una de las especies
es la lombriz de tierra roja californiana que sirve como bioindicador de la
fertilidad del suelo, esto ha llevado a ser utilizada en diferentes ensayos que
permitan determinar el impacto del uso de los plaguicidas de manera

indiscriminada en diversos cultivoss.

En 1984, la Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econdmico (OCDE)
publicé un articulo (Directrices para Pruebas Quimicas en lombrices de tierra)
un método de ensayo denominado Prueba de Toxicidad utilizada para evaluar
los efectos de las sustancias quimicas en el suelo usando la lombriz de tierra

roja californiana, por contacto sobre papel de filtro ..

En el Manual de Invertebrados del Suelo publicado en 1998, se describe la
prueba de toxicidad utilizando Eisenia foetida S, haciendo referencia a la

metodologia recomendada por la OCDE.

En abril de 2004, la OCDE publicé nuevamente el método prueba de toxicidad
especificando las especies para determinacion entre las cuales se utiliza la
lombriz de tierra roja californiana en sustrato de suelo artificial (Directrices para
Pruebas Quimicas, Reproduccion en lombrices de Prueba: Eisenia
foetida/Eisenia Andrei)gs.
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Ribas, Bartolomé, en su publicacién denominada "Datos sobre la Evaluacion
para la salud, industria alimentaria e impacto ambiental”, hace referencia al
ensayo de toxicidad el cual se realiza sobre un indicador biolégico del medio
ambiente terrestre, Eisenia foetida S., determinando los efectos de toxicidad
aguda (mortalidad) originados por muestras contaminadas o productos
quimicos de diversa indole. Se evalla la toxicidad de los productos en el suelo

a través de dos tipos de ensayos: g

a) Ensayo de toxicidad por contacto sobre papel de filtro: (Método OCDE
1984. Prueba N° 207). La prueba consiste en exponer las lombrices de
tierra en un papel de filtro humedo a la disolucion de la muestra, a
diferentes concentraciones con el fin de determinar a las 48 horas la
CL50.

b) Ensayo de toxicidad en suelo artificial: el ensayo en suelo artificial
permite investigar a corto plazo los efectos causados por las muestras a
estudiar por absorcion oral o cutdnea de las mismas al exponer la
Eisenia foetida S., a un suelo de composicién definida, se evalla la
mortalidad al séptimo y catorceavo dia después de la aplicacion del

compuesto, sustancia o mezcla y se determina la CL50.

El suelo artificial descrito por OECD, esta compuesto por las siguientes
proporciones: Tierra (10%), Caolin (20%) y arena (70%). Un 50% de la arena
debe tener un diametro entre 0.05 mm a 0.002 MMz,

3.2 Principio de la Prueba de toxicidad @,

La lombriz de tierra roja californiana es expuesta a plaguicidas en diversas
concentraciones durante el ensayo, aplicados sobre el sustrato artificial. El
meétodo de aplicacion es especifico para el proposito de la prueba. En la prueba

se seleccionan concentraciones de plaguicidas que abarcan las probabilidades



28

de causar efectos tanto sub-letales y letales a través de un periodo de ocho
semanas. Efectos de mortalidad y el crecimiento de la lombriz de tierra roja
californiana en su etapa adulta se determinan después de cuatro semanas de
exposicion. Los adultos se retiran de la tierra y se evaltan los efectos sobre la
reproduccion después de cuatro semanas contando el numero de crias
presentes en el suelo. El rendimiento reproductivo de las lombrices expuestas a
la sustancia de ensayo se compara con la del control con el fin de determinar la
CL50 y se utiliza un modelo de regresion para estimar la Concentracion Letal
50.

3.3 Concentracion Letal 50 (CL50)

Definicion g

La Concentracién Letal 50, es la cantidad requerida de una sustancia para
causar la muerte de 50% de una poblacién expuesta durante un tiempo
determinado y observada por un periodo dado después de la exposicion, se
refiere a la concentracion por exposicion inhalatoria en el contexto de toxicos en
el aire (puede referirse también a la concentracion en agua).

En pocas palabras CL50 es la Concentracion Letal media, es decir que la
concentracion de la sustancia de ensayo que mata 50 por ciento de los

animales de ensayo dentro del periodo de prueba.

3.3.1 Ensayos de toxicidad @,

Hay dos fuentes primarias de informacion para conocer los efectos sobre la
salud de la exposicion a quimicos. La fuente mas utilizada consiste en los
estudios de toxicidad en animales de laboratorio. Se pueden desarrollar

diferentes tipos de estudios, por ejemplo, los ensayos de toxicidad aguda (a
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corto plazo) que aportan dos indices de toxicidad ampliamente utilizados: DL50
(Dosis Letal 50) y CL50 (Concentracion Letal 50).

La Dosis Letal 50 (DL50) se refiere a la cantidad de sustancia que mata al 50%
de los animales de laboratorio cuando se les administra una Unica dosis. La
DL50 se expresa como la masa de sustancia administrada por unidad de masa
del individuo, tales como gramos de sustancia por Kg de masa del cuerpo.

La CL50 como se definié anteriormente, es la cantidad requerida de un quimico
que mata al 50% de los animales de laboratorio en un tiempo determinado. En
general, cuanto menor sea el valor, mas téxico sera el quimico. Lo contrario
también es cierto, cuanto mayor sea el valor, menor serd la toxicidad. Es
también importante notar que el valor de la CL50 puede ser diferente para un
quimico determinado dependiendo de la ruta de exposicién (dérmica, oral, o

respiratoria).

Se obtienen datos de toxicidad que aportan una informacion muy general la cual
permiten comparar la toxicidad letal de diferentes quimicos, pero que no aporta
datos adecuados sobre carcinogenicidad, teratogenicidad o toxicidad para la

reproduccion.

En la actualidad, muchos organismos nacionales e internacionales estan
intentando modificar o reemplazar los ensayos DL50 y CL50 por métodos mas
simples, tales como procedimientos de dosis-fija, en los cuales menos animales
estarian implicados. Estos procedimientos requieren un numero menor de
animales, y los analistas pueden evaluar la toxicidad quimica sin que los
animales mueran como resultado del ensayo.

Las pruebas de toxicidad, utilizando la lombriz de tierra roja californiana Eisenia
foefida S, son una herramienta ampliamente Gtil para evaluar la toxicidad
cuando estos estan contaminados. Las lombrices de tierra roja californiana son

organismos ideales de prueba, debido a su continuo contacto con el suelo, la
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ingestion de las particulas del suelo, y la facilidad de adaptacién al laboratorio.
Las pruebas de toxicidad con las lombrices de tierra roja californiana son
relativamente simples y barata de realizar y los resultados de la prueba se
puede utilizar no sélo para determinar el suelo toxicidad, pero puede utilizarse
también para determinar la absorcion de los contaminantes del suelo por las
lombrices de tierra y la posibilidad de movimiento de los contaminantes en la

cadena alimentarias,.

3.4 Generalidades de Eisenia foefida S. (lombriz de tierra roja californiana)
La lombriz de tierra roja californiana es un organismo biol6gicamente simple, su
peso total lo constituye el agua en un 80 a 90%s), el resto esta formado por una
serie de fibras musculares y 6rganos. Segun Donahue, 1997 reporta, mas de

7,000 especies identificadass.

Generalidades sobre Eisenia foetida S. @
- Trabaja de 1 a 3 pies de profundidad de los suelos
- No emigra
- Existen en suelos con todo los grados de acidez (pH)
- Produce una capsula cada semana
- Casitodas las capsulas son fértiles
- De cada capsula nacen de 2 a 20 lombrices
- Deposita su estiércol de manera pareja, sobre y dentro del primer pie de

profundidad

3.4.1 Taxonomia de la lombriz
La principal caracteristica de estos invertebrados es la segmentacion del
cuerpo; los segmentos, que pueden ser muy numerosos, contienen organos

digestivos y reproductivos que pueden estar repetidos en cada anillo. Tienen el
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cuerpo alargado con los dos extremos bien diferenciados, presentando en el

anterior una cabeza bien definida, que tiene la bocags.

Tabla N° 1: Taxonomia de la lombriz de tierra
roja californiana .

Reino: Animal

Sub reino: Metazoos
Tipo: Anélida
Phylum: Protostomia
Clase: Anélida
Orden: Oligochaeta
Género: Eisenea
Especie: foetida

La vida media de las lombrices comunes es de aproximadamente cuatro afos,
durante los meses de frio sufre un aletargamiento y sélo inicia sus actividades
en los meses templados. La lombriz Eisenia foetida S. vive un promedio de 16
afos, se acopla cada siete dias, alcanza su madurez sexual a los 90 dias y su
talla adulta (ver figura N°2) al cabo de 9 meses es de 8 a 10 cm, tiene cinco
corazones, 6 rifilones y 182 elementos excretores. El clitelio juega un rol
importante durante la crianza de las lombrices de tierra y su funcion es de
producir el huevo (ver figuraN°l) y cuando cesa esa funcion el clitelio se
extingue. El color del clitelio es diferente al resto del cuerpo. El género Eisenia
foetida S. tiene un rango de adaptacion a sustratos con un pH de 6 a 8,

temperaturas de 20 a 28°C y una humedad de 40 a 80%-).



32

Figura N° 1: adultas de Eisenia Figura N°2: huevos de Eisenia
foetida S. @5 foetida S

La lombriz de tierra roja californiana presenta variaciones de colores debido a
los pigmentos protoporfirina y éster metilico,. Dicha pigmentacidon la protege
contra la radiacion de la luz ultravioleta; tiene forma cilindrica, con secciones
cuadrangulares, variando en cuanto a tamafo de 5 a 30 cm de largo y oscila
entre 5 a 25 mm de didmetro, de acuerdo a las especies, variando el nimero de
segmentos de 80 a 175 anilloss,.

Las lombrices prefieren sitios himedos, no toleran la sequia ni las heladas, de
aqui que los suelos arenosos secos y los de poco espesor sobre roca no son un
medio favorable para ellos. Necesitan un suelo razonablemente aireado, por lo
qgue los arcillosos pesados con mal avenamiento son también desfavorables.
Asi, bajo una cierta condicibn de manejo del suelo, son mas numerosos en

suelos francos que en los arenosos de grava y arcilloSoS .

El rango de pH 4, al que mejor se adaptan varia entre 5.0 y 8.4, la
disponibilidad de la Materia Organica afecta fuertemente a la poblacion de
lombricesg,.

La importancia de las lombrices de tierra se estan posicionado como una
especie de indicador clave.;.El interés en ecotoxicologia lombriz de tierra se
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remonta a la introduccion de las pruebas de toxicidad y la normalizacién
Internacional de la prueba para lombrices de tierra, toxicidad aguda (OECD
1984), donde la prueba fue disefiada para ser incluida en el marco de
evaluacion del riesgo para los productos quimicos de nueva matriculacion y los

plaguicidasus.

3.4.2 Anatomia de la lombriz de tierra roja californiana

Para mayor comprension del estudio, a continuacion se describen algunas de
las partes mas importante de la anatomia de la Esenia foetida S. (ver figura
N°3).

Cuticula: lamina quitinosa muy delgada, finamente estriada, cruzada por fibras.

Epidermis: epitélio simple con células glandulares que estan encargadas de

producir mucus y sustancias cerosas.

Peritoneo: es lo que limita al celoma (cavidad de la lombriz de tierra roja

californiana)

Celoma: espacio que contiene liquido y envuelve al canal alimenticio. Este

fluido lo expulsa ante el peligro.

Tubo digestivo: ocupa casi toda la parte central de la cavidad de la lombriz de
tierra roja californiana. Este canal corre desde la boca al ano. Detras de la boca
encontramos la cavidad bucal y dentro de ella las células del paladar

(prostomio).

Sistema circulatorio: la sangre absorbe oxigeno y alimentos del intestino,

elimina residuos solubles en los rifiones y libera gas carbonico por la piel.
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Sistema respiratorio: es muy primitivo, no existen pulmones verdaderos, pero

el oxigeno pasa por la pared del cuerpo, de donde es retirado por la sangre.

Sistema excretor: la excrecion se realiza por érganos especiales, los nefridios,

hay dos para cada anillo.

Vision: en la epidermis hay un gran numero de células fotosensibles ubicadas
especialmente en el prostomio. Son los érganos primitivos de vision de las
lombrices. Las lombrices huyen de la luz, no detectan la luz roja y los rayos

ultravioletas les provocan la muerte.

Segmentos: aunque la lombriz de tierra roja californiana ha desarrollado los
siguientes sistemas: nervioso, circulatorio, digestivo, excretor, reproductor y
muscular, el aspecto mas destacable es la segmentacion de su cuerpo gque se
extiende también hacia el interior. En la figura N°3 se muestran las partes antes

mencionadas
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Figura N° 3: Caracteristicas Externas de la
lombriz de tierra roja californiana o

3.4.3 Ciclo reproductivo de la lombriz de tierra roja californiana

Desde el nacimiento la lombriz de tierra roja californiana, esta puede ingerir el
alimento por sus propios medios mientras esté lo suficientemente himedo. Las
lombrices poseen ambos aparatos genitales femenino y masculino,
intercambian esperma, bastan unos 25 a 30 dias de incubacién y de 60 a 70

dias de maduracion para estar en condiciones de acoplarse 3 (ver figura N°4)

Algunas  especies representan partenogénesis uniparental, con
autofecundacién, que puede ser facultativa u obligada. La mayoria tiene
reproduccion biparental. La reproduccion de la lombriz de tierra roja californiana
tiene lugar durante todo el afio, cuando las condiciones son apropiadas los
jovenes alcanzan su madurez sexual a los tres meses; tiempo que coincide con
la formacion del clitelo. Cada lombriz de tierra roja californianag;, adulta puede
depositar un huevo que eclosiona al cabo de 3 semanas, y de éste emergen

entre 2 y 20 estados juveniles, estan listas para reproducirse, a los 3 meses;s,.



36

2530 dins \
@, (s

Capsulas en formacion Hacen 3 a 20 lombrices
+ 0 - ddias poOr Saco

4
1 ma
l /
1
i 23 - 30 dias
i 50% del cuerpo !

de un adulto.

e p——

v ’l Comienzo del !
i desarrollo del f
! clitelo  f
A f
. Clitelo r
3 des:arrdls'idu !

LY 30 - 40 dias ri

H""I—-I""

Figura N° 4: Ciclo reproductivo de la lombriz de tierra roja californianas,.

3.4.4 Lombriz de tierra roja californiana utilizada como bioindicador
Son los animales mas comunes en los suelos y cumplen con las siguientes
funciones:

- Mejoramiento de la aireacion, infiltracién y distribucion del agua.

- Mezcla de las fracciones organicas con los minerales.

- Produccion de un compuesto que mejora la estructura edafica y la

formacion de compuestos humicos.

En la actualidad se le esta prestando mucha atencién a su crianza y utilizacion
en el desarrollo de métodos debido a la importancia que tiene en la
descomposicion de los residuos organicos; usandose ademas como carnada en
la pesca, alimento para especies domésticas, produccién de humus, reciclaje de

estiéercol animal, transformacion ecoldgica de materiales biodegrables, y
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bioindicador de la fertilidad de un suelo, permitiendo la recuperacion de suelos
con baja fertilidad, esto debido a su corto ciclo reproductivo (4 veces por afio),
su elevada frecuencia de apareamiento (cada 1-10 dias), mayor longevidad (15-

16 afnos)es,.

3.5 Plaguicidas

Segun la FAO, los plaguicidas son definidos, como cualquier sustancia o
mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga,
incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de los animales, las
especies de plantas o animales indeseables que causan perjuicio o que
interfieren de cualquier otra forma en la produccion, elaboracién,
almacenamiento, transporte o comercializacion de alimentos, productos
agricolas, madera y productos de madera o alimentos para animales, o que
pueden administrarse a los animales para combatir insectos, aracnidos u otras
plagas en o sobre sus cuerpos. El término incluye las sustancias destinadas a
utilizarse como reguladoras del crecimiento de las plantas, defoliantes,
desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o agentes para evitar la
caida prematura de la fruta, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o
después de la cosecha para proteger el producto contra la deterioracion durante
el almacenamiento y transporte ss,.

En lugares donde se practica el monocultivo intensivo, los plaguicidas
constituyen el método habitual de lucha contra las plagas. Por desgracia, los
beneficios aportados por la quimica han ido acompafiados de una serie de
perjuicios, algunos de ellos tan graves que ahora representan una amenaza
para la supervivencia a largo plazo de importantes ecosistemas, como
consecuencia de la perturbacion de las relaciones depredador-presa y la
pérdida de biodiversidad. Ademas, los plaguicidas pueden tener importantes

consecuencias en la salud humanas,.
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Si bien el uso de productos quimicos en la agricultura se reduce a un nimero
limitado de compuestos, este crea una de las pocas actividades donde se
descargan deliberadamente en el medio ambiente productos quimicos para
acabar con algunas formas de vidaso,.
Los plaguicidas tienen la capacidad de producir cuatro tipos de intoxicaciones
en los organismos: @

- Sobre agudas (en minutos u horas de evolucién)

- Agudas (en dias)

- Subagudas (de semanas)

- Crdnicas (de meses 0 afios)

El efecto téxico que pueda causar la formulacién de un plaguicida depende
basicamente de tres factores: s
1. El grado de toxicidad de los diferentes componentes de la formulacién y
sus posibles interacciones.
2. El grado y tipo de exposicion a la formulacion (tiempo, dosis y area de
exposicion).
3. El grado de susceptibilidad de los organismos, durante el tiempo en que
estan en contacto con estas sustancias, sus productos de degradacion o

ambos.

3.5.1 Los plaguicidas, método favorito de la agricultura industrializada

El desarrollo de esta agricultura por medio de la llamada “revolucion verde”,
implicé un cambio en la modalidad de produccion que favorecié la implantacion
de monocultivos permanentes o una serie de cultivos rotativos especificos, en
algunos casos la reduccion de la biodiversidad y la dependencia ascendente de
fertilizantes y plaguicidas sintéticos. Ante este panorama, algunos de los

métodos previamente utilizados se tornaron inoperantes o fueron desechados



39

sin mayores consideraciones, esta nueva situacién proporciond desequilibrios
en el agrosistema, que fomentaron la aparicion de frecuentes plagas agricolas y
el deterioro de la vida en el suelo. El predominio y favoritismo de los plaguicidas
como agentes para el combate de plagas se explica basicamente por dos
factores:

a) Su efecto inmediato para reducir las poblaciones en forma espectacular y

en el momento oportuno.
b) La generalizacion y la difusién de la falsa creencia de que no puede

haber produccion agropecuaria sin la utilizacion de estas sustancias.

En nuestro medio, ademas de utilizar los plaguicidas por sus propiedades
intrinsecas, muchos agricultores los emplean por una o varias de las siguientes
razones: .,
a) Pretender asegurar la cosecha.
b) Seguir los consejos de los agentes de extension agricola
c) Acoger las recomendaciones de los distribuidores de esas sustancias,
interesados mayormente en vender sus productos y acrecentar sus

ganancias.

Estos factores en gran medida son responsables de que se apliquen mas
cantidad de plaguicida de la recomendada por los proveedores. Con frecuencia,
los agricultores tienden a aplicar los plaguicidas en forma calendarizada, por
ejemplo cada semana sin considerar cuan seria 0 amenazante es la abundancia
de la plaga en cada momento. Influyen en tales decisiones factores coma la
carencia de conocimientos en lo relativo a la aplicacion de los principios de la
agricultura organica y las presiones del mercado, en este sentido las
recomendaciones actuales para combatir problemas de plagas muestran una
marcada preponderancia de los plaguicidas sintéticos sobre los meétodos

culturales y bioldgicos, incluso en el Manejo Integrado de Plagas.
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El uso de plaguicidas se ha convertido en una practica comun debido al
crecimiento de la poblacion, crisis alimentaria y la consiguiente necesidad para
el aumento de la produccion agricolaggtodavia hay poca informacion acerca de
los efectos de estos compuestos quimicos en invertebrados que ocupan los
niveles de alta sensibilidad en la cadena trofica. Entre los estudios realizados
con invertebrados terrestres que se analizd la posible alteraciones en la
biomasa, reproduccién, comportamiento, supervivencia y tisular y celular
lesiones como resultado de la exposicibn a determinados productos

agroquimicos y asociado con el uso de bioindicadores y biomarcadores s

3.5.2 Clasificacion de los plaguicidas

Los plaguicidas se clasifican en funcion de algunas de sus caracteristicas
principales, En 1987, La OMS estableci6 una clasificacion basada en su
peligrosidad o grado de toxicidad aguda, definida como la capacidad del
plaguicida de producir un dafio agudo a la salud a través de una o mdltiples

eXPOoSiCioNeS ).

a) Grado de toxicidad aguda del plaguicida
Definido como la capacidad del plaguicida de producir un dafio agudo a
la salud a través de una o mdultiples exposiciones, en un periodo de

tiempo relativamente cortos.

b) La estructura quimica de los plaguicidasa,
Con base a su estructura quimica, los plaguicidas se agrupan en familias
0 grandes grupos, los cuales, a su vez, pueden llegar a subdividirse, aqui
se mencionan uUnicamente los nombres de los grandes grupos a los
cuales pertenecen la mayoria de los plaguicidas utilizados actualmente

en el pais.
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Bipiridilos: son compuestos catiénicos de amonio cuaternario de
la piridina, muy solubles en agua. Los mas conocidos son el
paraquat y el diquat. Cabe mencionar que existen preocupaciones
con respecto a los posibles riesgos ambientales a mediano y largo
plazo que estos residuos pueden causar como consecuencia de

su capacidad de acumulacion y persistencia en el suelo.

Carbamatos: son derivados del &cido carbamico, se emplea
como insecticidas (carbaril, metomil, propoxur), fungicidas
(thiram), herbicidas (Tiobercarb) o nematicidas (aldicarb

carbofuran, oxamil).

Clorados: son productos organicos sintéticos que contienen cloro
en su molécula. La mayoria son insecticidas, entre las
caracteristicas mas sobresalientes se encuentran al ser muy
persistentes en el ambiente y su tendencia a acumularse en los
tejidos grasos del organismo. Aln quedan algunos productos que
se comercializan libremente en nuestro pais, tales como los

insecticidas de clorano, endosulfan y mirex.

Clorofenoxiacéticos: son derivados del acido fenoxiacético. Los
productos mas conocidos en nuestro medio son el 2,4-D (&acido 2,
4-diclorofenoxiacético) y el MCPA (4cido 2-metil-4-cloro- fenoxi
acético). Estos productos tiene una fuerte actividad herbicida y
selectiva contra malezas de hoja ancha por lo que tienen gran
aplicaciébn en cultivos de gramineas. Actdan por contacto y

translocacion, si no se aplican adecuadamente, los vapores de
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estos pueden alcanzar terrenos colindantes y causar dafios

severos sobre cultivos de dicotiledéneas.

Fosforados: son derivados organicos del acido fosforico, la
mayoria son insecticidas y nematicidas. Son degradados en el
ambiente rapidamente y poseen un poder de toxicidad
relativamente alto en la mayoria de los casos. Por lo general, son
bastante volatiles en comparacion con otros grupos de
plaguicidas. Suelen ser, mayormente, solubles en grasas y
solventes organicos. Su mecanismo de accion esta relacionado

con la transmision de impulsos nervioso.

Piretroides: son compuestos de accién insecticida relacionados
estructuralmente con aquellos extraidos de las flores Pyrethrum.
Las preparaciones comerciales son mas estables, efectivas y
solubles que los compuestos de origen natural. Entre los
compuestos mas conocidos se encuentran la aletrina, la
permetrina, la cipermetrina y la detametrina. Su uso excesivo e
indiscriminado ha provocado la aparicion de tolerancia en algunos

insectos.

Triazinas: son productos de accion herbicida. Los productos mas
conocidos y aplicados en nuestro medio son la atrazina, la
simazina y la ametrina. La accidbn de esta sustancia esta
relacionada con su comportamiento en el suelo, el lavado y la
descomposicion del producto, el contenido de Materia Organica
del suelo influye decisivamente sobre estos fendmenos porque
favorecen la adsorcion y el desarrollo de microrganismo que

aceleran la descomposicion del producto. Por ello es que en
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suelos ricos en Materia Organica se recomienda la utilizacién de la

dosis altas en las etiqueta.

Naturales: los mas utilizados son de origen botanico y se les ha
empleado en el combate de plagas insectiles. Entre los méas
conocidos se encuentran la piretrina  (Chrysanthemum
cinerariefolium), limonenos (cascaras de Citus spp.), entre
otras; por lo general, son sustancia facilmente degradables bajo
condiciones ambientales y por lo tanto, poco resistentes.

Otros plaguicidas naturales de gran importancia son los
antibioticos producidos por microrganismo vivientes. La mayoria
solo inhiben bacterias, pero hay algunos que actian contra

hongos.

Otros: en este grupo se incluyen feromonas, esterilizantes
guimicos, atrayentes, repelente y hormonas juveniles para el

combate de insectos principalmente.

Peligrosidad o grado de toxicidad los plaguicidasa,

Este criterio de clasificacion se utiliza para enfatizar el grado de

peligrosidad de los plaguicidas a corto plazo. La Organizacion M undial

para la Salud (OMS) ha recomendado una clasificacion (ver tabla N°2),

sujeta a actualizaciones periddicas, que considera:

La dosis letal media aguda (CL50) de los plaguicidas formulados.

Las formas oral y dérmica de contacto con el plaguicida

Las formulaciones sélidas y liquidas.



peligroso
AMARILLO Clase Il La banda de color amarillo indica que el plaguicida es
Dafiino moderadamente peligroso.
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Tabla N° 2: Clasificacion de los plaguicidas segun su toxicidad

La banda de color rojo indica que el plaguicida es extremadamente

peligroso.

La banda de color rojo 1b indica que el plaguicida es altamente

La banda de color azul indica que el plaguicida es ligeramente

peligroso y se debe tener cuidado.

La banda de color verde indica que con este tipo de plaguicida, se

debe tener precaucién, siempre hay que usar proteccion al aplicarlo.

d) Actividad o area de interés en que se utilizans

f)

Esto referido para el uso en agricultura, salud puablica, area doméstica o

areas de uso publico.

El modo de accién de los plaguicidass

En el caso de los insecticidas, nematicidas y acaricida estos pueden ser: de
contacto, de ingestion, penetrantes, sistémicos. En caso de los herbicidas:
guemantes o de contacto, sistémicos y en el caso de los fungicidas, estos se
clasifican como: protectores o terapéuticos de superficie; erradicarte

terapéuticos curativos, tépicos o de accion local; sistémicos.

Especificidad s
Es la caracteristica de los plaguicidas para combatir un nimero variado de

plagas.

De acuerdo con este criterio, los plaguicidas se puede clasificar en:

Plaguicida de accidn especifica
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)
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Plaguicidas de accion multiple

La superficie cubiertags

Esto de acuerdo al tipo de aplicacion su es total o dirigida (localizada).

El lugar de aplicaciong
Referido a las partes tratadas ya sea foliar, suelo, raiz, fruto, cosecha, o las
semillas; o las condiciones del lugar donde se aplican: al aire libre, bajo

invernadero o en lugares confinados

La época de aplicaciong

Los plaguicidas también pueden clasificarse de acuerdo con la época de
aplicacion con respecto a variables especificas de desarrollo del cultivo.
Tomando como referencia la siembra o emergencias de cultivo.

Pre-siembra

Pre-emergencia

Pre-floracion

Floracion y Post-floraciéon

El mecanismo especifico de accidngg

En el caso de los fungicidas: inhibidores del proceso de produccion de
energia, inhibidores de la sintesis de lipidos, destructores de las estructuras
celulares, inhibidores de las sintesis de las proteinas, etc. En el caso de
insecticidas acaricidas y nematicidas: con efecto en el sistema nervioso,

inhibidores del metabolismo energético y reguladores del crecimiento.

En el caso de los herbicidas: inhibidores de la germinacion, de la fotosintesis.
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k) Su origen o naturalezags

- Sintéticos: cuando son obtenidos por medio de una sintesis quimica artificial.
- Naturales: cuando son sintetizados por organismos biolégico.

- Biologicos: referidos a organismos vivos que ejercen un efecto de control

poblacional sobre las plagas que se desean combatir.

) El grupo de cultivos especificos a los que esta destinado su uUSOs
De acuerdo a esto puede ser para uso ornamental, horticolas, forestales,

citricos, frutales, cereales.

m) El nombre con que se les denominagg
Nombre comercial: nombre con el cual el fabricante identifica un producto
determinado para su comercializacion, antes de salir al mercado, el nombre
comercial debe ser inscrito y aprobado por el Registro de Marcas, la primera
letra de los nombres comerciales se escriben con maydscula para

diferenciarlos del nombre genérico.

Nombre genérico: nombre comun de plaguicida aprobado por algun
organismo oficial de normalizacion internacional. Estos se escriben con
letras minusculas para diferenciarlos de los nombres comerciales.

Nombre quimico: se refiere al nombre quimico de la molécula de un

producto.

3.5.3 Tipos de formulaciones

A continuacion se describen las caracteristicas mas sobresalientes de diversos

tipos de formulaciones de acuerdo a su manera de aplicacion:
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Aplicaciones liquidas o aspersiones: con 80% de la oferta mundial de
plaguicidas, las aspersiones constituyen el método de aplicacién mas frecuente

Capsulas en suspension: consiste en una suspension de microcapsulas que
contiene el material técnico en una fase acuosa e ingredientes adicionales de la
formulacion, se presenta en forma cremosa y lista para ser mezclada con agua

para su aplicacion.

Concentrados Emulsificables (EC): se tratan de disoluciones de principios
activos insolubles en agua, sélidos o liquidos, en disolventes orgéanicos,
agregando los emulgentes adecuados, tales disoluciones pueden mezclarse
con agua, convirtiéendose entonces en una emulsion blanquecina y lechosa. Es
fundamental que la emulsidén por aplicar se mantenga estable, sin embargo, en
caso de que se separen los componentes, la homogeneidad de la emulsién se
restablece agitandola y bombeéandola.

Concentrados solubles en agua: consiste en concentrados de principios activos
0 sus sales, disueltas en agua o en disolventes miscibles con agua. Esto
significa que los principios activos deben tener suficiente solubilidad en agua,

facultad que solo la poseen pocas sustancias en la actualidad.

Emulsiones de aceites en agua: son formulaciones fluidas heterogéneas que
consisten en una disolucion del principio activo en un liquido organico (aceite)
dispersado como gldbulos finos en una fase acuosa. Entre estas se distinguen
dos tipo de emulsiones: las microemulsiones y las macroemulsiones, Las
primeras son disoluciones transparentes, en tanto que las segundas presentan

un aspecto turbio y lechoso.

Emulsiones de agua en aceite: son formulaciones fluidas heterogéneas que
consisten en una disolucion del plaguicida en agua dispersa como glébulos

finos en una fase liquida organica continua.
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Granulados dispersables en agua (GR): consiste en una mezcla homogénea de
los materiales técnicos, los materiales inertes y los ingredientes adicionales de
la formulacion. Tiene forma granular que se aplican después de su
desintegracion y dispersion en agua. El producto es seco y libre de grumos.
Este tipo de formulacion estd sustituyendo a las formulaciones de polvos
mojables.

Pastillas de liberacion controlada: son bloques sélidos preparados para la

liberacion controlada del principio activo en agua.

Polvos mojables o polvo humectante (WP): consisten en una mezcla
homogénea de los productos técnicos con las sustancias auxiliares apropiadas.
Se presentan en forma de polvo fino y se aplican como una suspension
después de que ha ocurrido su dispersién en el agua. El polvo es capaz de
mojarse y mantenerse en suspension en agua durante un tiempo mas o menos

largo. El producto formulado comercial es seco y libre de grumos.

Polvos solubles en agua (SP): son polvos para aplicarse como una solucion
verdadera del principio activo, después de su dilucibn en agua. Son
relativamente pocos los preparados existentes en este tipo de formulaciones.
(2,4; sales de sodio, potasio o aminas del herbicida MCPA)

Productos para aplicaciones a ultra bajo volumen (UBV o “ULV”): se refieren a
formulaciones liquidas que se encuentran listas para aplicarse con equipo de
UBV (< 5 litros/hectarea) por lo general se utiliza aceite como vehiculo y
disolvente. En vista de que las gotas aplicadas con esta técnica son muy
pequefias, el disolvente ideal debe poseer: buena capacidad solvente, asi como
volatilidad, viscosidad y fitotoxicidad bajas.

Suspensiones concentradas (SC): consisten en una suspension de particulas

final del material técnico en una fase acuosa e ingredientes adicionales de la
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formulacion, se presentan en forma cremosa y lista para ser mezclada con agua

para su aplicacion.

3.5.4 Método de aplicaciéon g

El método de aplicacion de plaguicidas en la agricultura en nuestro medio el
méas utilizado es la bomba de espalda manual este es un pulverizador
compuesto por un tanque disefiado para mantenerse en forma vertical sobre el

suelo y que, al ser cargado por el aplicador este se acomode a su espalda.

3.5.5 Clasificacion de los grados de persistencia de los plaguicidas en el
Suelogg

La persistencia de un plaguicida en el suelo se refiere a la capacidad de

resistencia a los proceso de degradacion a lo largo del tiempo, esta definida de

manera diferente de acuerdo con el tiempo requerido para degradarse un

porcentaje predeterminado de la concentracion inicial. Por lo general, se hace

referencia a la vida media del plaguicida.

3.6 Produccidn de pepino ug

El cultivo de pepino es de gran importancia econémica pues tiene una gran
demanda en el mercado local e internacional ya sea fresco como procesado. La
produccion para el mercado local se centra en pequefios productores que

aprovechan la época de este cultivo para cubrir el mercado.

3.6.1 Requerimientos del cultivo g

El agricultor: este es el factor principal. La actitud de este hacia el cultivo es
importante. Debe estar dispuesto a darle todas las condiciones favorables que
se puedan controlar (preparacion de suelos, riego, nutricion, control de plagas,

enfermedades, malezas, post-cosecha y transporte).
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Suelo: el pepino se puede cultivar en cualquier suelo, pero responde mejor en
suelos arcillo-arenosos a francos bien drenados. Si el suelo no es el ideal, hay
que proveer las condiciones adecuadas para prevenir el exceso de agua
(encharcamiento) que en cualquier cultivo es un gran problema. La planta de
pepino no tolera la salinidad por lo cual el pH debe estar entre 5.5y 6.8.
Temperatura: la temperatura ideal para el cultivo del pepino es entre los 20°C -
30°C.

Altitud: desde 400 hasta 1,200 metros sobre el nivel del mar.
Precipitacion: no tolera excesos de agua por lo que se produce en zonas con

una precipitacion entre los 500 y 1200 mm/afio.

Humedad relativa: esta es una planta con elevados requerimientos de
humedad, siendo la humedad relativa éptima durante el dia de 60 a 70% y
durante la noche de 70 a 90%. Sin embargo, los excesos de humedad durante
el dia pueden reducir la produccion, al disminuir la transpiracién y por ende la
fotosintesis. Con humedad ambiental mas alta del 90% la atmoésfera esta
saturada de vapor de agua lo que es conducido para desarrollar enfermedades

fungosas.

Ademas, un cultivo mojado por la mafiana empieza a trabajar mas tarde, ya que
la primera energia disponible debera cederla a las hojas para poder evaporar el

agua de su superficie.

Luminosidad: este cultivo crece, florece y fructifica con normalidad hasta en
dias cortos (con menos de 12 horas de luz), aunque a mayor cantidad de

radiacion solar, mayor es la produccién.

Viento: este es un factor determinante en la produccion de pepino. El viento de

varias horas de duracion y con velocidades arriba de 30 kilbmetros por hora
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(km/h) acelera la pérdida del agua de la planta, bajan la humedad relativa del
aire y aumenta las exigencias hidricas de esta. Reduciendo esto fecundacion de
los estilos florales. En resumen, el viento disminuye el crecimiento, reduce la
produccion, acelera la senilidad de la planta, y dafa hojas, flores y frutos. Por
este motivo debe cultivarse en lugares resguardados o poner barreras rompe-

vientos.

Fechas de siembra y distribucion geografica: puede sembrarse en casi todo el
pais todo el afio, tanto en época seca (si se cuenta con riego) como lluviosa,

para mantener la oferta del mercado local.

3.6.2 Historia agraria del Valle de Zapotitan u

El que ahora se conoce como Distrito de Riego de Zapotitan siempre ha sido
una zona pantanosa, como lo testifica por ejemplo, la presencia de numerosos
aluviales lacustres. Por eso, ha representado, durante mucho tiempo, un
espacio secundario o “complementario” para las economias que lo rodean,
hasta que su avenamiento reciente permitiera su puesta permanente en

cultivos, lo que convirtid esta zona en un espacio estratégico para el pais.

3.6.3 Manejo del suelo u

Es indispensable hacer el muestreo de suelos una vez al aio. El suelo debe
prepararse por lo menos 45 dias antes del trasplante. Esto ayuda a evitar
atrasos al momento de sembrar y poder hacer control de malezas pre-siembra

oportunamente.

3.6.4 Proteccidn de cultivos us
Las plagas y enfermedades pueden arruinar todo el trabajo que se ha llevado a

cabo para producir un cultivo rentable y de alto rendimiento. Los planes para
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proteger el cultivo deben comenzar mucho antes de la siembra y las estrategias
utilizadas no deben depender exclusivamente del uso de plaguicidas. EI Manejo
Integrado de Plagas (MIP) es no s6lo recomendado pero mas que ello es la
Gnica forma de trabajar un cultivo para que sea saludable, de alta calidad como

es esperado por los consumidores y a la vez rentable. EI MIP depende de:

* Produccién de un cultivo saludable

* Prevencion

* Salubridad

* Muestreo y monitoreo

* Intervenciones de control integradas

* Mantenimiento de bitacoras

3.7 Produccién de un cultivo saludableus

Mientras mas saludable esté la planta, menos probabilidades habran de que
una plaga o enfermedad le haga dafio. Las plantas tienen su propio sistema
natural de defensa que trabaja mejor cuando la planta tiene un buen sistema
radicular, un buen programa de nutricibn/manejo del agua y no esta bajo estrés

por otros motivos como por ejemplo inundaciones o malezas.

3.7.1 Prevencion

La prevencién comienza con la seleccion del terreno y el cultivo. Es importante
saber y tomar en cuenta qué tipo de problemas ha tenido el terreno
anteriormente, ya sean nematodos, grillos, cogolleros, o quizas enfermedades
del suelo. También hay que saber cuando fue la tltima vez que se sembré un

cultivo de la familia del mel6én en ese lugar ya que hay muchas plagas y
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enfermedades a las que les va particularmente bien con ciertas familias de
plantas. Si hubo un cultivo de cucurbitdceas sembrado en el campo, hay una
gran posibilidad de que haya plagas o enfermedades especificas de cucurbitas
todavia en el campo o en las malezas que se encuentran en los alrededores. El
tipo de semillas que se planifica sembrar y su resistencia o tolerancia a estas
enfermedades y plagas para prevenir plagas y enfermedades futuras.

3.8 Plagas Importantes us
Las plagas mas importantes en el cultivo de pepino son (ver tabla N°3):
- Plagas de suelo (Gusano de suelo, neméatodos y Sinfilos)
- Trips
- Minadores
- Mosca Blanca
- Pulgones

- Lepidépteros

Plagas de suelo

Gusanos de suelo:

Como en todos los cultivos las plagas de suelo que afectan son gallina ciega,
gusano alambre, sinfilo, gusano cuerudo y nematodos. Para determinar la
presencia de estas plagas en el suelo se debe hacer un muestreo de campo.
Los productos que existen en el mercado para controlar este tipo de plagas son

buenos pero hay que aplicarlos correctamente.
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Tabla N° 3: Listado de insectos que atacan al cultivo de pepino con su control

Gallina ciega,
Gusano
alambre,
Sinfilido y
Nematodo

Trips

Mirador

Mosca Blanca

Afido

Crisomelidos
6 diabrotica

Lepidopteros

quimMIiCOus).

Phylophaga sp
Aeolus sp y
otras especies,
Scutigerellay
Nematodos
varias

Thrips tabaci

Liriomyza sp

Aphis gossypii

Myzus
persicae

Diabrotica
balteata

Varias
Especies

Se alimentan del
bulbo, raices y
pelos
absorbentes

Se alimenta del
follaje y estan
por las axilas
por lo general

Dafio en el
follaje

Transmission de
virus

Transmision de
virus

Dafio mecanico
al follaje, raices,
flores.
Transmision de
enfermedade

Dafio al follaje,
fruta

Bazan (Beauveri bassiana),Brigadier
30TS(Bifentrin),Furadan 48
SC(Carbofuran)

Actara 25 WG (Thiamethoxam),Arrivo
20 EC (Cypermetrina,Danitol 2.4
EC(Fentropathrina),Monarca EC 11.25
(Beta Cyflutrin +Thiacloprid),Ppegasus
50 SC(Diafentiuron)

Danitol 2.4 EC(Fentropathrina)
Newmectinl.8 EC (Abamectin)
Sunfire 24SC (Cyromanzine
Trigard (Cyromazine)

Actara 25 WG (Thiamethoxam)
Monarca EC 11.25 (Beta Cyflutrin
+Thiacloprid),Chess 5 WG
(Pymetrozine)

Rescate 20 SP(Acetamiprid), Thiodan
EC 35 (Endosulfan)

Monarca EC 11.25 (Beta Cyflutrin
+Thiacloprid),Rescate 20
SP(Acetamiprid

Actara 25 WG
(Thiamethoxam),Thiodan EC 35
(Endosulfan),Danitol 2.4
EC(Fentropathrina),Confiador 70 WG

Baytroid 2.5 EC(Ciflurtina)

Curacron 500 EC (Porfenofos)
Danitol 10 EC(Deltametrina)

Diazol 60EC (Diazinon)

Monarca EC11.25 (Beta Cyflutrin
+Thiacloprid)Vidate 24 SL (Oxamilo)
Cascade 10 DC (Flufenoxuron)
Danitol 10 EC(Deltametrina)

Dipel 604 WG (Bacillus Thuringiensis)
Intrepid 24 EC (metoxifenozide)
Tracer 48 SC (spinosad)
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Mosca Blanca:

Dos de los géneros que afectan el cultivo son Trialeurodes vaporariorum y
Bemisia tabaci. Los adultos colonizan las partes jovenes de la planta (ver
figura N°5), realizando las posturas en el envés de la hoja, de donde emergen
las primeras ninfas que son mdéviles (ver figura N°6). Tras fijarse en la planta
pasan por tres estados ninfales y uno de pupa. Los dafios directos como
amarilleamiento y debilitamiento de la planta son ocasionados por ninfas y
adultos al alimentarse absorbiendo la sabia de las hojas. Los dafios indirectos
se deben a la formacion de fumagina sobre la melaza que producen al
alimentarse, manchando y dafiando los frutos, asi como dificultando el normal
desarrollo de las plantas. Otro dafio indirecto y mas importante es la transmision
de virus (geminivirus). Las especies del género Trialeurodes son trasmisoras
del virus (geminivirus) del amarilleamiento de las cucurbitaceas (CYMV). Las
especies del género Bemisia son trasmisoras de la mayor cantidad de virus en
cultivos horticolas y en la actualidad actia como trasmisora del virus del rizado
amarillo del tomate, el virus del mosaico del pepino (CMV) y el virus del

mosaico de la calabacita (SqQMV).

3.8.1 Control para mosca blanca

El mejor control es el de hacer las practicas basicas a tiempo, siembra de
barreras vivas, limpieza de los bordes de los lotes, colocar trampas amarillas
para muestreo, el muestreo de las plantas y aplicar el agroquimico correcto
para su control. Las aplicaciones se deben dirigir al envés de la hoja que es
donde ellos se alimentan y se debe hacer calibracion con lampara fluorescente
para asegurar que el producto se esta poniendo donde esta la plaga. Al final del
cultivo es imperativo eliminar totalmente los rastrojos y hacer rotacion con

cultivos como sorgo, maiz o cebolla.
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Figura N° 5: Ninfa de mosca Figura N° 6: Adulto de mosca
blancag; blanca s

Lepidépterosyg

Gusanos cogolleros: Spodoptera spp y Heliothis spp.

Gusanos barrenadores: Diaphania spp. A los gusanos Spodoptera spp y los
Heliothis spp, se les conoce como gusanos cogolleros o gusanos soldados.
Son capaces de dafar todo tipo de cultivo, especialmente a las dicotiledéneas.
En el pepino el dafio empieza desde que nace, pues son migratorios y pueden
llegar de otros cultivos, o de malezas como bledo (Amaranthus spp) vy la
verdolaga (Portulaca spp). Generalmente los productores le llaman gusano
nochero pues se protege debajo de la tierra, terrones y hojas secas durante el
dia y sale a comer por la noche. Los dafios son generales en plantas recién
germinadas y en una noche pueden cortar completamente la planta. En cultivos

ya establecidos son capaces de defoliar, perforar frutos y guias.

3.9 Andlisis fisicos y quimicos del suelo

3.9.1 pH

Existen diversos parametros considerados clave para determinar la calidad del

suelo, aquellos de naturaleza fisica y fisico-quimica (estabilidad de agregados,
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pH, conductividad eléctrica), quimica (pardmetros nutricionales y fracciones de
carbono) como del tipo microbiolégico y bioquimico (carbono de biomasa
microbiana, respiracion microbiana o diversas actividades enzimaticas). El
componente microbioldgico puede servir como indicador del estado general del
suelo, pues una buena actividad microbiana en suelo es reflejo de condiciones
fisicoquimicas Optimas para el desarrollo de los procesos metabodlicos de
microrganismos (bacterias, hongos, algas, actinomicetos) que actuan sobre
sustratos organicos y cultivos asociados; y constituye un marcador bioldgico
potencialmente Util para evaluar las perturbaciones que puedan presentarse. Es
muy importante en el desarrollo y funcionamiento de los ecosistemas y su
fertilidad, pues interviene tanto en el establecimiento de los ciclos

biogeoquimicos, como en la formacion de la estructura de los suelos.

El pH es una propiedad quimica del suelo que tiene un efecto importante en el
desarrollo de los seres vivos (incluidos microrganismos y plantas). La lectura de
pH se refiere a la concentracion de iones hidrogeno activos (H) que se da en la
interfase liquida del suelo, por la interaccion de los componentes sélidos y
liguidos. La concentracion de iones hidrogeno es fundamental en los procesos
fisicos, quimicos y biologicos del suelo. El grado de acidez o alcalinidad de un
suelo es determinado por medio de un electrodo de vidrio en un contenido de
humedad especifico o relacién de suelo-agua, y expresado en términos de la
escala de pH. El valor de pH es el logaritmo del reciproco de la concentracion
de iones hidrogeno, que se expresa por numeros positivos del 0 al 14. Tres son
las condiciones posibles del pH en el suelo: la acidez, la neutralidad y la

alcalinidad.

Fundamento
El método potenciométrico o electroquimico para medir pH de un suelo es el

mas utilizado. Con este método se mide el potencial de un electrodo sensitivo a
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los iones H* (electrodo de vidrio) presentes en una solucién problema; se usa
como referencia un electrodo cuya solucion problema no se modifica cuando
cambia la concentracion de los iones por medir, que es generalmente un
electrodo de calomelano o de Ag/AgCI. El electrodo, a través de sus paredes,
desarrolla un potencial eléctrico. En la practica se utilizan soluciones
amortiguadoras, de pH conocido, para calibrar el instrumento y luego comparar,

ya sea el potencial eléctrico o el pH directamente de la solucion por evaluar.

3.9.2 Materia Organica g

La Materia Organica (MO) del suelo contiene cerca del 5% del nitrégeno total,
pero también contiene otros elementos esenciales para las plantas, tales como
fésforo, magnesio, calcio, azufre y micronutrientes o).

La MO representa del 95 al 99% del total del peso seco de los seres vivos, pero
su presencia en los suelos suele ser escasa y son contadas las excepciones en
las que supera el 2%z,

El nivel deseable de Materia Orgénica.; en los suelos arcillosos medios es del
2%, pudiendo descender a 1.65% en suelos pesados y llegar a un 2.5% en los
arenosos.

Los autores denominan indistintamente Materia Organicags 0 humusg,y a la
parte organica que cumple con un papel esencial en el suelo. No existe una
definicion de humus con la que todos los especialistas estén de acuerdo; pero,
en general, el término “humus” designa a las sustancias organicas variadas, de
color pardo y negruzco, que resultan de la descomposicibn de materias
organicas de origen exclusivamente vegetal”. Contiene aproximadamente un
5% de nitrégeno, por lo que su valor en el suelo se puede calcular multiplicando

por 20 su contenido de nitrdgeno total ..
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La funcién de la Materia Organica es el suelo es contribuir al crecimiento de las
plantas a través de sus efectos sobre las propiedades fisicas, quimicas y
biologicas del suelo. Este ultimo tiene una funcion nutricional en la que sirve
como una fuente de N, P y S para el crecimiento de las plantas, en la que afecta
profundamente la actividad de la microflora y la micro fauna, y una funcion fisica
en lo que promueve una buena estructura, con lo cual mejora las labores de

labranza, aireacion y la retencion de humedad,,.

Las lombrices de tierra promueven la actividad de los microrganismos mediante
la fragmentacion de la Materia Organica y el aumento del area accesible a los
hongos y las bacterias. Ademas, estimulan el crecimiento extensivo de las
raices en el subsuelo debido a la mayor disponibilidad de nitrdgeno en los
tuneles (hasta cuatro veces mas que el nitrégeno total en la capa superior del
suelo) y a la facil penetracién de las raices por los canales existentes. Los
tuneles formados por las lombrices de tierra crean en el suelo macroporos y
canales que permiten la infiltracion del agua y la circulacion del aire (ver figura
N°7).

Figura N° 7: Los tuneles de tierra en el suelo realizados por las
lombrices @

Fundamento de la determinacion de Materia Organica .,
La Materia Organica del suelo se consigue mediante la calcinacion en un horno
de mufla y midiendo la pérdida de peso. Los grupos —OH de los minerales

arcillosos, asi como los oxohidroxidos de hierro y aluminio, y el hidréxido de



60

aluminio, se deshidroxilan formando agua y, por consiguiente, experimentando
una pérdida de peso, el carbonato de calcio pierde dioxido de carbono cuando
se calienta 550°C para formar CaO, por consiguiente, se selecciona una
temperatura tan baja como sea posible, que todavia se conseguira la oxidacion

de la Materia Organica.

3.9.3 Humedad

La humedad del suelo es uno de los factores mas importantes para la presencia
de lombrices de tierra en el suelo. Al conservar la cobertura del suelo se reduce
la evaporacion y aumenta la MO en el suelo, lo cual a su vez permite conservar
mas agua. Las condiciones de vida optimas se encuentran cuando la humedad
del suelo esta entre 40 y 80%.

La fraccion activa o de facil descomposicion de la Materia Organica del suelo es
el principal suministro de alimentos para varios organismos vivos del suelo. La
fraccion activa es fuertemente influenciada por las condiciones climéticas, el
estado de humedad del suelo, la etapa de desarrollo de la vegetacién, la adicion
de residuos organicos y las practicas culturales como la labranza. Entre el 35 y
55 por ciento de la parte no viviente de la Materia Organica es el humus. Es un
importante amortiguador que reduce las fluctuaciones de la acidez del suelo y
de la disponibilidad de nutrientes. Comparadas con las moléculas organicas
simples, las sustancias humicas son voluminosas, son de alto peso molecular y
son muy complejas. Las caracteristicas de la parte bien descompuesta de la
Materia Organica, o sea el humus, son muy diferentes a las de las moléculas
organicas simples. Si bien existen muchos conocimientos acerca de su
composicién quimica general, el valor relativo de varios tipos de materiales

hamicos para el crecimiento de las plantas no esta aun claramente establecido.
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Fundamento
La humedad del suelo se calcula por la diferencia de peso entre una misma
muestra hiumeda, y después de haberse secado en la estufa hasta obtener un

peso constante.



CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO
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4.0. DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de Estudio:

El presente trabajo se clasifica como: bibliogréfico, experimental y de campo.

- Bibliogréfico: porque esta fundamentado y desarrollado, tomando como
referencia los documentos de investigacion cientifica relacionados con la
problematica, el analisis bibliogréfico para el desarrollo de la tematica y el
disefio metodoldgico.

- Experimental: debido a que se aplicé la prueba de toxicidad que propone
la Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econémico (OCDE) a
las condiciones experimentales y ambientales de El Salvador.

- De Campo: porqué se realiz6 una encuesta en el Distrito de Riego del
Valle de Zapotitan, La Libertad para poder determinar los dos plaguicidas
sintéticos que los productores mas utilizan en el cultivo de Cucumis

sativus L. (pepino).

4.2 Investigacion Bibliogréfica:
Se llevo a cabo la busqueda y revision de informacion en libros y trabajos de
investigaciéon con temas relacionados al estudio de la utilizacién de Eisenia
foetida S. (lombriz de tierra roja californiana) y la importancia de la
determinacion de la Concentracion Letal 50 (CL50); para ello se visitaron las
bibliotecas:

- Dr. Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia en la

Universidad de El Salvador.

- Central de la Universidad de El Salvador.
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- Facultad de Ciencias Agrondémicas Universidad de El Salvador.
- CENTA (Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal
Enrique Alvarez Cordova)

- Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG).

4.3 Investigacion de Campo

4.3.1 Caracterizacion de la zona de estudio

El Valle de Zapotita, La Libertad, esta ubicada en el kildmetro 30 de la carretera
de San Salvador a Santa Ana, comprende 3900 hectareas, de las cuales 3800
son agricolas; es una depresion con pendientes inferiores a 3%, pertenece a la
cuenca hidrogréfica del Rio Sucio; esta zona presenta a la vez una cierta
unidad geomorfolégica y ecolégica (el sitio de la antigua laguna de Zapotitan y
sus alrededores), y constituye un campo geograficamente definido de accion del
estado a través del “Proyecto de Desarrollo Agricola del Valle de Zapotitan” y de
la ley de creacién de distrito con una produccion agricola muy importante. (ver
anexo N°1).

4.3.2 Universo y Muestra
- Universo: Todos los plaguicidas usados para combatir, controlar y
erradicar las plagas en el cultivo de Cucumis sativus L. (pepino).
- Especie en estudio: Eisenia foetida S. (lombriz de tierra roja
californiana).
- Muestra: la cantidad de 500 individuos y los dos plaguicidas sintéticos

mas utilizados en el cultivo de Cucumis sativus L. (pepino).
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4.3.3 Método e instrumentos de recopilacion de datos

Se realiz6 una encuesta en el Distrito de Riego del Valle de Zapotitan para
conocer cudles son los plaguicidas mas utilizados en el cultivo de Cucumis
sativus S (pepino) de los cuales solo se seleccionaron dos para la prueba de

toxicidad (ver anexo N°3).

4.4 Metodologia Experimental y Pruebas previas a la metodologia s

4.4.1 Condiciones de prueba

La investigacion experimental se realizé en el Laboratorio de Quimica Agricola
de la Facultad de Ciencias Agronomicas y Laboratorio de la Facultad de
Quimica y Farmacia ambos de la Universidad de El Salvador, con una
temperatura de 23 + 2°C la cual se debe verificar dos veces por semanas.
Dentro de las caracteristicas del disefio del contenedor de prueba que contenia
las 10 lombrices de tierra roja californiana, se debia asegurar el intercambio
gaseoso con el ambiente; los frascos de prueba se protegieron de la luz directa
del sol.

Las pérdidas de agua de agua del sustrato artificial no debe exceder el 10%
durante la prueba pérdida y se verificard semanalmente por la diferencia de
peso en la biomasa del contenedor, la pérdida se repondra usando agua

destilada.

4.4.2 Recoleccion de tierra

Para la preparacion del sustrato se utilizé tierra recolectada en el canton Agua
Caliente, La Libertad (ver figura N°8), en una parcela incluso en sus
alrededores donde no se ha cultivado ni agregado plaguicida por mas de diez
afos. Se limpid la zona de restos de plantas y piedras tomando los primero 5

cm y 20 cm de la superficie, posteriormente se tamiz6 para eliminar piedras y
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residuos de hojas, se realiz6 la toma de la muestra en cinco puntos del terreno

que tenia un equivalente a media manzana (ver figuraN°®9).
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Figura N°8: Ubicacion del Canton Agua Caliente en el
Departamento de La Libertad
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Figura N°9: Esquema del muestreo donde se tomo la
tierra utilizada para el sustrato artificial.
4.4.3 Procedencia del caolin y recolencion de la arena
El caolin se adquiri6 comercialmente en Drogueria QUIRSA ubicada en Santa

Tecla. La arena utilizada para la preparacion del sustrato artificial se recolecto
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en la playa Punta Roca, La Libertad, para esto se limpi6 la zona de restos de
plantas y se tomo los primeros 5 a 20 cm, se lavé con suficiente agua destilada,

para eliminar toda la humedad se sec6 en una estufa a 105°C por 24 horas.

4.4.4 Preparacion de sustrato artificial
Para elaborar el sustrato artificial se mezclé homogéneamente los siguientes
materiales:

10% Tierra fina sin restos de plantas

20% Arcilla caolin

70% Arena fina

Pesar la cantidad de sustrato artificial por contenedor correspondiente a 500 g
en peso seco y se agregd 1% carbonato de calcio (CaCO3), pulverizado grado
analitico para llevar pH (Cloruro de Calcio, CaCl,0.01M) a 6.0 £ 0.5.

Posteriormente se determind el porcentaje de Materia Organica a este sustrato

artificial seco como un parametro inicial.

4.4.5 Prueba de retencion de agua

Pesar 100 g de sustrato artificial y colocar en un recipiente que permitiera medir
el nivel de saturacion de agua, luego se fue adicionando el 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 artificial, tomando como un 100% de saturacién el volumen gastado y

calculando el 60% de retencion de agua (ver anexo N°4).

4.4.6 Prueba de supervivencia de las lombrices
Pesar en un frasco plastico transparente (de las mismas caracteristicas del

contenedor a utilizar para la determinacion de la Concentracion Letal 50, 113.5
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g de estiércol de bovino humedecido con 60 mL de agua destilada, colocar 25
Eisenia foetida S.(lombriz de tierra roja californiana) y tomar nota inicial de su
comportamiento (si estas quedan en la superficie, se alejan 0 se introducen en
el estiércol), luego de 24 horas contar el nUmero de lombrices vivas.

El estiércol utilizar debe de recolectarse de manera anticipada y debe secarse
la sombra durante 10 dias con un volteo de dos veces diarias y luego moler
finamente y humedecer al momento de alimentar las lombrices durante la
prueba experimental. (El estiércol debe de mantenerse en un lugar seco,

evitando la humedad).

4.4.7 Lombrices de prueba

Para la investigacion utilizar Eisenia foetida S. (lombrices de tierra roja
californiana), con las siguientes caracteristicas: de por lo menos dos meses de
edad y no mayores de un afio, con clitelo y una poblacién relativamente
homogénea desde el punto de vista de la edad, tamafio y masa. Dentro de la
prueba, las lombrices no deben diferir mas de 100 mg de peso.

Acondicionar las lombrices de tierra roja californiana seleccionadas 5 dias antes
de la prueba de toxicidad en un kilogramo de sustrato de suelo artificial

humedecido al 60%, incluyendo cantidades apropiadas de alimento.

4.4.8 Plaguicidas en estudio
Para los plaguicidas en estudio se tomaron las siguientes consideraciones:

En el caso de las concentraciones a utilizar:

- Concentracion menor a la recomendada por el fabricante: esta
concentracion se consider6 de acuerdo a la cantidad rotulada de

principio activo en la etiqueta del plaguicida; se realizd6 con el fin de
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evaluar la actividad biolégica de las lombrices a una concentracion
menor.

- Concentracion utilizada por los productores: se tomé la concentracion
recomendada por el fabricante siendo la misma utilizada por el productor.

- Concentracion doble: se tomo6 el doble de la dosis recomendada por el
fabricante.

- Concentracion triple: se tomo el triple de la dosis recomendada por el
fabricante.

- Presentacion del plaguicida EC (seccion 3.5.3).

4.4.9 Aplicacion de los plaguicidas de prueba de acuerdo a su

Presentacién

Mezclar la sustancia de prueba en el sustrato de suelo antes de introducir las
lombrices de tierra, utilizando los métodos descritos a continuacion
dependiendo de la presentacion de los plaguicidas, en nuestro caso fue
utilizado el método (i) para Concentrados Emulsificables ( Ver anexo N° 4).

(1) Sustancias solubles en agua (Concentrado Emulsificable):
inmediatamente antes de comenzar la prueba, disolver la cantidad de
sustancia de prueba en el agua requerida para las réplicas de una
concentracion 0 la porcion necesaria para humedecer el sustrato de
suelo y mezclar completamente la sustancia de prueba antes de

introducirla en un contenedor de prueba.

(i) Sustancias insolubles en agua pero solubles en solventes organicos:
Disolver la cantidad de sustancia de prueba requerida para obtener la
concentracion deseada en un solvente volatil (como acetona o

hexano). Agregarlo a una pequefia parte de arena de cuarzo o
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sustrato de suelo seco, mezclar completamente y evaporar el
disolvente colocando el recipiente bajo una campana de extraccidon
por una hora. Luego adicionar el restante del sustrato de suelo y el

agua, mezclar completamente.

(i)  Sustancias insolubles en agua o solventes organicos: Para una
sustancia insoluble en un solvente volatil, preparar una mezcla de 10
g de tierra fina, arena 6 10 g de sustrato de suelo seco y la cantidad
de sustancia de prueba requerida para obtener la concentracidén
deseada. Colocar la mezcla, el resto del sustrato de suelo y el agua
en un vaso de precipitados y mezclar completamente antes de

introducirlo en el contenedor de prueba.

4.4.10 Condiciones del control

Para la prueba de toxicidad se llevé un control por quintuplicado para ambos
plaguicidas exponiéndose a las mismas condiciones ambientales vy
experimentales. Con una humedad del 60%, pHde 6.0 £ 0.5 ytemperatura
23 +2 °C como parametro fisicoquimico inicial utilizando un sustrato artificial con
las mismas proporciones de tierra, caolin y arena con la diferencia que a este

no se le aplicara plaguicida.

4.4.11 Codificacion de las concentraciones de los plaguicidas

Con los plaguicidas en estudio se realizaron cinco repeticiones para cada
concentracion, codificandolo de la siguiente manera: concentracion de prueba
de los plaguicidas en estudio "C", plaguicida en estudio Endosulfan (Thiodan
EC 35) "THI", thiacloprid + Beta-Cyflutrina (Monarca EC 11.25 EC) "MON" y

repeticion "R".



Tabla N°4: Codificacion de los plaguicidas en la prueba de toxicidad

de la OECD
: Thiacloprid + Beta-
Concentraciones Endosulfan ,
Cyflutrina
CusTHIR1 C13 MONR1
C14THIR2 Cy3 MONR2
C1sTHIR4 C13s MONR4
C14THIRS C13 MONR5
C1THIR1 C1MONR1
C1THIR2 C1MONR2
C1
C1THIR3 C1MONR3
C1THIR4 C1MONR4
C1THIR5 C1MONRS5
C2THIR1 C2MONR1
C2THIR2 C2MONR2
c2
C2THIR3 C2MONR3
C2THIR4 C2MONR4
C2THIR5 C2MONRS5
C3THIR1 C3MONR1
C3THIR2 C3MONR2
c3 C3THIR3 C3MONR3
C3THIR4 C3MONR4
C3THIR5 C3MONRS5
CONTROL1
CONTROL2
Control CONTROL3
CONTROL4
CONTROLS5

71
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4.5 Validez de la prueba.

Los resultados se consideran validos si:

El porcentaje de mortalidad de los adultos observados en el control es
menor al 10% a las condiciones de prueba.
Se logra la reproduccion minima de 30 lombrices de tierra roja
californiana jovenes por contenedor control.

El coeficiente de variacion no excede el 50% en el control.

Procedimiento:

1.

Preparar la cantidad de plaguicida a utilizar en la prueba de toxicidad
especificada por Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo
Econdémico (OCDE), de acuerdo a las caracteristicas de solubilidad del

plaguicida.

Pesar 500.0 g de sustrato artificial seco en una balanza semianalitica.

Medir el plaguicida preparado dependiendo de la concentracién a
evaluar y mezclar con el agua necesaria para humedecer el sustrato al
60%.

Aplicar el plaguicida disuelto en la cantidad de agua necesaria para
humedecer el 60% (realizar en bandejas limpias para facilitar la

incorporacion del plaguicida).

Colocar el sustrato humedecido en los frascos de prueba llevando por
quintuplicado la prueba y dejar 30 minutos en camara de extraccion de

gases.



73

6. Medir los parametros fisicoquimicos iniciales (Temperatura, Humedad,
pH y Materia Organica) del sustrato de prueba (ver anexo N°6 y N°7).

7. Seleccionar 10 lombrices de tierra roja californiana adultas y lavar con
agua destilada, retirar el exceso de agua con papel toalla, pesar y
agregar a los frascos que contendran el sustrato con el plaguicida.

8. Pesar los frascos plasticos que contienen el sustrato con las lombrices

de tierra roja californiana (biomasa).

9. Alas 24 horas alimentar las lombrices con 5 g de estiércol de bovino (0.5
g por cada lombriz de tierra roja californiana) y humedecer el estiércol
con agua destilada (aproximadamente con 5 6 6 mL por recipiente)
extendiéndolo de manera homogénea en toda la superficie del sustrato
artificial. A partir de entonces alimentar una vez por semana durante el
periodo de prueba y si las lombrices ain no han consumido todo el

alimento, disminuir la racion con el fin de evitar el crecimiento de hongos.

10.Cada semana pesar y revisar el estado de las lombrices (sacando del
contendor las lombrices de tierra roja californiana vivas) el estado de las
lombrices durante el periodo de prueba. Agregar agua destilada si hay
pérdida de peso mayor al 10% (biomasa).

11.Tomar la temperatura de los frascos dos veces por semana a la misma

hora.

12.A las cuatro semanas sacar de los frascos las lombrices adultas vivas y
pesarlas, transferir el sustrato que contiene las lombrices a bandejas

limpias para facilitar la busqueda de las lombrices de tierra roja
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californiana adultas, lavar antes de pesar con agua destilada y el exceso
de agua eliminarlo con papel de toalla. Todas las lombrices que no se
encuentran en ese momento van a ser registradas como muertas, contar
las descendencias (huevos y crias jovenes) que se encuentran en el

sustrato.

13.Medir los parametros fisicoquimicos finales (Temperatura, Humedad, pH

y Materia Organica) del sustrato de prueba (ver anexo N°6 y N°7).

14.Determinar Concentracion Letal 50 (CL50) mediante tratamiento

estadistico probit.

15.Devolver el sustrato a los contenedores (excepto las lombrices adultas),
la prueba se mantendra durante cuatro semanas adicionales bajo las
mismas condiciones ambientales, que la alimentacién se llevard a cabo

s6lo una vez al inicio de esta nueva fase de la prueba.

16.Transcurridas las cuatro semanas adicionandoles verificar la
reproduccion por la presencia de crias jovenes y huevos siguiendo el

procedimiento en N°12.



V .RESULTADOS

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.0. Resultados

El Distrito de Riego del Valle de Zapotitan esta formado por 15 productores de
pepino, se determind estadisticamente la toma de muestra, obteniendo como
resultado 6 productores (ver anexo N°2), cabe mencionar que se entrevisto a 8
por su disposicion a colaborar con la recopilacion de datos, aumentando la

precision de los datos obtenidos (ver anexo N°3).

De acuerdo a los resultados obtenidos, los dos plaguicidas sintéticos mas
utilizados son: Endosulfan (Thiodan EC 35) y thiacloprid + Beta-Cyflutrina
(Monarca EC 11.25), ambos Concentrados Emulsificables de clase Il banda

amarilla (moderadamente peligrosos segun la OMS).

De acuerdo a las encuestas realizadas a los agricultores, la concentracion
utilizada de plaguicidas en el cultivo del pepino, es la recomendada por el
fabricante en la etiqueta del producto, pero en ocasiones llegan a utilizar el
doble y hasta el triple dependiendo del problema fitosanitario, por tal razén se
consideraron en estudio las siguientes concentraciones: 1/4 de la dosis
recomendada para el plaguicida Endosulfan (Thiodan EC 35) y 1/3 de la
concentracion recomendada para el thiacloprid + Beta-Cyflutrina (Monarca EC
11.25) como las mas bajas y para ambos plaguicidas se utilizaron la dosis
recomendada por el fabricante que equivale a la utilizada por el agricultor, y las

concentraciones doble y triple de la concentracion recomendada.

o b=

Figura N° 10: Entrevista a un agricultor de Cucumis sativus L.
(pepino) en el Valle de Zapotitan
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la que los agricultores del Distrito de Riego del Valle de Zapotitan cosechan el
Cucumis sativus L (pepino). Este ensayo se llevd a cabo en las instalaciones
del Laboratorio de Quimica Agricola de la Facultad de Ciencias Agronémicas
con las condiciones de luz necesaria en la prueba y utilizando frascos plasticos

transparentes que permitian el intercambio gaseoso.

5.1 Condiciones y pruebas previas para obtencién de resultados

5.1.1 Descripcion de los productos quimicos sintéticos utilizados

5.1.2 Endosulfan (Thiodan EC 35)
Es un plaguicida sintético, utilizado como insecticida con propiedades acaricidas
el cual es moderadamente peligroso. En la tabla N°5 se presenta una breve

descripcion de este plaguicida (ver hoja de seguridad anexo N°5).

Tabla N° 5: Descripcion de Endosulfan (Thiodan EC 35)
Endosulfan (Thiodan EC 35)

Nombre quimico 6,7,8,9,10,10-hexachloro 1,5,5a,6,9,9a-

hexahydro

Densidad 1,07 g/cm3 a 20°C

Concentracion 35 g/mL
Presentacion Concentrado Emulsificable
Toxicidad Moderada
Concentracion recomendada 25 mL /bomba
Solubilidad Soluble en agua

CAS 115-29-7
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5.1.3 Thiacloprid + Beta-cyflutrina (Monarca EC 11.25)
Es un plaguicida sintético, que se utiliza como un insecticida con propiedades
acaricidas y moderadamente toxico. En la tabla N°6 se presenta una breve

descripcion de este plaguicida (ver hoja de seguridad anexo N°5).

Tabla N° 6: Thiacloprid + Beta-cyflutrina (Monarca EC 11.25)
Thiacloprid + Beta-cyflutrina

Nombre quimico (2)-3-(6-chloro-3-pyridylmethyl)-1,3-
thiazolidin-2- ylidenecyanamide (S)-a-
cyano-4-fluoro-3-phenoxybenzyl (1R)-cis-3-
(2,2-dichlorovinyl)-2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate/(S) (1R)-
trans- and (R) (1S)-trans- isomeros, en la
relacion 1:2: cyano (4-fluoro-3-
phenoxyphenyl) methyl 3-(2,2-
dichloroethenyl)-2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate

(IUPAC)
Concentracién 11.25 g/mL
Presentacion Concentrado Emulsificable
Toxicidad Moderada
Concentracion recomendada 25 mL/bomba
Solubilidad Soluble en agua
CAS [111988-49-9] + [68359-37-5]

5.1.4 Preparacion de la solucién del plaguicida en estudio

Los plaguicidas seleccionados estan disefiados para formar emulsiones con
agua, por lo que estos fueron agregados a la cantidad de agua requerida para
humedecer el sustrato de suelo y mezclar completamente con esto, antes de

introducir al contenedor para la prueba(Ejemplo de céalculo, ver anexo N°4).

5.1.5 Caracteristicas del sustrato artificial
El sustrato artificial utilizado necesito de un pre-tratamiento con carbonato de

calcio para aumentar en mas de una unidad el pH requerido en la prueba, en la
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tabla N°7 se muestra las caracteristicas del sustrato al inicio de la prueba de

toxicidad.

Tabla N° 7: Caracteristicas fisicoquimicas iniciales del sustrato artificial

Determinacion Valor medio

pH 6.2
Materia orgénica 0.32%
Humedad 60%
Temperatura 23°C

5.1.6 Prueba de supervivencia

Como se muestra en la figura N°11, en la prueba de supervivencia no se
registraron muertes de las 25 lombrices, observando una completa asimilacion
de los 113.5 g de estiércol, secado, molido y humedecido con 70 mL de agua

destilada.

Figura N°11: Prueba de supervivencia

5.1.7 Prueba de retencién de agua
Luego de la prueba de retencién de agua realizada, se obtuvo que el sustrato
artificial requeria 120 mL de agua para poder humedecerse al 60% como se

observa en la figura N°12 (para célculos ver anexo N°4).
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Figura N°12: Prueba de Retencion de agua

5.1.8 Adaptacion de las lombrices de prueba al sustrato artificial

La adaptacién se realizé cinco dias antes del montaje de la prueba de toxicidad
con un kilogramo de sustrato artificial humedecido al 60% con agua destilada y
luego se introdujeron las 500 lombrices de prueba que fueron utilizadas en el

transcurso del ensayo.

5.1.9 Organismos de prueba

Las Eisenia foetida S (lombriz de tierra roja californiana) fueron lombrices
adultas de mas de dos meses de edad con un tamafio de seis a siete
centimetros de largo con clitelio teniendo una masa de 300 £+ 100 mg de peso
aproximadamente

5.1.10 Dimensiones del frasco de prueba

Se obtuvieron las dimensiones del frasco para poder determinar el espacio en
volumen que ocupaba los 500.0 g de sustrato artificial dentro de este se obtuvo
matematicamente utilizando la férmula de un cilindro:
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V= Trhr?
Donde:
V: volumen r: Radio
h: Altura T: pi

Luego de hacer las mediciones del frasco se tiene que la altura es de 5.5 cm,
con un radio de 12 cm. Al calcular el volumen se tiene que el sustrato artificial

ocupa un volumen de 622 cm® dentro del frasco (ver anexo N°11, figuraN°24).

5.2 Resultados de las determinaciones fisicoquimicas

Se determiné el contenido de Materia Organica por el método indirecto
(cenizas), también se registré el pH y la temperatura. Los analisis se realizaron
durante el inicio y final de las cuatro semanas de la prueba de toxicidad (anexo
N°8). Los valores presentados en las gréaficas en la discusion de resultados son
los promedios de las réplicas realizadas en el ensayo mediante la prueba de

toxicidad.

5.2.1 Control

Durante la prueba de toxicidad de la OECD se llevaron de manera simultanea
cinco controles los cuales se expusieron a las mismas condiciones de
temperatura y luz del sustrato artificial que el frasco donde se tenian los

plaguicidas en estudio.
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Cuadro N°1: Mortalidad del control de prueba

Control Mortalidad% Crias jévenes
CONTROL1 0 25
CONTROL2 0 26
CONTROL3 0 28
CONTROL4 0 26
CONTROLS 1 20

X 2 25

Como se muestra en el cuadro N°1 solo en el CONTROLS5 se produjo la muerte
de una lombriz lo que equivale al 2% de mortalidad de la Eisenia foetida S
(lombriz de tierra roja californiana) el cual fue determinado por el conteo de las
lombrices al final de las cuatro semanas obteniendo un coeficiente de variacion
de 4.56, con un promedio de 25 lombrices juveniles, en los que el pH

alcanzado fue de 6.9 (pH 6ptimo para la reproduccién es 7-8).

Todos los individuos del grupo Control presentaron clitelos bien desarrollados al

final del estudio permitiendo su reproduccion.

Luego de las cuatro semanas de la prueba de toxicidad de la OECD se sacaron
las lombrices adultas y se dejaron por cuatro semanas mas, las crias jévenes y
huevos, obteniendo un promedio de veinticinco lombrices jovenes para los cinco
frascos control. La prueba de toxicidad propuesta por OECD especifica que la
validez de la prueba se logra si la reproduccion minima es de 30 lombrices vy
establece que de ser menor la cantidad de lombrices como nuestros resultados
debe especificarse las posibles causas de esto para poder dar la validez de la
prueba, entre las posibles causas: variacion del pH, temperatura y el sustrato

debido a su alto porcentaje de arena
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5.3 Determinaciones fisicoquimicas del plaguicida Endosulfan (Thiodan
EC 35)

5.3.1 Determinacion de Contenido de humedad

61
%H 60 -
59 -
58 -
57 -
36 - m HUMEDAD INICIAL
55 -
B HUMEDAD FINAL
54 -
53 -
52 -
51 = T T T
Control C1/4THIR C1THIR C2THIR C3THIR
Concentraciones

Figura N°13:Humedad promedio inicial y final de las concentraciones de
plaguicida Endosulfan (Thiodan final EC35)

En la figura N° 13 se ilustra que la humedad disminuyo entre 4 y 6% (ver
anexo N° 8) a su valor inicial que fue de 60% para todas las concentraciones en
estudio, no excediendo el 10% limite de pérdida de humedad, debido a que el
sistema de prueba permitia el intercambio gaseoso que se produce al
descomponerse la Materia Organica, dando lugar a que el agua se evapore de
manera natural por sus propiedades fisicas; siendo la pérdida de humedad muy
lenta ya que el caolin del sustrato artificial permite retener humedad en el

sistema de prueba.
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5.3.2 Determinacion de pH

8
pH

7

6

5

4

M pH inicial

3 mpH final
2

1

O T T

Control C1/4THIR C1THIR C2THIR C3THIR
Concentaciones

Figura N°14: pH promedio inicial y final de las concentraciones con el
plaguicida Endosulfan(Thiodan EC35)

La figura N°14 ilustra un pH inicial de 6.2. Para el frasco control y para la
Cu4THIR un promedio final de 6.87, este aumento esta relacionado con la
cantidad de Materia Organica y la produccién de Vermiabono producida por las

lombrices,,,.

Respecto a las concentraciones C1THIR, C2THIR, C3THIR, se observé una
diminucién del pH luego de una semana de observacion en la cual se produjo
un 100% de mortalidad de las lombrices (ver anexo N°8), esta disminucion
influenciado por la descomposicion de las lombrices y la accion del plaguicida, .
El promedio final de las cuatro semanas de prueba para estas concentraciones
fue de 6.1.



5.3.3 Determinacion de Materia Organica
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Figura N°15 :

Promedio de Materia Orgéanica inicial y final de las
concentraciones con el plaguicida Endosulfan (Thiodan EC 35)
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La figura N°15 ilustra el aumento de Materia Organica para las concentraciones

C1THIR,C2THI,C3THIR, aumento debido al 100% de mortalidad de

lombrices, convirtiéndose estas en parte del sustrato artificial.

las

Para el control y la concentracion Cy,4THIR se produjo un aumento de Materia

Orgéanica de 0.65% y 0.34% respectivamente, como promedio durante las

cuatro semanas de la Prueba de toxicidad, debido a que no se produjo el 100%

de mortalidad (ver cuadro N°2), este aumento se debe a la actividad bioldgica

que realizan lombrices al alimentarse



86

5.3.4 Temperatura

24.9
24.8
24.7

24.6
24.5 -
24.4 -
24.3 A B TEMPERATURA INICIAL
24.2 A B TEMPERATURA FINAL
24.1

24 A T T T T

Control C1/4THIR C1THIR  C2THIR  C3THIR

Concentraciones

°C

Figura N°16: Promedio de temperatura inicial y final de las concentaciones con
plaguicida Endosulfan (Thiodan EC 35)

En la figura N°16 se ilustra el comportamiento de la temperatura en los frascos
para todas las concentraciones. Cabe destacar que los valores obtenidos se
encuentran entre 23+2°C, siendo la temperatura optima establecida en la
prueba de toxicidad. Permitiendo mantener para todas concentraciones un
temperatura en la cual Eisenia foetida (lombriz de tierra roja californiana)
pudiera desarrollarse, ya que la temperatura optima es de 20 — 28 °C para la

reproduccion de ellas;
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5.3.5. Concentracién Letal (CL50) de Endosulfan (Thiodan EC 35)

Cuadro N° 2: Datos de mortalidad y valores probit del plaguicida endofulfan
(Thiodan EC 35) (ver anexo N°10)

Replicas Concentracion log concentracion Mortalidad% Valor probit
(mg/L)
Cl/ATHIR 114.375 2.05 44 4.85
C1THIR 457.91 2.66 100 8.09
C2THIR 915.83 2.9618 100 8.09
C3THIR 1373.73 3.137 100 8.09
10
2 3.0912x - 1.0731
=Do. X-1.
8 ' _=w
57
o
& 6
]
8 ° u
S 4
3
2
1
0 T T T T T T 1
0 0.5 1 15 2 2.5 3 3.5

log concentracion

Figura N°17: Grafico log concentracion vrs valor probit para el plaguicida
Endosulfan (Thiodan EC 35)

En la figura N°17 se ilustra la Concentracion Letal 50 (CL50) para el plaguicida
quimico sintético Endosulfan (Thiodan EC 35), la mortalidad producida para Y
de la concentracion recomendada por el fabricante fue de 44%, para las
concentraciones recomendada por el fabricante, doble y triple concentracion fue
de un 100% de mortalidad como se muestra en la cuadro N°2, ya que en las

tablas probit (ver anexo N°9) no hay un valor para el 100% de mortalidad se
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tomo el valor mas cercano al 100%. Obteniendo una Concentracion Letal 50
(CL50) de 92.18 ppm (ver célculo anexo N°10) en 622 cm?® de sustrato artificial
qgue es el volumen de suelo artificial al cual se aplicé el plaguicida.

De acuerdo a los resultados del control, la muerte que se produjo en los frascos
de prueba para las diferentes concentraciones se debié a la accion de los

plaguicidas.

5.3.6 Comparacion de la Concentracion Letal 50 (CL50) del ensayo con la
concentracion declarada en hoja de seguridad

Cuadro N° 3: Concentracion Letal 50 (CL50) rotulada de Endosulfan (Thiodan
EC 35) (ver anexo N°5)

Bioindicador Dosis Tiempo de Comentario
exposicion
Oncorhynchus mykiss 2,1 ug/L 96 horas Realizando el ensayo
(Trucha arco iris) con un producto

formulado de
caracteristicas
similares.
Daphnia magna (Daphnia) 0.004 mg/L 48 horas Realizando el ensayo
con un producto
formulado de
caracteristicas

similares.
Scenedesmus subspicatus 0.56 mg/L 72 horas El valor indicado
(algas) corresponde a

principio activo de
endosulfan (Thiodan
EC 35)

Como se observa en el cuadro N°3, el Unico organismo que reporta CL50 es
Scenedesmus subspicatus (algas), utilizando Endosulfan pero tenemos que
tomar en cuenta que este valor no estd sujeto a comparacion porque la
contaminacion de plaguicidas en algas es de manera indirecta y en nuestro

estudio es de manera directa, estos dos organismos son de diferente especie y
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presenta no solo diferente anatomia si no también diferente fisiologia,

adsorcion, metabolizacion y eliminacion.

De acuerdo a los valores de Concentracion Letal 50 reportados en la etiqueta
del producto no puede compararse con el obtenido en el estudio, debido a que
tampoco se menciona el método y condiciones experimentales a las cuales se

determind este valor.

5.4 Determinaciones fisicoquimicas del plaguicida Thiacloprid + Beta-
cyflutrina (Monarca EC 11.25)

5.4.1 Determinacién de contenido de humedad

%H

m HUMEDAD INICIAL
HUMEDAD FINAL

contol C1/3AMONR C1IMONR C2MONR C3MONR
Concentraciones

Figura N°18: Humedad inicial y final promedio de las concentraciones con el
plaguicida Thiacloprid +Beta-cyflutrina (Monarca EC 11.25)

En la figura N° 18 se ilustra que a lo largo de la prueba de toxicidad la humedad
disminuyé6 entre 4 y 6% de la humedad inicial (60%) para todas las

concentraciones en estudio, no excediendo el limite de 10% de pérdida de
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humedad debido a que el sistema de prueba permitia el intercambio gaseoso
que se produce al descomponerse la Materia Organica, dando lugar a que el
agua se evapore de manera natural por sus propiedades fisicas; siendo la
pérdida de humedad muy lenta ya que el caolin presente en el sustrato artificial

permite retener humedad en el sistema de prueba.

5.4.2 Determinacién de pH

8

pH
6 -
5
4 -
3 -
2 -
1 -
0 - T T T T

Control C1/3MONR C1MONR C2MONR C3MONR
concentraciones

M pH inicial

M pH final

Figura N° 19: pH inicial y final promedio de las concentraciones con el
plaguicida Thiacloprid + Beta-cyflutrina (Monarca EC 11.25)

Como lo muestra la figura N°19 para la concentracion mas baja evaluada
C13MONR y el Control se observé un aumento del pH ya que las lombrices de
prueba sobrevivieron por un periodo de cuatro semanas, siendo el aumento el
resultado de la produccion de vermiabono y lixiviado «); estos productos de las
lombrices tienden a modificar el pH a un medio basico.

Para las concentraciones CIMONR, C2MONR, C3MONR en las cuales las

lombrices de tierra roja californiana solo sobrevivieron por un periodo de una
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produce una disminucién de pH por la descomposicion de las

lombrices muertas y la naturaleza del plaguicida.

5.4.3 Determinacion de Materia Organica

%MO
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4 H %MO INICIAL
0.3 - B %MO FINAL
0.2 -
0.1 -
0 - ; ; ; ;
control C1/3MONR C1IMONR C2MONR C3MONR
concentraciones
Figura N°20: Promedio de Materia Orgénica inicial y promedio de las
concentraciones con el plaguicida Thiacloprid + Beta-cyflutrina
(Monarca EC 11.25)
En la figura N°20 se ilustra el resultado para las concentraciones CIMONR,

C2MONR y C3MONR observandose un pequefio aumento en porcentaje de

Materia Orgénica ».debido al 100% de mortalidad de las lombrices en estudio,

produciéndose una descomposicion de estas e incorporandose a la cantidad de

Materia Organica presente en el sistema.

Al comparar

observa un

el control y C33MONR con el resto de las concentraciones se
mayor aumento de Materia Organica, demostrando que las

lombrices al estar en presencia de plaguicida sintético disminuye la produccién

de vermiabono.



5.4.4 Temperatura
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Figura N°21: Promedio de temperatura inicial y final de las concentraciones
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con el plaguicida Thiacloprid + Beta-cyflutrina (Monarca EC 11.25)

Como se observa en la figura N°21 el comportamiento de la temperatura se

encuentra entre 23 + 2°C, manteniendo para todas las concentraciones la

temperatura en la cual Eisenia foetida S (lombriz de tierra roja californiana)

puede desarrollarse, siendo la temperatura optima para la reproduccion de 20 —

28°C 47 de las lombriz de tierra roja californiana; por lo que la temperatura se

mantuvo en un rango optima.

5.4.5 Concentracion Letal (CL50) Thiacloprid + Beta-cyflutrina (Monarca
EC 11.25)

Cuadro N° 4: Datos de mortalidad y valores probit del plagucida Thiacloprid +
Beta-cyflutrina (Monarca EC 11.25)

C13MONR 49.16 1.691 46 4.9
C1IMONR 147.5 2.168 100 8.09
C2MONR 295 2.389 100 8.09
C3MONR 442.5 2.645 100 8.09
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Figura N°22: Grafico log concentracion Vrs valor probit plaguicida Thiacloprid +
Beta-cyflutrina (Monarca EC 11.25)

Como se muestra en la figura N°22 la mortalidad producida por el plaguicida
sintético Thiacloprid + Beta-cyflutrina (Monarca EC 11.25) es de 46% para la
concentracion C,;sMONR de 46%. Para las concentraciones: la recomendada
por el fabricante doble y triple se produjo un 100% de mortalidad de las
lombrices (ver cuadro N°4) y considerando que las tablas probit (ver anexo N°9)
no tienen un valor para el 100% de mortalidad se tomé el valor mas cercano al
100% que es de 8.09.

La ecuacion obtenida para la determinacion de la CL50 en plaguicida
Thiacloprid +Beta-cyflutrina (Monarca EC 11.25) es y = 3.4532x - 0.3847 y la
CL50 de 36.25 ppm (ver calculo anexo N°10) en 622cm?® de sustrato artificial

que es el volumen de suelo artificial al cual se aplico el plaguicida.
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5.4.6 Comparacion de Concentracién Letal 50 (CL50) del ensayo con la
Rotulada

De acuerdo a la hoja de seguridad (ver anexo N°5) del plaguicida sintético
Thiacloprid + Beta-cyflutrina (Monarca EC 11.25) no se reporta la
Concentracion Letal 50 (CL50) con ningun tipo de organismo bioindicador por lo

que no se tiene un valor de comparacién con la CL50 encontrada en el ensayo.

Es de gran importancia resaltar que los valores de CL50 obtenidos para ambos
plaguicidas en estudio, reflejan un envenenamiento del suelo que al compararlo
con una exposicion prolongada y repetida provocaria un efecto adverso en la
capacidad de la biota del suelo en contribuir a la salud del suelo e incluso
podria provocar no solo la muerte de las lombrices sino disminuir la capacidad

del suelo para aportar los nutrientes necesarios a los cultivos.

5.5 Comparacion entre la toxicidad de Endosulfan (Thiodan EC 35) y
Thiacloprid + Beta-cyflutrina (Monarca EC 11.25 EC).

De acuerdo a los resultados obtenidos para el paguicida Endosulfan (Thiodan
EC 35) la concentracin letal 50 fue de 92.18ppm y para el plaguicida Thiacloprid
+ Beta-cyflutrina (Monarca EC 11.25 EC) fue 36.25ppm por ello el plaguicida
mas toxico es el Monarca EC 11.25 ya que a menor cantidad de principio activo

causo el 100 de mortalidad.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

. De acuerdo a los resultados obtenidos en la encuesta efectuada a

productores de Cucumis sativus L (pepino) en el Distrito de Riego del
Valle de Zapotitdn, los plaguicidas sintéticos mas utilizados son
Endosulfan (Thiodan EC 35) y Thiacloprid + Beta-cyflutrina (Monarca EC
11.25) ambos con presentacion comercial de Concentrados
Emulsificables.

. De acuerdo de a los resultados obtenidos en la prueba de toxicidad la
Concentarcion Letal 50 (CL50) para el plaguicida quimico sintético
Endosulfan (Thiodan EC 35), fue de 92.18 ppm y para el plaguicida
quimico sintético Thiacloprid + Beta-cyflutrina (Monarca EC 11.25 EC), la
Concentracion Letal 50 (CL50) fue de 36.25 ppm en un volumen 622 cm®

de sustrato artificial.

. Al comparar el porcentaje de Materia Orgénica del control con las
concentraciones ensayadas se observa una disminucion de la
produccion de Materia Organica, indicando que la presencia de

plaguicidas sintéticos afecta la actividad biol6gica de las lombrices.

. La concentracion recomendada por el fabricante de Endosulfan (Thiodan
EC 35) y Thiacloprid + Beta-cyflutrina (Monarca EC 11.25) produjo el
100% de mortalidad en Eisenia foetida S (lombriz de tierra roja
californiana) bajo la condiciones del sistema de Prueba para la
determinacion de la CL50.

. Los porcentajes de Materia Organica en los sustratos se incrementd por

la actividad biolégica de Eisenia foetida S (lombriz de tierra roja
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californiana) 6 por la mortalidad de ella al convertirse en parte la

biomasa del suelo.

. El plaguicida sintético mas téxico para Eisenia foetida (lombriz de tierra
roja californiana) es el Thiacloprid + Beta-cyflutrina (Monarca EC 11.25)
ya que se necesitd una menor cantidad de principio activo para producir
el 100% de mortalidad en la prueba de toxicidas bajo las condiciones del

estudio.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES
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7.0RECOMENDACIONES

Evaluar concentraciones menores a la recomendada por el fabricante
utilizando Eisenia foetida S. (lombriz de tierra roja californiana) para
ambos plaguicidas en la prueba de toxicidad de la Organizacién para la

Cooperacion y Desarrollo (OECD) para ambos plaguicidas.

En estudios posteriores utilizar suelos que contenga un alto porcentaje
de Materia Organica y que se encuentre libre de plaguicidas, aplicando
diferentes concentraciones plaguicidas sintéticos para poder determinar

la Concentracién Letal 50 (CL50) en un suelo natural.

En estudios posteriores cuantificar la cantidad de plaguicida que es
absorbido por las lombrices de tierra roja californiana al inicio, durante y
al final de la prueba, para poder determinar la concentracién que causa

la mortalidad individual de las lombrices en un determinado tiempo.

Evaluar la cantidad de nutrientes del lixiviado y vermiabono, producido
por la actividad biologia de la lombriz de tierra roja californiana a
diferentes concentraciones de plaguicidas sintéticos, para determinar el
efecto que tienen la lombriz de tierra en el aporte de nutrientes a los

suelos agricolas y su afectacion con los grados de contaminacion.

. Utilizar la metodologia propuesta por la Organizacibn para la
Cooperaciéon y Desarrollo (OECD) en la evaluacion de diferentes tipos de
contaminacion del suelo, como metales pesados y sustancia de origen

guimico potencialmente peligroso para el Medio Ambiente.
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6. Realizar pruebas con otros plaguicidas quimicos sintéticos en cultivos
altamente explotados en El Salvador y poder determinar el afecto que

causa en el medio ambiente en los suelos agricolas del pais.
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Anexo N° 1

O Haciends zapotitan

Cultivos Intensivos

Parte central productora
de hortalizas

)

Caniales

Figura N° 23: Mapa de las zonas de cultivos en el Distrito de Riego del Valle de
Zapotitan o)



ANEXO N° 2
Calculo del tamafio de la muestra a considerar para los agricultores a

entrevistar en el Distrito de Riego del valle de Zapotitan,La Libertad

N*Zz*p*q
T d2x(N—1)+Z%2+p=xq

n

Donde:

N = es el total de la poblacién;

7’, = es 1,962 si la seguridad deseada es del 95 %;

p = es la proporcion esperada (en este caso 95 % 6 0.95);
g= 1-p (en este caso 1-0.95=0.05);

d = es la precision (en este caso se desea un 15 %).

15 * 1.96% % 0.95 * 0.05

= 0152(15— 1) + 1962 095 v 0.05 _ >0 =©

n



ANEXO N° 3

Encuesta y Resultados de las entrevistas realizadas a los
agricultores del cultivo de Cucumis sativus L. (pepino) en el Distrito

de Riego del Valle de Zapotitan, La Libertad.



ENCUESTA PARA LOS AGRICULTORES DE Cucumis sativus L. (PEPINO)
EN EL DISTRITO DE RIEGO DEL VALLE DE ZAPOTITAN
UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA'Y FARMACIA

OBJETIVO: Obtener informaciéon relacionada con el manejo fitosanitario de
Cucumis sativus L. (cultivo de pepino) en el Distrito de Riego del Valle de
Zapotitan, Ciudad Arce, La Libertad.

Indicaciones: Conteste lo mas honestamente posible cada una de las
preguntas que se le realizardn a continuacion.

1. ¢Cuales cultivos establece en esta parcela durante el afio?
a) Maiz b) Pepino

b) Arroz d) Chile verde

2. ¢Qué tipo de plaguicidas utiliza para manejar los problemas de plagas
y enfermedades?
a) Productos quimicos sintéticos b) Productos organicos

c) Productos biolégicos

3. ¢Informacion relacionada con los plaguicidas utilizados para el
manejo de los problemas fitosanitarios:

¢,Cual o cuales son los plaguicidas que mas usan?

Presentacion (solido,
No | Nombre del producto | Dosis usada liquido, suspension)

Al WIN| -

4. ¢Por qué utilizan més este o estos plaguicidas?

a) Costos b) Controla mejor las plagas c) Accesible

d) Por ser mas conocido  e) El menos peligroso f) Es mas potente



5. ¢Por qué toma la decisidn de aplicar plaguicidas?
a) Preventivamente b)Presencia de plaga

6. ¢Considera que previene y combate las plagas el o los plaguicidas
usados?
Si no
7. ¢Quién aplica los plaguicidas en el cultivo?
a) Duefio de la parcela
b) Empleado
c) Familiar

8. ¢Usted o la persona que aplica los plaguicidas se ha intoxicado alguna
vez?
Si No
9. ¢Harecibido capacitaciones sobre el uso y manejo seguro de los
plaguicidas?
Si no
10.¢,Qué medidas de prevencién toma en cuenta cuando aplica
los plaguicidas?
a) Ropa adecuada b) Guantes

c) Mascarilla d) no ingiere alimentos

11.;Posee algun lugar especial para el manejo de los plaguicidas?
Si No_

12.¢:Quién le recomienda los productos a utilizar?
a) Los técnicos de CENTA o alguna ONG  b)Los vendedores

c) Otro

Quién:



RESULTADOS DE LA ENCUESTA REALIZADA A LOS AGRICULTORES DE
Cucumis sativus L. (PEPINO) EN EL DISTRITO DE RIEGO DEL VALLE DE

1.

ZAPOTITAN LA LIBERTAD

¢, Cuales cultivos establece en esta parcela durante esta época del afio?

Alternativa Frecuencia absoluta Porcentaje
Maiz - -
Arroz - -
Pepino 8 100
Chile verde - -
Total 8 100

¢ Qué tipo de plaguicidas utiliza para manejar los problemas de plagas

y enfermedades?

Alternativa Frecuencia absoluta Porcentaje
Productos quimicos
sintéticos 8 100
Productos orgénicos -
Productos biol6gicos - -
Total 8 100

b) ¢Cual o cual los plaguicidas que mas usan?

Rres_entacién (so!ido,
Nombre del Dosis usada Ilqeﬂssals;zlézppirﬁ:gn)
producto agricultores encuestados*
Monarca 11.25 EC 1-2 copa por bomba Liquido
Thiodan 35 EC 1-2 copa por bomba Liquido
Rescate 1-2 sobres por bomba Polvo
Escuecho 1-2 sobres por bomba Polvo
SunFire 1-copa por bomba Liquido
Winner 1-2 copa por bomba Liquido
Exal 1-2 copa por bomba Liquido
Diamante 1-2 copa por bomba Liquido
Rienda 1-3 copa por bomba Liquido
Vidal 1-2 copa por bomba Liquido
Ridumil Gold 1-2 sobres por bomba Polvo
Ridumil Bravo 1-2 copa por bomba Liquido
Aliette 1-2 sobres por bomba Polvo
Pegasus 1-2 copa por bomba Liquido
Espinto 1-2 copa por bomba Liquido




. ¢ Por qué utilizan més este o estos plaguicidas?

Alternativa Frecuencia absoluta Porcentaje
Costos - -
Controla mejor las
plagas 5 62.5
Accesible - -
Por ser mas conocido - -
El menos peligroso - -
Esl mas potente 3 37.5
Total 8 100
¢ Por qué toma la decision de aplicar plaguicidas?
Alternativa Frecuencia absoluta Porcentaje
Preventivamente 8 100
Presencia de plaga - -
Total 8 100

¢, Considera que previene y combate las plagas el o los plaguicidas

usados?
Alternativa Frecuencia absoluta Porcentaje
Si 8 100
No - -
Total 8 100
¢ Quién aplica los plaguicidas en el cultivo?
Alternativa Frecuencia absoluta Porcentaje
Duefio de la parcela 2 25
Empleado 3 375
Familiar 3 37.5
Total 8 100

¢ Usted o la persona que aplica los plaguicidas se ha intoxicado alguna

vez?
Alternativa Frecuencia absoluta Porcentaje
Si - -
No 8 100
Total 8 100




9. ¢Harecibido capacitaciones sobre el uso y manejo seguro de los

plaguicidas?
Alternativa Frecuencia absoluta Porcentaje
Si 8 100
No - -
Total 100 100

10.¢,Qué medidas de prevencién toma en cuenta cuando aplica

los plaguicidas?

Alternativa Frecuencia absoluta Porcentaje
Ropa adecuada 8 100
Guantes - -
Mascarilla - -
no ingiere alimentos 8 100
Total 8 100

11.¢Posee algun lugar especial para el manejo de los plaguicidas?

Alternativa Frecuencia absoluta Porcentaje
Si 8 100
No - -
Total 8 100
12.¢Quién le recomienda los productos a utilizar?
Alternativa Frecuencia absoluta Porcentaje
Los técnicos de
CENTA o alguna 2 25
ONG
Los vendedores 4 50
Otro 2 25
Total 8 100




Anexo N° 4
Ejemplo de célculos de humedad y concentracion de plaguicida

Calculos para la determinacion del 60% de humedad en el sustrato
utilizado

20 mL de agua —» 100% de humedad
X mLdeagua — 60% de humedad
X=12 mL de agua

12 mL de agua —» 50 g de sustrato artificial

X mL de agua — 500 g de sustrato artificial
X=120 mL de agua

Céalculos parala determinacion de la cantidad de plaguicida utilizada para
cada concentracion.

Volumen recomendado por el fabricante = 25 mL/bomba

Capacidad de la bomba = 19 Litros =1900 mL

mL de agua necesarios para el 60% de humedad para 500 g = 120 mL
25 mL de plaguicida —— 19000 mL de agua

X mL de plaguicida——— 120 mL de agua

X =0.15 mL de plaguicida

Céalculo para la Concentracion recomendada por el fabricante del
plaguicida Thiodan 35 EC

35gp.a » 100 mL de plaguicida
Xg pa » 0.15mL de plaguicida
X g=0.0552dep.a
» 0.0552 g
Concentracion = ———— = 0.4579 mg/mL

120 mL



ANEXO N° 5

Hojas de Seguridad de Endosulfan (Thiodan 35 EC) y Thiacloprid + Beta-
cyflutrina (Monarca 11.25 EC)



HOJA DE SEGURIDAD DE THIODAN 35 EC

1. COMPOSICION / INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES THIODAN 35 EC

Naturaleza quimica

Componentes peligrosos

Concentrado emulsionable (EC)

Endosulfan 350 g/l

3. IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS

Advertencia de riesgo para el hombre y
para el medio ambiente

Inflamable.

Toxico en contacto con la piel.

Toxico por ingestion.

Irrita la piel.

Riesgo de lesiones oculares graves.

Muy toxico para los organismos acuaticos,
puede provocar a largo plazo efectos
negativos en el medio ambiente acuatico.
Nocivo: si se ingiere puede causar dafo
pulmonar.

4. PRIMEROS AUXILIOS

Inhalacién

Contacto con la piel

Contacto con los ojos

Ingestion

Notas para el médico
Sintomas

Riesgos

En caso de accidente por inhalacion, alejar a
la victima de la zona contaminada y mantener
en reposo. Llame inmediatamente al médico.

Quitese inmediatamente la ropa contaminada.
Lavese inmediatamente con jabon y agua
abundante. Llame inmediatamente al médico.

En caso de contacto con los ojos, lavenlos
inmediata y abundantemente con agua y
acuda a un médico.

En caso de ingestién, acuda inmediatamente
al médico y muéstrele la etiqueta o el envase.
Inducir vomito si el paciente esta totalmente
consciente, han pasado menos de 2 horas
desde la ingestion y no se puede obtener
ayuda médica facilmente. (el vémito no debe
llegar al tracto respiratorio) Enjuagar la boca
cuidadosamente y a fondo con agua.

Local:, irritaciébn grave, Sistémico:, mareos,
dolor de cabeza, ataxia, nausea, vOmitos,
dolor abdominal, inconsciencia, convulsiones

Puede haber efectos neurolégicos retrasados,
incluyendo edema cerebral.

En caso de ingestion o vomitos, peligro de
aspiracion pulmonar.

NO confundir con compuestos




Tratamiento

organofosforados

Auxilios elementales,
tratamiento sintomatico.
Se debera aplicar intubacion endotraqueal y
hacer un lavado gastrico, seguidos de
administracion de carbén animal y después de
una solucion acuosa de sulfato de magnesio o
de sodio al 30%.

Controlar: sistemas respiratorio, cardiaco,
rifidn, higado y sistema nervioso central.
Control de electrocardiograma.

Control de electroencefalograma.

Eliminacion por diuresis alcalina forzada.
Tratamiento de las convulsiones con
fenobarbital y, segin caso, con diazepam por
via intravenosa; gluconato calcico 10% por via
intravenosa.

Contraindicados: derivados de adrenalina,
derivados de morfina, atropina, obidoxima

descontaminacion vy

5. MEDIDAS DE LUCHA CONTRA
INCENDIOS

Medios de extincién adecuados

Peligros especificos para la lucha contra el
fuego

Equipo de proteccidn especial para los
bomberos

Informacién adicional

Espuma

Diéxido de carbono (CO2)
Polvo seco

Agua pulverizada

En caso de incendio puede(n) desprenderse:
Monéxido de carbono (CO)

Oxidos de azufre

Acido clorhidrico (HCI)

En caso de fuego, protéjase con un equipo
respiratorio autbnomo.
Llevar ropa de proteccion total.

El agua de extincion debe recogerse por
separado, no debe penetrar en el
alcantarillado.

Si no se puede retirar el producto de la zona
de incendio, refrigerar con agua los envases y
reducir el calor para evitar que aumente la
presién en los envases.

6. MEDIDAS EN CASO DE VERTIDO
ACCIDENTAL

Precauciones personales

Precauciones para la proteccion del medio
ambiente

Utilicese equipo de proteccion individual.
Evacuar el personal a zonas seguras.

Utilicese equipo de proteccidn individual.
Evacuar el personal a zonas seguras.




Métodos de limpieza

Consejos adicionales

Recoger con material absorbente (p. €j. arena,
tierra de infusorios, absorbente universal).
Llevar a eliminar en recipientes provistos de
cierre seguro.

Indicaciones relativas a manipulacion segura.
Indicaciones relativas al equipo de proteccién
individual.

Indicaciones relativas a eliminacion de
residuos.
Verificar también la existencia de

procedimientos internos en el centro de
trabajo.

7. MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO

Manipulacion
Consejos para una manipulacién segura

Indicaciones para la proteccién contra
incendio y explosion

Indicaciones para la protecciéon contra
incendio y explosion
Almacenamiento

Exigencias técnicas para almacenes y
recipientes

Indicaciones para el almacenamiento
conjunto

Estabilidad en almacén
Tiempo de almacenamiento
Temperatura de almacenamiento

Otros datos

Materiales adecuados

Material no adecuado

Asegurese una ventilacion apropiada.

El producto es inflamable.
Manténgase separado del calor y de las
fuentes de ignicién.

El producto no es sensible a impacto y/o
friccion y por lo tanto, no provoca explosiones

Cerrar los recipientes herméticamente vy
mantenerlos en lugar seco, fresco y bien
ventilado.

Mantener alejado de la luz directa del sol.
Proteger de las heladas.

Manténgase separado de alimentos, bebidas y
piensos.

24 Meses

25°C
Almacenar a temperatura entre 0 y 30 °C ,
max. 50 °C.

Vidrio

Botellas de polietiieno con
interior de poliamida (coex)
Acero pintado al horno
Polietileno, goma

revestimiento




8. CONTROLES DE LA EXPOSICION Y
PROTECCION PERSONAL

Proteccién personal
Proteccién respiratoria

Proteccién de las manos
Proteccion de la piel y del

Cuerpo

Medidas de higiene

Medidas de proteccion

Durante corte tiempo puede utilizarse equipo
respiratorio con filtro combinado A-P3.

Guantes desechables de PVC.
Caucho nitrilo.

Ropa ligera de proteccion, de PVC.
No comer o beber, ni fumar durante el trabajo.
Lavarse las manos y la cara antes de los

descansos y después del trabajo.

Evitar contacto con piel y ojos

9. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

Aspecto

Estado fisico Liquido

Color De pardo claro a pardo oscuro
Olor Aromético

Datos de Seguridad

Punto de inflamacién 48 °C

Temperatura de autoignicion

Densidad

Solubilidad

Hidrosolubilidad

Viscosidad, cinematica

Tensioén superficial Sensibilidad al impacto
Explosividad

10. ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD

Liquido
De pardo claro a pardo oscuro
Aromaético

Datos de Seguridad

48 °C copa cerrada

435 °C a 1.000 hPa92/69 /EWG, A.15
aprox. 1,07 g/cm3 a 20 °C

Soluble en hidrocarburos arométicos
Emulsionable

2,01 mm2/s a 40 °C

28,9 mN/m a 40 °C

No sensible al impacto

No explosivo

Productos de descomposicion
peligrosos
Reacciones peligrosas

Oxidos de azufre

compuestos de cloro

Estable bajo las condiciones de
almacenamiento recomendadas

11. INFORMACION TOXICOLOGICA

Toxicidad oral aguda
Toxicidad oral aguda
Toxicidad dérmica aguda

Irritacion de la piel Irritante (conejo)

DL50 (rata) 40 mg/kg

DL50 (conejo) 34 mg/kg

DL50 (rata) 266 mg/kg Se realizd el ensayo
con un producto formulado de caracteristicas
similares.

Se realiz6 el ensayo con un producto
formulado de caracteristicas

Similares




Irritacion de los ojos

Sensibilizacion

Riesgo de lesiones oculares graves.
(conejo)Se realiz6 el ensayo

con un producto formulado de caracteristicas
similares.

No sensibilizante (conejillo de indias)OCDE
Linea Directriz de Prueba 406, Prueba de
Buehler. Se realiz6 el ensayo con un producto
formulado de caracteristicas similares.

12. INFORMACION ECOLOGICA

Efectos ecotoxicoldgicos
Toxicidad para peces

Toxicidad para Dafnia magna

Toxicidad para las algas

CL50 (Trucha arco iris (Oncorhynchus
Mykiss)) 2,1 pgl/l

Tiempo de exposicion: 96 h

Se realiz6 el ensayo con un producto
formulado de caracteristicas

similares.

CE50 (Dafnia magna) 0,004 mg/I|

Tiempo de exposicion: 48 h

Se realiz6 el ensayo con un producto
formulado de caracteristicas

similares.

(Scenedesmus Subspicatus) > 0,56 mg/l
Tiempo de exposicion: 72 h

El valor indicado corresponde a la materia
activa técnica endosulfan

13. CONSIDERACIONES SOBRE LA
ELIMINACION

Producto

Envases contaminados

No eliminar el desecho en el alcantarillado.
Debe incinerarse en una planta incineradora
adecuada que esté en posesion de un permiso
otorgado por las autoridades competentes.

Enjuagar los recipientes vacios con agua y
usar esta agua de limpieza para preparar el
caldo

de pulverizacion.

Perforar el envase para evitar su reutilizacion.
Los envases vacios deben ser reciclados o
eliminados como residuo.

Envases/embalajes que no pueden ser
limpiados deben ser eliminados de la misma
forma que el producto contenido.

14. INFORMACION RELATIVA AL

TRANSPORTE

ADR/RID/ADNR 2995
N° ONU 6.1 (3)
Etiquetas I
Grupo embalaje 63




N° de peligro
Descripcién de los productos

IMDG

N° ONU

Clase

Grupo embalaje

EmS

Contaminante marino
Descripcién de los productos

IATA

N° ONU

Clase

Grupo embalaje

Descripcién de los productos

UN 2995 PLAGUICIDA ORGANOCLORADO
LIQUIDO TOXICO, INFLAMABLE
(Endosulfan, disolvente nafta (Petréleo)
fraccién aromatica

ligera en solucién)

2995

6.1

Il

F-E,S-D

Contaminante del mar

PLAGUICIDA LIQUIDO, TOXICO , A BASE
DE COMPUESTOS

ORGANOCLORADOS, INFLAMABLE
(Endosulfan, disolvente nafta (Petrdleo)
fraccion aromatica

ligera en solucién)

ORGANOCHLORINE PESTICIDE, LIQUID,
TOXIC, FLAMMABLE

(Endosulfan, solvent naphtha (Petroleum) light
aromatic

solution)

2995

6.1

]

PLAGUICIDA ORGANICO CLORADO,
LIQUIDO, TOXICO, INFLAMABLE
(Endosulfan, disolvente nafta (Petroleo)
fraccion aromatica ligera en solucién)
ORGANOCHLORINE PESTICIDE, LIQUID,
TOXIC,

FLAMMABLE

(Endosulfan, solvent naphtha (Petroleum) light
aromatic solution)

15. INFORMACION REGLAMENTARIA

Clasificacion y etiquetado segun Directivas CE sobre preparados peligrosos 1999/45/CE, y sus

Clasificacion:

Requiere etiqueta

Componentes determinantes del peligro para el etiquetado:

e Endosulfan

¢ Nafta Disolvente (petréleo), fraccion aromatica ligera

Simbolo(s)
T  Toéxico

N  Peligroso para el medio ambiente

Frase(s) - R
e R10 Inflamable.

e R24/25 Toxico en contacto con la piel y por ingestién.




e R38Irrita la piel.

e R41 Riesgo de lesiones oculares graves.

e R50/53 Muy téxico para los organismos acuaticos, puede provocar a largo plazo
efectos negativos en el medio ambiente acuatico.

e R65 Nocivo: si se ingiere puede causar dafio pulmonar.

Frase(s) - S

e S26 En caso de contacto con los ojos, lavense inmediata y abundantemente
con agua y acldase a un médico.
S35 Eliminense los residuos del producto y sus recipientes con todas las
precauciones posibles.
S36/37/39 Usense indumentaria y guantes adecuados y proteccién para los ojos/la
cara.
S45 En caso de accidente o malestar, acidase inmediatamente al médico (si es
e posible, muéstresele la etiqueta).
e S57 Utilicese un envase de seguridad adecuado para evitar la contaminacion
e del medio ambiente.

Etiguetado adicional
o Afin de evitar riesgos para las personas y el medio ambiente, siga las instrucciones de
uso.
Etiquetado adicional
e Restringido a usos profesionales.
Informacién adicional
e Clasificacion OMS: Ib (Altamente peligroso)
Medidas preventivas de medicina laboral
e Deben tenerse en cuenta las limitaciones vigentes para el empleo de jévenes en
determinadas tareas: 94/33/EC

16. OTRA INFORMACION

Informacién adicional
Texto de las frases R mencionadas en la Seccién 2:

R10 Inflamable.

R21 Nocivo en contacto con la piel.

R24/25 Téxico en contacto con la piel y por ingestion.

R34 Provoca quemaduras.

R36 Irrita los ojos.

R37 Irrita las vias respiratorias.

R37/38 Irrita las vias respiratorias y la piel.

R41 Riesgo de lesiones oculares graves.

R50/53 Muy téxico para los organismos acuaticos, puede provocar a largo plazo
efectos negativos en el medio ambiente acuatico.

R51/53 Téxico para los organismos acuaticos, puede provocar a largo plazo
efectos negativos en el medio ambiente acuatico.

R52/53 Nocivo para los organismos acuaticos, puede provocar a largo plazo
efectos negativos en el medio ambiente acuatico.

R65 Nocivo: si se ingiere puede causar dafio pulmonar.

R66 La exposicion repetida puede provocar sequedad o formacién de grietas en la piel.
R67 La inhalacién de vapores puede provocar somnolencia y vértigo.




HOJA DE SEGURIDAD MONARCA 11.25EC

Seccién 1: Composicion/ingredientes

Tipo de producto :
Ingrediente activo :

Nombre quimico :

Concentracion :
Férmula quimica :
N° CAS :

N°® UN :

Insecticida, Aceite, emulsion en agua (EC)

Thiacloprid + Beta-cyflutrina
(2)-3-(6-chloro-3-pyridylmethyl)-1,3-thiazolidin-2-
ylidenecyanamide (S)-a-cyano-4-fluoro-3-phenoxybenzyl
(1R)-cis-3-(2,2-dichlorovinyl)-2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate/(S) (1R)-trans- and (R)
(1S)-trans- isdbmeros, en la relacion 1:2: cyano (4-fluoro-3-
phenoxyphenyl) methyl 3-(2,2-dichloroethenyl)-2,2-
dimethylcyclopropanecarboxylate

(IUPAC)

9,9% plp + 11.24% plp
C10H9CIN4S + C22H18CI2FNO3

[111988-49-9] + [68359-37-5]

2810

Seccién 2:

Identificacion de los riesgos

Marca en etiqueta Clasificacion

de riesgos del producto quimico:

a) Peligros para la salud de las
personas

- Efectos de una sobre-
exposicion aguda (por unavez)

Inhalacién :

Contacto con la piel :

Contacto con los ojos:

Ingestion :

- Efectos de una sobre-

exposicion crénica (largo plazo) :

- Condiciones médicas que se
veran

agravadas con la exposicion al
producto

Nocivo
Moderadamente Peligroso. Categoria .

Puede provocar leve irritacion de las mucosas.

El contacto prolongado puede causar sensibilizacion e
irritacion cutanea.

El contacto prolongado puede causar irritacion a los ojos.
Si se ingiere puede producir nduseas, dolor abdominal,

dificultad para respirar, congestiébn pulmonar, temblores,
espasmos musculares.

Leve irritacion de la piel y mucosas, gastritis.

No conocidas.

Producto téxico por ingestion. Puede provocar efecto de
sensibilizacién al contacto con la piel




Seccién 3: Medidas de primeros auxilios

En caso de contacto accidental con el
producto,
proceder de acuerdo con:

Inhalacion:

Contacto con la piel :

Contacto con los ojos :

Ingestion :

Nota para el médico tratante :

Sintomas :

En caso de accidente o malestar, obtener
atencion médica inmediatamente (si es posible
mostrar la etiqueta del producto). Mantener al
afectado bajo control médico

Trasladar al afectado al aire fresco. Si es
requerido, dar respiracién artificial. Mantener
al paciente abrigado.

Sacar inmediatamente la ropa contaminada y
los zapatos. Lavar la zona afectada de la piel
inmediatamente con abundante agua y jabdn
neutro.

Lavar inmediatamente con abundante agua

durante al menos 15 minutos. En caso de
inflamacion  persistente, llamar a un
oftalmdlogo.

No provocar vémitos y buscar ayuda médica.

No tiene antidoto especifico. Aplicar
tratamiento sintomatico. Dilucion y lavado
gastrico con suero salino. De ser necesario,
estimular la respiracién y actividad cardiaca.

Nauseas, dolor abdominal,
respirar, congestion pulmonar,
espasmos musculares.

dificultad para
temblores,

Seccidn 4: Medidas para lucha contra el fuego

Agentes de extincion :

Riesgos especificos :

Procedimientos especiales para combatir el
fuego :

Equipos de proteccidn personal para el
combate del fuego :

Chorro de agua pulverizada, espuma, diéxido
de carbono, polvos secos o arena.

No combustible. Peligro de emisiéon de gases
téxicos en caso de fuego.

Contener la dispersion del medio de extincion.
Evite contaminaciéon ambiental. No respirar
vapores o neblina.

Utilizar equipo de respiracion de presion
positiva. Usar filtro para vapores quimicos
organicos. Llevar ropa de proteccién cuando
se combate el fuego.




Seccién 5: Medidas para controlar derrames o fugas

Medidas de emergencia:

Equipo de proteccién personal :

Precauciones para evitar dafios al medio
ambiente :

Métodos de limpieza :

Sefializar la zona afectada y prohibir el acceso
de personas ajenas,
nifios y animales en el lugar de derrame

Utilizar equipo de proteccion.

No contaminar cursos o fuentes de agua ni la
red de alcantarillado

Recuperar el producto con material
absorbente como tierra o aserrin humedo.
Barrer el material recopilado introducirlo en un
recipiente, el que se almacena debidamente
marcado y bien cerrado para disponerlo de
acuerdo con la legislacion vigente.

Seccién 6: Manipulacién y almacenamiento

Recomendaciones técnicas:

Precauciones :

Medidas especificas para manipulacion
segura:

Condiciones de almacenamiento :

Embalajes recomendados y no adecuados :

Seguir las normas de seguridad apropiadas
para productos fitosanitarios.

Mantener fuera del alcance de los nifos.
Almacenar alejado de alimentos, bebidas.

Utilizar equipo de proteccion adecuado.
No comer, beber ni fumar durante su
manipulacién o aplicacion.

Manipulacién sélo por personas adultas y
adiestradas en el manejo de productos
fitosanitarios.

Almacenar en su envase original bien cerrado,
en lugar seguro, fresco, seco y bien ventilado.
Mantener idealmente a temperaturas < 35°C.

Material recomendado: material rigido con
proteccion contra la humedad: Coex.

Seccion 7: Control de exposicién/proteccién

especial

Medidas para reducir una eventual
exposicion

Parametros de control especificos :
Equipo de proteccidn personal
Proteccién respiratoria :
Proteccién de las manos :

Proteccién de la vista :

Ninguna en especial.

No presenta.

Utilizar méscara con filtro para vapores
organicos.
Utilizar guantes.

Utilizar gafas protectoras.




Otros equipos de proteccién :

Medidas de higiene especificas:

Precauciones especiales :

Utilizar ropa de proteccion adecuada.

Lavar las zonas del cuerpo expuestas al
producto, siempre  después de su
manipulaciéon o aplicacién. Lavarse antes de
beber, comer, fumar o ir al bafio.

No especificas.

Seccién 8: Propiedad

es fisicas y quimicas

Estado fisico :.

Apariencia, color y olor

pH:

Punto de inflamacion (flash point) :
Temperatura de autoignicién :
Propiedades explosivas :

Peligro de fuego o explosion :
Presién de vapor a 20°C :
Densidad de vapor : No disponible.
Densidad :

Solubilidad en agua y otros solventes :

Liquido, suspensién

Liquido blanco a ligeramente café.
4.8 (1% viv)

No exhibe con temperaturas > 100°C.
435°C.

No explosivo.

No.

No disponible.

No disponible.

1.018 g/mL a 20°C.

Miscible en agua

Seccion 9: Estabil

idad y reactividad

Estabilidad :

Condiciones que deben evitarse:

Productos peligrosos de la
descomposicion :

Productos peligrosos de la combustién :

Estable bajo condiciones normales de uso.

Humedad en el almacenamiento.
Temperaturas < -10°C y > 40°C.

Materiales que deben evitarse
Incompatibilidad : Incompatible con productos
de reaccidn alcalina u oxidantes.

No existen reacciones peligrosas conocidas
bajo condiciones normales de uso.

Peligro de emisién de gases téxicos en caso
de incendio:
HCI, CO, SO2 y NOx.

No presenta.

Polimerizacién peligrosa:

Seccion 10: Informacién toxicolégica

Toxicidad aguda :

Toxicidad crénica o de largo plazo :

Efectos locales o sistémicos :
Sensibilizacion alergénica:

LD50 oral rata: > 500 < 1.000 mg/kg
LD50 dermal rata: > 4.000 mg/kg

No mutagénico; no teratogénico.

No irritante para los ojos (conejo).

No irritante a la piel (conejo).

Puede provocar sensibilizacién (cerdo de
Guinea).




Seccion 11: Informacion ecoldgica

Inestabilidad:

Persistencia/degradabilidad :

Bioacumulacion :

Comportamiento/impacto sobre el medio
ambiente :

Ecotoxicidad :

Estable bajo condiciones normales.

Thiacloprid se degrada rapidamente en el
suelo bajo condiciones aer6bicas. Beta-
ciflutrina se metaboliza rapidamente en el
suelo bajo condiciones aerobicas, con vida
media de 58 dias

Thiacloprid no se bioacumula en peces. Beta-
ciflutrina se bioacumulaen peces, declinando
con vida media de 3.7 dias en la fase de
depuracion.

No presenta riesgos si se siguen las medidas

de seguridad y recomendaciones de uso.

Basado en los ingredientes activos; toxico a
peces y organismos acuaticos.

Seccion 12: Consideracion

es sobre disposicién final

Método de eliminacion del producto:

Eliminacién de embalajes y envases
contaminados :

Incineracion en instalaciones autorizadas.
Disponer de acuerdo con las leyes locales
vigentes.

No contaminar cursos o fuentes de agua con
el producto o sus restos.

El envase debe estar completamente vacio
para su eliminacion.

Incinerar en instalaciones autorizadas.
Disponer de acuerdo con la normativa vigente




ANEXO N° 6

Equipo, materiales y reactivos para los analisis de Humedad, pH,
Temperatura y Materia Orgénica



1.Determinacion de Materia Organica

Determinacién de cenizas

Materiales y equipo

Materiales
Equipo
- Crisoles de porcelana -Balanza analitica
- Pinzas para crisol -Estufa de vacio
- Bandeja metalica -Mufla

- Micro espatula.

Procedimiento:

- Tarar crisoles a peso constante calentando a 105°C por 5 horas enfriar
en desecador y pesar.

- Pesar 1.00 g de muestra (sustrato artificial) previamente secada a 105°C

- Calcinar 550°C por 5 horas en la mufla.

- Enfriar en desecador y pesar.

Calculos:
Formula:
) crisol con ceniza — crisol vacio
%Cenizas = W x100
En donde :

W = Peso de la muestra en gramos

Formula de materia organica

% de Materia Organica (MO) = 100 - % de Cenizas



2. Determinacion de Porcentaje de Humedad (27

Materiales y equipo

Materiales Equipo
-Cajas metélicas -Balanza analitica
-Pinzas para crisol -Estufa de vacio

-Bandeja metalica de aluminio

-Micro espatula

Procedimiento:

- Tarar la caja de aluminio a peso constante calentando a 105°C por 1hora
enfriar y pesar.

- Pesar 5.00 g de muestra y colocar en estufa a 105°C por 24 horas

- Enfriar en desecador por 1horay pesar

_ (peso de caja de Al + muestra humeda) — (peso de caja de Al + muestra seca )
- (peso de caja + muestra humeda)

%H x100

En donde:

%H= Porcentaje de humedad.

3. Determinacion de pH (»
Reactivos

Solucién Buffer de pH=4, 7y 10
Agua destilada fria libre de CO;

Materiales y equipo

Materiales Equipo
-Beaker 100 mL -Balanza Semianalitica
-Agitadores -pHmMetro

Probeta de 100 mL



-Bandeja metalica
-Micro espatula

Procedimiento:

- Pesar 3.0 g de muestra en beaker de 100 mL.

- Adicionar 50 mL de Agua.

- Agitar ocasionalmente.

- Dejar reposar por 30 minutos.

- Calibrar el pH - metro (utilizando el siguiente orden con los buffer (4, 7 y 10).
- Introducir el electrodo en la solucion de la muestra.

- Esperar que aparezca en la pantalla la lectura directa.

4. Determinacion de temperatura ()

Equipo
-Termometro (0-200°C)

Procedimiento:
- Colocar el termémetro en 5 puntos estratégicos en forma de cruz dentro del
sustrato artificial (En la extremos y centro),

- Dejar reposar por 5 minutos y tomar la lectura.



ANEXO N° 7

Esquemas de Procedimientos de anélisis fisicoquimico de Materia
Organica, Humedad, pH y procedimiento para calcular el porcentaje de
retencion de agua



1. Procedimiento de porcentaje de humedad

Tarar a 105°C una caja
de aluminio por 2

horas (identificarla) . Pesar la caja
i de aluminio

Colocar la caja en estufa al
vacio previamente calentada a
105°C por 24 hora y ajustar la

Homogenizar muestra y
pesar 5.0 g en caja de
aluminio previamente
tarada

presion

Pesar la caja mas la muestra
seca. Anotar el peso




2. Procedimiento de Materia Organica (Cenizas)

Colocar un crisol
previamente identificado
a 550°C por 5 horas

Colocar el crisol a 550°c por 5
horas controlando el tiempo y la
temperatura

Enfriar el crisol en
un desecador por
30 minutos

Pesar el crisol
vacio, anotar peso
inicial

Enfriar el crisol en un

desecador por 30 minutos




3. Procedimiento de determinacion de pH

Pesar 3 g de sustrato en
un beaker de 100 mL j
Disolver en 50 mL de agua
destilada




4. Procedimiento para determinar el porcentaje de humedad

Pesar 100.0 g de
sustrato artificial seco

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

Medir el volumen
gastado cuando el
sustrato formala
primera gota de agua
excedente

Agregar agua con una probeta
hasta que comience el
primer goteo




ANEXO N° 8

Cuadros de los resultados individuales y cuadros de los resultados
Promedios de Humedad, pH y Temperatura para Endosulfan (Thiodan 35
EC) y Thiacloprid + Beta-cyflutrina (Monarca 11.25 EC)



CUADRO DE DATOS INDIVIDUALES DE LOS PORCENTAJES DE
HUMEDAD, pH y TEMPERATURA PARA EL CONTROL Y LOS
PLAGUICIDAS DE PRUEBA

Cuadro N° 5: Resultados de los porcentajes individuales de Humedad, Materia
Organica, pH y temperatura para los controles Orgéanica, pH 'y
Temperatura de los frascos control.

Réplicas INICIAL FINAL
%H %MO T°C pH %H %MO T°C pH
60 0.35 24 6.2 52 0.92 6.69
Controll 60 0.35 24 6.2 56 0.93 24 7.12
60 0.35 24 6.2 54 0.89 6.88
60 0.35 24 6.2 54 0.92 7.14
control2 60 0.35 24 6.2 57 0.92 25 7.21
60 0.35 24 6.2 54 0.96 7.13
60 0.35 24 6.2 55 0.91 6.97
control3 60 0.35 24 6.2 56 0.97 24 6.79
60 0.35 24 6.2 57 0.96 7.08
60 0.35 24 6.2 52 0.96 6.81
control4 60 0.35 24 6.2 55 0.97 24 6.96
60 0.35 24 6.2 52 0.95 6.76
60 0.35 24 6.2 56 0.94 6.81
control5 60 0.35 24 6.2 53 1.26 24 6.87
60 0.35 24 6.2 53 0.98 6.89

Cuadro N° 6: Resultados de los porcentajes individuales de los parametros
fisicoquimicos % de la concertacion recomendada del plaguicida
Thiodan 35 EC de la primera semana y cuarta semana.

Réplicas INICIAL FINAL
%H %MO T°C pH %H %MO T°C pH
60 0.35 24 6.2 54 0.73 6.89
C1/4THIR1 60 0.35 24 6.2 56 0.65 24.3 6.93
60 0.35 24 6.2 55 0.66 6.91
60 0.35 24 6.2 55 0.69 6.98
C1/4THIR2 60 0.35 24 6.2 54 0.68 25.2 7.02
60 0.35 24 6.2 56 0.73 7.1
60 0.35 24 6.2 55 0.72 6.85
C1/4THIR3 60 0.35 24 6.2 52 0.69 24.3 6.76
60 0.35 24 6.2 53 0.66 6.89
60 0.35 24 6.2 55 0.71 7.15
C1/4THIR4 60 0.35 24 6.2 56 0.67 245 7.08
60 0.35 24 6.2 54 0.67 7.09
60 0.35 24 6.2 52 0.66 7.32
C1/4THIR5 60 0.35 24 6.2 53 0.69 24.2 7.35
60 0.35 24 6.2 55 0.68 7.23




Cuadro N° 7: Resultados de los porcentajes individuales de los pardmetros
fisicoquimicos de la primera semana del plaguicida Endosulfan
(Thiodan 35 EC)

Réplicas INICIAL FINAL
%H %MO T°C pH %H %MO T°C pH
60 0.35 24 6.2 55 0.4 5.7
C1THIR1 60 0.35 24 6.2 58 0.42 245 5.73
60 0.35 24 6.2 56 0.38 5.68
60 0.35 24 6.2 55 0.44 5.62
C1THIR2 60 0.35 24 6.2 56 0.42 24.3 5.60
60 0.35 24 6.2 54 0.39 5.61
60 0.35 24 6.2 52 0.44 5.71
C1THIR3 60 0.35 24 6.2 53 0.42 24.3 5.72
60 0.35 24 6.2 54 0.41 5.69
60 0.35 24 6.2 54 0.39 5.52
C1THIRA 60 0.35 24 6.2 57 0.42 25.6 5.51
60 0.35 24 6.2 56 0.40 5.50
60 0.35 24 6.2 54 0.42 6.71
C1THIRS 60 0.35 24 6.2 55 0.42 235 6.89
60 0.35 24 6.2 53 0.41 6.69
60 0.35 24 6.2 55 0.42 5.23
C2THIR1 60 0.35 24 6.2 54 0.41 24.2 5.20
60 0.35 24 6.2 56 0.43 5.21
60 0.35 24 6.2 55 0.41 5.27
C2THIR2 60 0.35 24 6.2 56 0.41 234 5.26
60 0.35 24 6.2 57 0.44 5.25
60 0.35 24 6.2 52 0.41 5.25
C2THIR3 60 0.35 24 6.2 54 0.42 255 5.23
60 0.35 24 6.2 52 0.43 5.26
60 0.35 24 6.2 54 0.41 5.25
C2THIRA4 60 0.35 24 6.2 55 0.38 254 5.22
60 0.35 24 6.2 54 0.43 5.23
60 0.35 24 6.2 56 0.42 5.31
C2THIRS 60 0.35 24 6.2 57 0.39 24.6 5.33
60 0.35 24 6.2 58 0.44 5.30
60 0.35 24 6.2 51 0.41 5.13
C3THIR1 60 0.35 24 6.2 52 0.40 24.8 5.15
60 0.35 24 6.2 53 0.42 5.10
60 0.35 24 6.2 55 0.41 5.16
C3THIR2 60 0.35 24 6.2 52 0.40 25.6 5.23
60 0.35 24 6.2 56 0.40 5.25
60 0.35 24 6.2 55 0.41 5.26
C3THIR3 60 0.35 24 6.2 56 0.41 24.4 5.21
60 0.35 24 6.2 57 0.42 5.25
60 0.35 24 6.2 53 0.39 5.03
C3THIR4 60 0.35 24 6.2 54 0.41 252 5.1
60 0.35 24 6.2 56 0.40 5.06
60 0.35 24 6.2 55 0.41 5.02
C3THIRS 60 0.35 24 6.2 56 0.39 23.6 5.13
60 0.35 24 6.2 56 0.43 5.08




Cuadro N° 8: Resultados de los porcentajes individuales de los parametros

fisicoquimicos para 1/3 de la concentracion recomendada de
réplicas para el plaguicida Monarca 11.25 EC de la primera
semanay cuarta semana

Replicas INICIAL FINAL
%H %MO T°C pH %H %MO T°C pH
60 0.35 24 6.2 52 0.78 7.09
C1/3MONR1 60 0.35 24 6.2 55 0.77 24 7.13
60 0.35 24 6.2 53 0.75 7.11
60 0.35 24 6.2 55 0.73 7.07
C1/3MONR2 60 0.35 24 6.2 56 0.76 24.1 7.04
60 0.35 24 6.2 54 0.81 7.06
60 0.35 24 6.2 52 0.77 7.08
C1/3MONR3 60 0.35 24 6.2 53 0.76 24.4 7.11
60 0.35 24 6.2 55 0.72 7.09
60 0.35 24 6.2 55 0.76 1.14
C1/3MONR4 60 0.35 24 6.2 54 0.76 25.2 7.10
60 0.35 24 6.2 56 0.74 7.15
60 0.35 24 6.2 53 0.73 7.06
C1/3MONR5 60 0.35 24 6.2 52 0.77 243 7.09
60 0.35 24 6.2 55 0.75 7.11




Cuadro N° 9: Resultados de los porcentajes individuales de los parametros
fisicoquimicos de la primera semana del plaguicida Thiacloprid +
Beta-cyflutrina (Monarca 11.25 EC)

Réplicas INICIAL FINAL
P %H %MO T°C pH %H %MO T°C pH
60 0.35 24 6.2 55 0.38 5.98
CIMONR1 | 60 0.35 24 6.2 54 0.41 24.9 5.93
60 0.35 24 6.2 52 0.39 5.95
60 0.35 24 6.2 53 0.39 6.2
CIMONR2 | 60 0.35 24 6.2 55 0.42 24.5 6.31
60 0.35 24 6.2 54 0.41 6.20
60 0.35 24 6.2 55 0.37 5.93
CIMONR3 | 60 0.35 24 6.2 53 0.39 24.3 6.10
60 0.35 24 6.2 51 0.41 5.93
60 0.35 24 6.2 55 0.40 5.94
CIMONR4 | 60 0.35 24 6.2 56 0.39 255 5.96
60 0.35 24 6.2 54 0.37 5.91
60 0.35 24 6.2 57 038 5.41
CIMONR5 | 60 0.35 24 6.2 54 0.39 24.3 5.61
60 0.35 24 6.2 57 0.43 5.45
60 0.35 24 6.2 54 0.39 5.43
60 0.35 24 6.2 54 0.44 24.5 5.65
C2MONR1 =4, 0.35 24 6.2 53 0.40 5.46
60 0.35 24 6.2 55 0.38 5.31
60 0.35 24 6.2 55 0.39 24.6 5.52
C2MONR2 ¢, 0.35 24 6.2 56 0.42 5.56
60 0.35 24 6.2 53 0.39 5.36
60 0.35 24 6.2 51 0.42 24.8 5.52
C2MONRS ¢, 0.35 24 6.2 55 0.42 5.59
60 0.35 24 6.2 55 0.40 5.29
60 0.35 24 6.2 52 0.42 25.5 5.59
C2MONR4 ¢, 0.35 24 6.2 56 0.43 5.68
60 0.35 24 6.2 58 0.38 5.35
60 0.35 24 6.2 57 0.40 25.3 5.52
C2MONRS ¢, 0.35 24 6.2 58 0.42 5.59
60 0.35 24 6.2 54 0.37 5.29
60 0.35 24 6.2 57 039 24.7 5.13
C3MONRL ¢, 0.35 24 6.2 56 0.42 5.22
60 0.35 24 6.2 58 0.45 2.3
60 0.35 24 6.2 57 0.43 24.3 5.21
C3MONRZ ¢, 0.35 24 6.2 56 0.41 5.26
60 0.35 24 6.2 54 0.43 5.19
60 0.35 24 6.2 53 0.42 24.8 5.23
C3MONRS ¢, 0.35 24 6.2 55 0.41 5.31
60 0.35 24 6.2 57 0.40 5.08
60 0.35 24 6.2 57 0.40 25.1 5.11
C3MONR4 ¢, 0.35 24 6.2 58 0.43 5.21
60 0.35 24 6.2 53 0.44 5.12
60 0.35 24 6.2 53 0.43 24.5 5.12
C3MONRS =45 0.35 24 6.2 54 0.40 5.11




CUADRO DE DATOS PROMEDIOS DE LOS PORCENTAJES DE HUMEDAD,
MATERIA ORGANICA, pHy TEMPERATURA PARA LOS PLAGUICIDAS DE
PRUEBA

Cuadro N° 10: Resultados de los porcentajes promedios de Humedad,
MateriaOrganica y Temperatura de los frascos control.

INICIO FINAL

Réplica %H %MO T°C pH %H %MO T°C pH
Controll 60 0.35 24.5 6.2 54 0.91 24 6.89
Control2 60 0.35 25.0 6.2 55 0.93 25 7.16
Control3 60 0.35 24.0 6.2 56 0.94 24 6.94
Control4 60 0.35 24.0 6.2 53 0.96 24 6.84
Control5 60 0.35 25.0 6.2 54 1.07 24 6.86

X 60 0.35 24.6 6.2 54.4 0.96 24.2 6.93

Cuadro N° 11:Resultados de los porcentajes promedios de los parametros
fisicogquimicos ¥ de la concentracion recomendada para el
plaguicida Thiodan 35 EC de la semana uno a la cuatro

INICIO FINAL

Réplica | %H | %MO T°C pH %H | %MO | T°C pH
CwTHIRL | 60 | 0.35 25 6.2 55 0.68 | 24.3 6.91
CwTHIR2 | 60 | 0.35 245 6.2 55 0.70 | 25.2 7.03
CwTHIR3 | 60 | 0.35 25 6.2 53 0.71 | 2456 6.8
CwTHIR4 | 60 | 0.35 25 6.2 55 0.68 | 245 7.12
CwTHIR5 | 60 | 0.35 245 6.2 53 0.67 | 24.2 6.73
X 60 | 0.35 24.8 6.2 538 | 068 | 245 6.91




Cuadro N° 12:Resultados de los porcentajes promedios de Humedad, Materia
Orgénica y Temperatura para la concetracion recomendada,
doble y triple de las répicas del Thiodan 35 EC de la primera

semana
INICIO FINAL
Réplica | %H %MO T°C pH %H %MO T°C pH
CI1THIRL | 60 0.35 25.5 6.2 55.95 0.409 | 245 5.71
C1THIR2 | 60 0.35 24.2 6.2 55.45 0.41 24.3 5.61
C1THIR3 | 60 0.35 23.5 6.2 53.60 0.421 | 24.3 5.7
C1THIR4 | 60 0.35 25.4 6.2 55.53 0.407 | 25.6 5.51
C1THIR5 | 60 0.35 24.5 6.2 53.85 0412 | 235 5.69
X 60 0.35 24.6 6.2 54.82 0411 | 24.44 | 564
C2THIR1 | 60 0.35 23.3 6.2 55.34 | 0.421 | 24.2 5.21
C2THIR2 | 60 0.35 24.5 6.2 56.49 0.415 | 23.4 5.26
C2THIR3 | 60 0.35 25.3 6.2 53.39 0.423 | 255 5.24
C2THIR4 | 60 0.35 24.4 6.2 54.23 0.419 | 25.4 5.21
C2THIR5 | 60 0.35 25.5 6.2 57.59 0.423 | 24.6 5.31
X 60 0.35 24.6 6.2 55.40 0.420 | 24.6 5.24
C3THIR1 | 60 0.35 25.5 6.2 52.04 | 0.412 | 23.8 5.12
C3THIR2 | 60 0.35 24.3 6.2 5434 | 0.405 | 256 5.21
C3THIR3 | 60 0.35 24.9 6.2 56.32 0.419 | 24.4 5.25
C3THIR4 | 60 0.35 24.5 6.2 54.56 0.408 | 252 5.06
C3THIR5 | 60 0.35 24.5 6.2 55.59 0.411 | 23.6 5.07
X 60 0.35 27.7 6.2 54.57 411 | 2452 | 5.14

Cuadro N° 13: Resultados de los porcentajes promedios de los parametros
fisicoquimicos para un 1/3 de la concentraciéon recomendada del
plaguicida Monarca 11.25 EC de la semana uno a la cuatro

INICIO FINAL

Réplica %H | %MO | T°C pH | %H %MO T°C pH
CusMONRL | 60 0.35 25.3 6.2 53 0.76 240 | 7.11
CysMONRL | 60 0.35 24.9 6.2 54 0.75 241 | 7.05
CysMONRL | 60 0.35 25.4 6.2 53 0.77 244 | 7.09
CysMONRL | 60 0.35 25.3 6.2 55 0.74 252 | 7.12
CysMONRL | 60 0.35 245 6.2 53 0.75 243 | 7.08
X 60 035 | 2528 | 62 | 536 0.75 244 | 7.0




Cuadro N° 14: Resultados de los porcentajes promedios de los parametros
fisicoquimicos para la concentracion recomendada, doble y triple
de las réplicas del plaguicida Monarca 11.25 EC de la primera

semana

INICIO FINAL |
Réplica %H | %MO | T°C pH %H %MO T°C pH
CIMONR1 [ 60 035 | 251 ] 6.2 53.53 0.40 24.4 5.96
CIMONR2 [ 60 035 | 243 | 6.2 54.36 0.41 24.5 6.23
CIMONR3 [ 60 035 | 254 | 6.2 53.39 0.39 24.3 5.98
C1IMONR4 [ 60 035 | 248 | 6.2 55.56 0.38 25.5 5.97
CIMONR5 [ 60 035 | 245 | 6.2 56.73 0.40 24.5 6.51
X 60 035 | 248 | 6.2 54.7 0.39 24.6 6.13
C2MONR1 [ 60 035 | 244 | 6.2 53.54 0.41 24.5 5.51
C2MONR2 [ 60 035 | 253 | 6.2 55.49 0.40 24.6 5.48
C2MONR3 [ 60 035 | 245 ] 6.2 53.35 0.41 24.8 5.49
C2MONR4 [ 60 035 | 247 | 6.2 54.43 0.42 25.5 5.52
C2MONR5 [ 60 035 | 248 | 6.2 57.94 0.40 25.3 5.49
X 60 035 | 247 | 6.2 54.95 0.408 24.9 5.49
C3MONR1 [ 60 035 | 252 | 6.2 55.5 0.41 24.7 5.21
C3MONR2 [ 60 035 | 245 ] 6.2 57.23 0.43 24.3 5.23
C3MONR3 [ 60 035 | 256 | 6.2 54.87 0.42 24.8 5.24
C3MONR4 [ 60 035 | 257 | 6.2 57.76 0.41 25.1 5.14
C3MONR5 [ 60 035 | 244 | 6.2 53.69 0.42 24.5 5.16
X 60 035 | 254 | 6.2 55.81 0.41 24.7 5.19

Cuadro N° 15: Peso inicial y final de las 10 lombrices de prueba del control.

Réplica Peso inicial (g) Peso final (g)
CONTROL1 2.522 3.931
CONTROL2 2.621 4.059
CONTROL3 2.752 4.210
CONTROL4 2.826 4.163
CONTROL5 2.651 4.235




Cuadro N° 16: Peso inicial y final de las 10 lombrices de prueba para el
plaguicida Thiodan 35 EC

preplica Peso inicial (g) e 10 | G0 19
vivas
C1/4 THIR1 2.758 3.358
C1/4 THIR2 2.862 3.462
C1/4 THIR3 2.935 3.685
C1/4 THIR4 2.687 3.137
C1/4 THIR4 2.965 3.565
C1THIR1 2.514 0.0
C1THIR2 2.465 0.0
C1THIR3 2.504 0.0
C1THIR4 2.716 0.0
C1THIRS 2.326 0.0
C2THIR1 2.841 0.0
C2THIR2 2.253 0.0
C2THIR3 2.373 0.0
C2THIR4 2.543 0.0
C2THIR5 2.497 0.0
C3THIR1 2.292 0.0
C3THIR1 2.698 0.0
C3THIR1 2.487 0.0
C3THIR1 2.450 0.0
C3THIR1 2.495 0.0




Cuadro N° 17: Peso inicial y final de las 10 lombrices de prueba
para el plaguicida Monarca 11.25 EC

de0lombrces | Fesg 13 0) 0
vivas
C1/3MONR1 2.651 3.251
C1/3MONR2 2.374 2.824
C1/3MONR3 2.689 3.439
C1/3MONR4 2.584 3.334
C1/3MONR5 2.638 3.238
C1IMONR1 2.553 0.0
C1MONR2 2.454 0.0
C1MONR3 2.608 0.0
C1MONR4 2.465 0.0
C1MONRS5 2.564 0.0
C2MONR1 2.887 0.0
C2MONR2 2.391 0.0
C2MONR3 2.309 0.0
C2MONR4 2.571 0.0
C2MONRS5 2.502 0.0
C3MONR1 2.698 0.0
C3MONR2 2.665 0.0
C3MONR3 2.524 0.0
C3MONR1 2.658 0.0
C3MONR1 2.751 0.0




ANEXO N° 9

Tabla N° 8: Tratamiento estadistico de nimeros de mortalidad a valores

probit.
Pr| % | Pre| % | Pr| % |Pr|%]|Pr Pr Pr Pr| % | Pr Pr Pri %
0 0 [372) 10 [416) 20 4,48 30 |475| 40 [ 500 50 | 525| 60 [552| 70 | 5.84] 80 |628| %0 | 7.33( %90
267 1 |377) 11 | 419 21 | 450 31 477 41 |503| 51 |528) 61 | 555 71| 588 81 [634| 91 | 737 %31
295| 2 |382| 12 |420| 22 |453| 32 |480| 42 [505] 52 | 531) 62 | 558( 72 592 82 [641| %2 |741| %2
302| 3 |987) 13 | 426| 23 |456| 33 |482| Q0 |508| 53 [533) 63 | S61] 73 | 595] 83 [648| 2 |7.45] B3
325 4 |392) 14 |429| 24 |459) 34 | 485 &4 [510] S4 | 536) 64 | 564| 74 | 599) 84 [655| 84 [ 751] 994
338| 5 |396) 15 |433] 25 | 461| 35 |487| 45 |5.13] 55 | 5.39) 65 | 567 75 | 604| & |64 5 | 758| A5
345| 6 |401] 16 | 436| 26 |464| 35 |420| 46 |5.15| 56 | 5.41| 66 | S71| 76 | 608 85 |675| % [765| %6
3se| 7 |405| 17 | 439] 27 |467| 97 |492| 47 |5.98| 57 | S44| 67 | S74| 77 |693| &7 [688( 97 | 775|997
359| 8 |408| 18 | 442| 28 |460| 38 |495| 48 |520| 58 | 547 68 | 5.77| 78 | 6.18| 88 [705( 96 | 7.88| 998
365| 9 |412] 19 | 44| 20 |472| 39 |4.97| 49 |523| 59 [550| 69 | S81| 79 | 623| 89 [ 73| %9 1809|649




Anexo N° 10

Calculos de Concentracion Letal 50 (CL50) para plaguicidas
Endosulfan (Thiodan 35 EC) y Thiacloprid + Beta-cyflutrina (Monarca
11.25 EC)



1.Célculo de la Concentracion Letal 50 para el plaguicida Thiodan 35 EC

Paso 1: tratamiento estadistico de las dosis a logaritmo y del porcentaje de

mortalidad a valores probit segun tablas de transformacion

Tabla N° 9: Datos tranformados de concentracion y porcentaje de mortalidad.

Replicas Con?neqr;t/rl_a)cmn log concentracion % Mortalidad Valor probit
C1/4THIR 114.375 2.05 46 4.85
C1THIR 457.91 2.66 100 8.09
C2THIR 915.83 2.9618 100 8.09
C3THIR 1373.73 3.137 100 8.09

Paso 2: se hace una regresion lineal (Y= a+bx) entre el logaritmo de la
Dosis (X) y los valores probit (Y) donde (a) es el valor de la varible
dependiente y (b) es la pendiente.

Paso 3: se estima como calculado el valor para un 50% de mortalidad en

unidades probit 50% corresponde a 5.
y=a+bx

5=3.091 -1.073X

_ 5+1.073
~3.091

X=1.96
Paso 4: se aplica antilogaritmo
X = 1.96/antilog
X =92.18

Paso 5: en consecuencia

CL50= 92.18 mg/L (en 622 cm?® de sustrato)



2.Célculo de la Concentracion Letal 50 de plaguicida Monarca 11.25 EC

Paso 1: tratamiento estadistico de las dosis a logaritmo y del porcentaje de

mortalidad a valores probit segun tablas de transformacion

Tabla N° 10:Datos transformados de concentracion y porcentaje de mortalidad.

Réplicas Con((:rir;t/:_a)cmn log concentracion % Mortalidad Valor probit
C1/3MONR 49.16 1.691 54 4.9
C1MONR 147.5 2.168 100 8.09
C2MONR 245 2.389 100 8.09
C3MONR 442.5 2.645 100 8.09

Paso 2: se hace una regresion lineal (Y= a+bx) entre el logaritmo de la
Dosis (X) y los valores probit (Y) donde (a) es el valor de la varible

dependiente y (b) es la pendiente

Paso 3: se estima como calculado el valor para un 50% de mortalidad en

unidades probit 50% corresponde a 5.

y=a+bx
5 =3.453 - 0.384X

_ 5+0.384
~ 3.453

X =1.55
Paso 4: se aplica antilogaritmo
X = 1.55/antilog

X =36.25mg/L

Paso 5: en consecuencia CL50= 36.25 mg/L (en 622 cm?® de sustrato)




Anexo N° 11

Fotos de adaptacion y desarrollo de la prueba de toxicidad de la
OECD



Figura N° 24: Frasco plastico transparente en el
cual se realizé la prueba

Figura N° 25: Recoleccion de arena en la playa
Punta Roca La Libertad



Figura N° 26: Recoleccion de tierra utilizada para el sustrato artificial en
el Canton Agua Caliente del Departamento de La Libertad.
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OECD GUIDELINE FOR THE TESTING OF CHEMICALS

Earthworm Reproduction Test (Eisenia fetida/ Eisenia andrei )

INTRODUCTION

1. This Test Guideline 1s designed to be used for assessing the effects of chemicals n soil on the
reproductive output (and other sub-lethal end points) of the earthworm species Eisenia fetida (Savigny
1826) or Eisenia andrei (Andre 1963) (1)(2). The test has been ring-tested (3). A gwmdeline for the
earthworm acute toxicity test has been published by OECD (4). A number of other international and
national guidelines for earthworm acute and chronic tests have been published (5)(6)(7)(8).

2. Eisenia fetida /Eisenia andrei are considered to be a one of representatives of soil fauna and

earthworms in particular. Background information on the ecology of earthworms and their use in
ecotoxicological testing 1s available (7)(9)(10)(11)(12).

PRINCIPLE OF THE TEST

3. Adult worms are exposed to a range of concentrations of the test substance either mixed into the
soil or, in case of pesticides, applied into or onto the soil using procedures consistent with the use pattern
of the substance. The method of application is specific to the purpose of the test. The range of test
concentrations is selected to encompass those likely to cause both sub-lethal and lethal effects over a

period of eight weeks. Mortality and growth effects on the adult worms are determuned after 4 weeks of
exposure. The adults are then removed from the soil and effects on reproduction assessed after a further 4
weeks by counting the number of offspring present in the soil. The reproductive output of the worms
exposed to the test substance is compared to that of the control(s) in order to determine the (i) no observed
effect concentration (NOEC) and/or (1) EC, (e.g. ECyp, ECsp) by using a regression model to estunate the
concentration that would cause a x % reduction in reproductive output. The test concentrations should bracket
the EC; (e.g. ECip, ECsp) so that the EC, then comes from interpolation rather than exfrapolation (see
Annex 1 for definitions).

INFORMATION ON THE TEST SUBSTANCE

4. The following information relating to the test substance should be available to assist in the design
of appropriate test procedures:

- water solubility;

- log K.

- Vapour pressure;

- and information on fate and behaviour i the environment, where possible (e.g. rate of photolysis
and rate of hydrolysis where relevant to application patterns).

5. This Guideline is applicable to all substances irrespective of their water solubility. The method 15
not applicable to volatile substances, defined here as substances for which Henry’s constant or the
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air/water partition coefficient is greater than one, or to substances with vapour pressures exceeding
0.0133 Pa at 25 °C.

6. No allowance is made in this Guideline for possible degradation of the test substance over the
period of the test. Consequently it cannot be assumed that exposure concentrations will be maintained at
initial values throughout the test. Chemical analysis of the test substance at the start and the end of the test
1s recommended in that case.

REFERENCE SUBSTANCE

7. The NOEC and/or the EC;, of a reference substance must be deternuned to provide assurance that
the laboratory test conditions are adequate and to verify that the response of the test organisms does not
change statistically over time. It is advisable to test a reference substance at least once a year or, when
testing 1s carrted out at a lower frequency, in parallel to the deternunation of the toxicity of a test
substance. Carbendazim or benomyl are switable reference substances that have been shown to affect
reproduction (3). Significant effects should be observed between (a) 1 and 5 mg active mngredient (a1.)/'kg
dry mass or (b) 250-500 g/ha or 25-50 mg/m’. If a positive toxic standard is included in the test series, one
concentrafion is used and the muunber of replicates should be the same as that in the controls

VALIDITY OF THE TEST

8. The following criteria should be satisfied in the controls for a test result to be considered valid:
- each replicate (contaimning 10 adults) to have produced = 30 juveniles by the end of the test;

- the coefficient of variation of reproduction to be < 30 %;
- adult mortality over the initial 4 weeks of the test to be <10 %.

Where a test fails to meet the above validify criteria the test should be termunated unless a justification for
proceeding with the test can be provided. The justification should be included mn the report.

DESCRIPTION OF THE TEST

Equipment
9. Test contamers made of glass or other chemically inert material of about one to two litres

capacity should be used. The containers should have a cross-sectional area of approximately 200 em?® so
that a moist substrate depth of about 5-6 cm 1s achieved when 500 to 600 g dry mass of substrate 15 added.
The design of the contamer cover should permut gaseous exchange between the substrate and the
atmosphere and access to Light (e.g. by means of a perforated transparent cover) whilst preventing the
worms from escaping. If the amount of test substrate used is substantially more than 500 to 600 g per test
contaimner the number of worms should be mcreased proportionately.

10. Normal laboratory equipment is required, specifically the following:

- drying cabinet;

- stereomucroscope;

- pH-meter and photometer;
- suitable accurate balances;
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- adequate equipment for temperature control;

- adequate equipment for humidity control (not essential if exposure vessels have lids);
- incubator or small room with air-conditioner;

- tweezers, hooks or loops;

- water bath.

Preparation of the artificial soil

11. An artificial soil 1s used i this test (5)(7) with the following composition (based on dry weights,
dried to a constant weight at 105 C):

- 10 per cent sphagnum peat (as close to pH 5.5 to 6.0 as possible, no visible plant remains,
finely ground, dried to measured moisture content);
- 20 per cent kaolin clay (kaolinite content preferably above 30 per cent);
- 0.3 to 1.0% calctum carbonate (CaCOs;, pulverized, analysis grade) to obtam an initial pH of
6.0+05.
- 70% air-dried quartz sand (depending on the amount of CaCOs needed), predominantly fine
sand with more than 50% of the particles between 50 and 200 microns.

Note 1: The amount of CaCO; required will depend on the components of the soil substrate including
food, and should be deternuned by measurements of soil sub-samples immediately before the test. pH 1s
measured 1 a mixed sample in a 1 M solution of potassium chloride (KCI) or a 0.01 M solution of caleium

chloride (CaCls) (13).

Note 2: The organic carbon content of the artificial so1l may be reduced, for example by lowenng the
peat content to 4-5% and increasing the sand content accordingly. By such a reduction in organic carbon
content, the possibilities of adsorption of test chemical to the soil (organic carbon) may be decreased and
the availability of the test chemical to the worms may mcrease. It has been demonstrated that Eivenia fetida
can comply with the validity criteria on reproduction when tested m field soils with lower organic carbon
confent (e.g. 2.7%) (14), and there 1s experience that this can also be achieved in artificial soil with 5%
peat. Therefore, it 1s not necessary before using such a soil in a definitive test to demonstrate the swtability
of the artificial soil for allowing the test to comply with the validity criteria unless the peat content 1s
lowered more than specified above.

Note 3: When using natural soil m additional (e.g. higher Tier) testing the smitability of the soil and
achieving the test validity criteria should also be demonstrated.

12. The dry constituents of the soil are mixed thoroughly (e g. in a large-scale laboratory mixer) in a
well ventilated area. Before starting the test, the dry artificial soil 1s moistened by adding enough de-
1omsed water to obtain approximately half of the final water content, that bemng 40% to 60% of the
maximum water holding capacity (corresponding to 50 + 10% moisture dry mass). This will produce a
substrate that has no standing or free water when 1t is compressed in the hand. The maximum water
holding capacity (WHC) of the artificial soil is determined in accordance with procedures described in
Annex 2 or ISO 11274 (15).

13. If the test substance is applied on the soil surface or nuxed mto soil without water, the final
amount of water can be mixed into the artificial soil during preparation of the soil. If the test substance is
mixed into the soil together with some water, the additional water can be added together with the test
substance (see paragraph 19).
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14. Soil moisture content is determined at the beginning and at the end of the test in accordance with
ISO 11465 (16) and soil pH in accordance with Annex 3 or ISO 10390 (13). These determinations should
be carried out in a sample of control soil and a sample of each test concentration soil. The soil pH should
not be adjusted when acidic or basic substances are tested. The moisture content should be monitored
throughout the test by weighing the containers periodically (see paragraph 26 and 30).

15. The species used in the test is Eivenia fetida or Eisenia andrei (1)(2). Adult worms between two
months and one year old and with a clitellum are required to start the test. The worms should be selected
from a synchronised culture with a relatively homogeneous age structure (Annex 4). Individuals in a test
group should not differ in age by more than 4 weeks.

16. The selected worms should be acclimatised for at least one day with the type of arfificial soil
substrate to be used for the test. During this period the worms should be fed on the same food to be used in
the test (see paragraphs 31 to 33).

17. Groups of 10 worms should be weighed mdividually randomly assigning the groups to the test
containers at the start of the test. The worms are washed prior to weighing (with delomsed water) and the
excess water removed by placing the worms briefly on filter paper. The wet mass of individual worms
should be between 250 and 600 mg.

18. Two methods of application of the test substance can be used: mixing the test substance into the
soil (see paragraphs 19-21) or application to the soil surface (see paragraphs 22-24). The selection of the
appropriate method depends on the purpose of the test. In general, mixing of the test substance into the
soil 15 recommended.  However application procedures that are consistent with normal agricultural
practice may be required (e.g. spraying of liquid formulation or use of special pesticide formulations such
as granules or seed dressings). Solvents used to aid treatment of the soil with the test substance should be
selected on the basis of their low toxicity to earthworm and appropriate solvent control must be included in
the test design (see paragraph 27).

Mixing the test substance into the soil

Test substance soluble in water

19. A solution of the test substance in de-iomised water 1s prepared immediately before starting the
test in a quantity sufficient for all replicates of one concentration. A co-solvent may be required to facilitate
for the preparation of the test solution. It is convenient to prepare an amount of solution necessary to reach
the final moisture content (40 to 60% of maximum water holding capacity). The solufion 15 muxed
thoroughly with the soil substrate before introducing 1t into a test container.

Test substance insoluble in water

20. The test substance 1s dissolved in a small volume of a suitable organic solvent (e.g. acetone) and
then sprayed onto, or mixed into, a small quantity of fine quartz sand. The solvent is then removed by
evaporation in a fume hood for at least a few minutes. The treated sand is then mixed thoroughly with the
pre-moistened artificial soil.  De-1omised water 1s then added (an amount required) to achieve a final
moisture confent of 40 to 60 % of the maximum water holding capacity is then added and mixed in. The
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soil 1s then ready for placing in test containers vessels. Care should be taken that some solvents may be
toxic to earthworms.

Test substance insoluble in water and organic solvents

21 A mixture comprised of 10 g of finely ground industrial quartz sand with a quantity of the test
substance necessary to achieve the test concentration in the soil 1s prepared. The nuxture 1s then nuxed
thoroughly with the pre-moistened artificial soil. De-ionised water is then added to an amount required to
achieve a final moisture content of 40 to 60% of the maximum water holding capacity 1s then added and
mixed m. The soil is then ready for placing to the test contamers.

Application of the test substance to the soil surface

22. The soil is treated after the worms are added. The test containers are first filled with the
moistened soil substrate and the weighed worms are placed on the surface. Healthy worms normally
burrow immediately into substrate and consequently any remaining on the surface after 15 minutes are
defined as damaged and mwust be replaced. If worms are replaced, the new ones and those substituted
should be weighed so that total live weight of the exposure group of worms and the total weight of the
confaimner with worms at the start 1s known.

23. The test substance 1s applied. It should not be added to the soil within half an hour of introducing
the worms (or if worms are present on the soil surface) so as to avoid any direct exposure to the test
substance by skin contact. When the test substance is a pesticide it may be appropriate to apply it to the
soil surface by spraying. The test substance should be applied to the surface of the soil as evenly as
possible using a suitable laboratory-scale spraying device to simulate spray application in the field. Before
application the cover of the test container should be removed and replaced by a liner which protects the
side walls of the container from spray. The liner can be made from a test container with the base removed.
The application should take place at a temperature within 20 + 2 °C of variation and for aqueous solutions,
emulsions or dispersions at a water application rate of between 600 and 300 |.|l-"m2_ The rate should be
verified using an appropriate calibration techmique. Special formulations like pranules or seed dressings
should be applied in a manner consistent with agricultural use.

24, Test containers should be left uncovered for a period of one hour to allow any volatile solvent
associated with the application of the fest substance fo evaporate. Care should be taken that no worm will
escape from the test vessels within this time.

PROCEDURE
Test groups and controls

25. A loading of 10 earthworms i 500 - 600 g dry mass of artificial soil (1.e. 50-60 g of soil per
worm) 1s recommended. If larger quantities of soil are used, as might be the case if testing pesticides with
special modes of application such as seed dressings, the loading of 50-60 g of soil per worm should be
maintained by increasing the number of worms. Ten worms are prepared for each control and treatment
container. The worms are washed with water and wiped and then placed on absorbent paper for a short
period to allow excess water to drain.

26. To avoid systematic errors in distributing the worms fo the test confainers the homogeneity of the
test population should be determined by individually weighing 20 worms sampled randomly from the
population from which the test worms are to be taken. Having ensured homogeneity, batches of worms are
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then be selected, weighed and assigned to test containers using a randomisation procedure. After the
addition of the test worms, the weight of each test container should be measured to ensure that there 1s an
mitial weight that can be used as the basis for monitoring soil moisture content throughout the test as
described in paragraph 30. The test containers are then covered as described in paragraph 9 and placed in
the test chamber.

27. Appropriate controls are prepared for each of the methods of test substance application described
in paragraphs 18 to 24. The relevant procedures described are followed for preparing the controls except
that the test substance 1s not added. Thus, where appropriate, organic solvents, quartz sand or other
vehicles are applied to the controls in concentrations/amounts consistent with those used in the treatments.
Where a solvent or other vehicle 1s used to add the test substance an additional control without the vehicle
or test substance should also be prepared and tested to ensure that the vehicle has no bearing on the result.

Test conditions

28. The test temperature 1s 20+2 °C. The test 1s camed out under controlled hight-dark cycles
(preferably 16 hours light and 8 hours dark) with illumination of 400 to 800 lux in the area of the test
containers.

29. The test containers are not aerated during the test but the design of the test vessel covers should
provide opportunity for gaseous exchange whilst limiting evaporation of moisture (see paragraph 9).

30. The water content of the soil substrate in the test containers 1s mamtained throughout the test by
re-weighing the test contamers (nmunus their covers) periodically. Losses are replenished as necessary with
de-tomised water. The water content should not vary by more than 10 % from that at the start of the test.

Feeding

3L Any food of a quality shown to be suitable for at least maintaining worm weight during the test is
considered acceptable. Experience has shown that oatmeal, cow or horse manure is a suitable food.
Checks should be made to ensure that cows or horses from which manure is obtained are not subject to
medication or treatment with substances, such as growth promoters, nematicides or similar veterinary
products that could adversely affect the worms during the test. Self-collected cow manure is recommended,
since experience has shown that commercially available cow manure used as garden fertiliser may have
adverse effects on the worms. The manure should be air-dried, finely ground and pasteurised before use.

32 Each fresh batch of food should be fed to a non-test worm culture before use in a test to ensure
that it is of suitable quality. Growth and cocoon production should not be reduced compared to worms
kept in a substrate that does not contain the new batch of food (conditions as described in OECD 207(4)).

33 Food is first provided one day after adding the worms and applying the test substance to the soil.
Approximately 5 g of food 15 spread on the soil surface of each container and moistened with de-ionised
water (about 5 ml to 6 ml per container). Thereafter food is provided once a week during the 4-week test
period. If food remains uneaten the ration should be reduced so as to avoid fimgal growth or moulding.
The adults are removed from the soil on day 28 of the test. A further 5 g of food is then administered to
each test container. No further feeding takes place during the remaining 4 weeks of the test.

Selection of test concentrations

34. Prior lmowledge of the toxicity of the test substance should help mn selecting appropriate test
concentrations, for example from an acute test (4) and/or from range-finding studies. When necessary, a
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range-finding test 1s conducted with, for example, five test concentrations of 0.1, 1.0, 10, 100, and 1000 mg/kg
(dry mass of so1l). One replicate for each treatment and control is sufficient. The duration of the range-finding
test 1s two weeks and the mortality is assessed at the end of the test.

Experimental design

35 Since a single summary stafistic cannot be prescribed for the test, this Guideline makes provision
for the determination of the NOEC and the EC,. A NOEC is likely to be required by regulatory authorities
for the foreseeable future. More widespread use of the EC,, resulting from statistical and ecological
considerations, may be adopted in the near future. Therefore, three designs are proposed, based on
recommendations arising from a ring test of an enchytraeid reproduction test method (17):

36. In setting the range of concentrations, the following should be borne in mind:

- For determination of the NOEC, at least five/twelve concentrations in a geometric series should
be tested. Four replicates for each test concentration plus eight controls are recommended. The
concentrations should be spaced by a factor not exceeding 2.0.

- For deternunation of the EC, (e.g. EC1o, ECsp), an adequate number of concentrations to cause at
least four stafistically significantly different mean responses at these concentrations is
recommended. At least two replicates for each test concentration and six control replicates are
recommended. The spacing factor may vary, 1.e. less than or equal fo 1.8 mn the expected effect
range and above 1.8 at the lngher and lower concentrations.

- A combined approach allows for determination of both the NOEC and EC, Eight treatment
concentrations in a geometric series should be used. Four replicates for each treatment plus eight
controls are recommended. The concentrations should be spaced by a factor not exceeding 1.8.

Test duration and measureme nts

37. On Day 28 the living adult worms are observed and counted. Any unusual behaviour (e.g.
inability to dig mto the soil; lying motionless) and in morphology (e.g. open wounds) are also recorded.
All adult worms are then removed from the test vessels and counted and weighed. Transfer of the soil
containing the worms to a clean tray prior to the assessment may facilitate searching for the adults. The
worms extracted from the soil should be washed prior to weighing (with de-iomised water) and the excess
water removed by placing the worms briefly on filter paper. Any worms not found at tlus time are to be
recorded as dead, since it 1s to be assumed that such worms have died and decomposed prior to the
assessment.

38. If the soil has been removed from the containers if is then returned (minus the adult worms but
contaming any cocoons that have been produced). The soil 1s then mncubated for four additional weeks under
the same test conditions except that feeding only takes place once at the start of this phase of the test (see

paragraph 33).

39. At the end of the second 4-week period, the number of juveniles hatched from the cocoons in the
test soil and cocoon numbers are deternuned using procedures described m Annex 5. All signs of harm or
damage to the worm should also be recorded throughout the test period.



222 OECD/OCDE

Limit test

40. If no effects are observed at the highest concentration in the range-finding test (1.e. 1000 mg/kg), the
reproduction test would be performed as a limut test, using a test concentration of 1000 mg/'kg. A limit test will
provide the opportunity to demonstrate that the NOEC for reproduction is greater than the limit concentration
whilst mininising the number of worms used in the test. Eight replicates should be used for both the treated
soil and the control.

DATA AND REPORTING

Treatment of results

41. Although an overview 1s given in Annex 6, no definitive statistical guidance for analysing test results
1s given in this guideline.
42. One endpoint 15 mortality. Changes in behaviour (e.g. inability to dig into the soil; lying

motionless against the glass wall of the test vessel) and morphology (e.g. open wounds) of the adult worms
should however also be recorded along with the presence of any juveniles. Probit analysis (18) or logistic
regression should normally be applied to determine the LCs,. However, m cases where this method of
analysis 1s unsuitable (e g, if less then three concentrations with partial kills are available), alternative
methods can be used. These methods could include moving averages (19), the trimmed Spearman-Karber
method (20) or simple interpolation (e.g., geometrical mean of LCy and LCjg, as computed by the square
root of LCp multiplied by LCoq).

43. The other endpomt 15 fecundity (e.g. number of juveniles produced). However, as in the range-
findmg test, all other harmful signs should be recorded in the final report. The statistical analysis requires

the arithmetic mean X and the standard deviation per treatment and per control for reproduction to be
calculated.

44. If an analysis of variance has been performed. the standard dewviation, s, and the degrees of
freedom (df) may be replaced by the pooled variance estimate obtained from the ANOVA and by 1ts
degrees of freedom, respectively — provided variance does not depend on the concentration. In this case,
use the single variances of control and treatments. Those values are usually calculated by commercial
statistical software using the per-vessel results as replicates. If pooling data for the negative and solvent
controls appears reasonable rather than testing against one of those, they should be tested to see that they
are not significantly different (for the appropriate test, consider paragraph 47 and Annex 6).

45. Further statistical testing and inference depends on whether the replicate values are normally
distributed and are homogeneous with regard to their variance.

NOEC Estimation

46. The application of powerful tests should be preferred. One should use information for example
from previous experience with ring-testing or other historic data on whether data are approximately
normally distributed. Variance homogeneity (homoscedascity) 1s more critical. Experience tells that the
variance often increases with increasing mean. In these cases, a data transformation could lead to
homoscedascity. However, such a transform should be based on experience with historic data rather than
on data under mvestigation. With homogeneous data, multiple f-tests such as Williams” test (o = 0.05,
one-sided) (21)(22) or certain cases Dunnett's test (23)(24) should be performed. It should be noted that,
i the case of unequal replication, the table t-values must be corrected as suggested by Dunnett and
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Williams. Sometimes, because of large variation, the responses do not increase/decrease regularly. In this
case of strong deviation from monotonicity the Dunnett’s test is more appropriate. If there are deviations
from homoscedascity, 1t may be reasonable to mvestigate possible effects on variances more closely to
decide whether the - fests can be applied without loosing much power (25). Alternatively, a multiple U-
test, for example the Bonferromi-U-fest according to Holm (26), or when these data exhibit
heteroscedasticity but are otherwise consistent with a underlying monotone dose-response, an other non-
parametric test (e.g. Jonckheere-Terpstra (27)(28) or Shirley (29) (30)) can be applied and would generally
be preferred to unequal-variance t-tests. (see also the scheme in Annex 6).

47. If a linut test has been performed and the prerequisites of parametric test procedures (normality,
homogeneity) are fulfilled, the pawr-wise Student-t-test can be used or otherwise the Mann-Whitney-U-test
procedure (31).

EC_ Estimation

48. To compute any EC, value, the per-treatment means are used for regression analysis (linear or
non-linear), after an appropriate dose-response function has been obtained. For the growth of worms as a
continuous response, EC,. -values can be estimated by using suitable regression analysis (32). Among
suitable functions for quantal data (mortality/survival and number of offspring produced) are the normal
sigmoid, logistic or Weibull functions, containing two to four parameters, some of which can also model
hormetic responses. If a dose-response function was fifted by linear regression analysis a sigmificant 12
(coefficient of determunation) and/or slope should be found with the regression analysis before estimating
the EC, by inserting a value corresponding to x% of the control mean into the equation found by regression
analysis. 95%-confidence limits are calculated according to Fieller (cited in Finney (18)) or other modern
appropriate methods.

49. Alternatively, the response is modelled as a percent or proportion of model parameter which is
interpreted as the control mean response. In these cases, the normal (logistic, Weibull) sigmoid curve can
often be easily fitted to the results using the probit regression procedure (18). In these cases the weighting
function has to be adjusted for metric responses as given by Christensen (33). However, if hormesis has
been observed, probit analysis should be replaced by a four-parameter logistic or Weibull function, fitted
by a non-linear regression procedure (34). If a suitable dose-response function cannot be fitted to the data,
one may use alternative methods to estimate the EC,, and its confidence limits, such as Moving Averages
after Thompson (19) and the Trinuned Spearman-Karber procedure (20).

Test report
50. The test report must include the following information:
Test substance:
- adefinitive description of the test substance, batch, lot and CAS-number, purity;
- properties of the test substance (eg log K., water solubility, vapour pressure, Henry's
constant (H) and information on fate and behaviour).
Test organisms:
- test animals used: species, scientific name, source of organisms and breeding conditions;

- age, size (mass) range of test organisms.

Test conditions
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- preparation details for the test soil;

- the maximum water holding capacity of the soil;

- adescription of the technique used to apply the test substance to the soil;

- details of auxiliary substances used for administering the test substance;

- calibration details for spraying equipment if appropriate;

- description of the experimental design and procedure;

- size of test containers and volume of test soil;

- test conditions: light intensity, duration of light-dark cycles, temperature;

- a description of the feeding regime, the type and amount of food used in the test, feeding
dates;

- pH and water content of the soil at the start and end of the test.

Test results:

- adult mortality (%) in each test container at the end of the first 4 weeks of the test;

- the total mass of adults at the beginning of the test in each test container;

- changes in body weight of live adults (% of initial weight) in each test container after the first

four weeks of the test;

- the number of juveniles produced in each test container at the end of the test;

- a description of obvious or pathological symptoms or distinct changes in behaviour;

- the results obtained with the reference test substance;

- the LCsp, the NOEC and/or EC, (e.g. ECsg, EC1g) for reproduction if some of them are applicable
with confidence intervals, and a graph of the fitted model used for 1ts calculation all information
and observations helpful for the interpretation of the results;

- a plot of the dose-response-relationship;

- the results applicable to each test contamer;

Deviations from procedures describad n this guideline and any unusual occurrences durmng the test.

Deviations from procedures described i this gudeline and any unusual occurrences during the test.

LITERATURE

(D
@

3)

“@

&)

Jaemicke, J. (1982). “Eisenia foetida’ 1s two biological species. Megadrilogica 4, 6-8.

Oten, N. and J. Stenerson (1984). Esterases of earthworm - III. Electrophoresis reveals that
Eisenia foetida (Savigny) is two species. Comp. Biochem. Physiol. 78¢ (2), 277 - 282.

Kula, C. (1996). Development of a fest method on sublethal effects of pesticides on the
earthworm species Eisenia fetida/Eisenia andrei — comparison of two ringtests. In: Riepert, F.,
Kula, C. (1996): Development of laboratory methods for testing effects of chemicals and
pesticides on collembola and earthworms. Mitt. Biol. Bundesamst. f Land- Forstwirtsch. Berlin-
Dahlem, 320, p. 50-82.

OECD Guideline for testing chemicals 207. Earthworm acute toxicity test. Adopted: 4 Aprnl
1984.

ISO (International Organization for Standardization ) (1996). Soil Quality — Effects of pollutants
on earthworms (Eisenia fetida). Part 20 Determination of effects on reproduction, No.11268-2.
ISO, Geneve.



®

M

®

®

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

(an

(18)
(19)

(20)

OECD/OCDE 222

ISO (International Organization for Standardization) (1993). Soil Quality — Effects of pollutants
on earthworms (Eisenia feticda). Part 1: Determination of acute toxicity using artificial soil
substrate, No.11268-1. ISO, Geneve.

SETAC (1998). Advances in Earthworm Ecotoxicology. Sheppard, S.C., Bembnidge, JD
Holmstrup, M., and L. Posthuma, (eds). SETAC Press, 456 pp.

EPA (1996). Ecological effects test guidelines. Earthworm Subchronic Toxicity Test (850.62.00).
Umnited States Environmental Protection Agency. Office of Prevention, Pesticides and Toxic
Substances. EPA712-C-96-167, April 1996.

Bouché, M.B. (1972). Lombriciens de France, Ecologie et systématique. Publication de 1'Institut
National de la Recherche Agronomique.

Edwards, C.A. (1983). Development of a standardized laboratory method for assessing the
toxicity of chemical substances to earthworms. Report EUR 8714 EN, Conunission of European
Communities.

Greig-Snuth, PW_ H. Becker, P.J. Edwards and F. Heimbach (eds.) (1992). Ecotoxicology of
Earthworms. Intercept.

Edwards, C.A. and J. P. Bohlen, (1996). Biology and ecology of Earthworms, 3 Edition.
Chapman and Hall, London.

ISO (International Organization for Standardization) (1994). Soil Quality - Determination of pH,
No. 10390. ISO, Geneve.

Hund-Rinke, K, Rombke, J, Riepert, F. & Achazi R. (2000): Beurteilung der
Lebensraumfunktion von Boden nut Hilfe von Regenwurmtests. In: Toxikologische Beurteilung
von Boden. Heiden, S, Erb, R, Dott, W. & Eisentraeger, A. (eds.). Spektrum Verl , Heidelberg.
59-81.

ISO (International Orgamization for Standardization) (1992). Soil Quality —Determunation of
water retention characteristics —Laboratory methods, No. 11274. ISO, Geneve.

ISO (International Organization for Standardization) (1993). Soil Quality —Determination of dry
matter and water content on a mass basis — Gravimetric method, No. 11465 ISO, Geneve.

Rombke, I. and Th. Moser (1999). Organisation and Performance of an International Ringtest for
the validation of the Enchytraeid Reproduction Test. UBA-Texte 4/99, 150+ 223 pp.

Finney, D.J. (1971). Probit Analysis (3 ed.). pp. 19-76. Cambridge Univ. Press.

Fimey, D.J. (1978). Statistical Method in Biological Assay. - Charles Griffin & Company Ltd,
London.

Hamilton, M.A_, R.C. Russo and R.V. Thurston. (1977). Trimmed Spearman-Karber Method for
estimating median lethal concentrations in toxicify bioassays. Environ. Sci. Technol. 11(7), 714-
719; Correction Environ. Sci. Technol. 12(1998), 417.



222

(21)

(22)
(23)

(29)

(25)

(26)
27

(28)

(29)

(30)

G
(32)
(33)

(34)

OECD/OCDE

Willlams, D A (1971). A test for differences between treatment means when several dose levels
are compared with a zero dose control. Biometrics 27, 103-117.

Williams, DA, (1972). The comparison of several dose levels with a zero dose control
Biometrics 28, 519-531.

Dunnett, CW_, (1955). A multiple comparison procedure for comparing several treatments with a
control. Amer. Statist. Ass. J. 50, 1096-1121.

Dunnett, CW., (1964) New tables for multiple comparisons with a control. Biometrics 20,
482-491.

Hoeven, N. van der, (1998). Power analysis for the NOEC: What is the probability of detecting
small toxic effects on three different species using the appropriate standardized test protocols?
Ecotoxicology 7: 355-361

Holm, S, (1979): A simple sequentially rejective multiple test procedure. Scand. J. Statist. 6,
65-70.

Jonckheere, A. R. (1954); A Distribution-free k-Sample Test Against Ordered Alternatives,
Biometrika 41, 133-145.

Terpstra, T. I (1952); The Asymptotic Normality and Consistency of Kendalls Test
Against Trend, When Ties are Present in One Ranking, Indagationes Math. 14, 327-333.

Shirley, E. A (1979); The comparison of treatment to control group means in foxicology
studies, Applied Statistics 28, 144-151.

Williams, D.A. (1986); A Note on Shirleys Nonparametric Test for Comparing Several Dose
Levels with a Zero-Dose Control, Biometrics 42, 183-186.

Sokal, RR. and F.J. Rohlf (1981). Biometry. The Principle and practice of statistics in biological
research. 2™ edition. W H. Freeman and Company. New York.

Bruce R.D. and Versteeg D.J. (1992) A statistical procedure for modelling confinuous toxicity
data. Environmental Toxicology and Cheruistry 11:1485-1494.

Christensen, ER, (1984). Dose-response functions in aquatic toxicity testing and the Weibull
model. Water Research 18, 213-221.

Van Ewgk, PH. and J.A. Hoekstra. (1993). Calculation of the EC50 and 1ts confidence mnterval
when sub-toxic stimulus is present. Ecotox, Environ. Safety. 25, 25-32.



OECD/OCDE 222

ANNEX 1
DEFINITIONS

The following definitions are applicable to this Guideline:

EC, (Effect concentration for x% effect) 1s the concentration that causes an x% of an effect on test organisms
within a given exposure period when compared with a control. For example, an ECs; 15 a concentration
estimated to cause an effect on a test end point in 50% of an exposed population over a defined exposure
period. In this test the effect concentrations are expressed as a mass of test substance per dry mass of the test
so1l or as a mass of the test substance per unit area of the soil.

LCy (No lethal concentration) is the concentration of a test substance that does not kill any of exposed test
organisms within a given time period. In tus test the LCj 1s expressed as a mass of test substance per dry mass
of the test soil.

LCs; (Median lethal concentration) 1s the concentration of a test substance that kills 50% of exposed test
organisms within a given time period. In this test the LCsp 1s expressed as a mass of test substance per dry mass
of the test soil or as a mass of test substance per unit area of soil.

LCig (Totally lethal concentration) is the concentration of a fest substance lalls 100% of exposed test
organisms within a given time period. In this test the LC1q 1s expressed as a mass of test substance per dry
mass of the test soil.

LOEC (Lowest Observed Effect Concentration) 1s the lowest test substance concentration that has a
statistically significant effect (p < 0.05) In this test the LOEC is expressed as a mass of test substance per dry
mass of the test soil or as a mass of test substance per unit area of soil. All test concentrations above the LOEC
should normally show an effect that 1s statistically different from the control. Any dewiations from the above
must be justified in the test report.

NOEC (No Observed Effect Concentration) 1s the highest test substance concentration immediately below the
LOEC at which no effect 1s observed. In this test, the concentration corresponding to the NOEC, has no
statistically significant effect (p < 0.05) within a given exposure period when compared with the control.

Reproduction rate: Mean number of juvenile worms produced per a number of adults over the test period.
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ANNEX 2

DETERMINATION OF THE MAXIMUM WATER HOLDING CAPACITY OF THE SOIL

The following method for determining the maximum water holding capacity of the soil has been found to
be appropriate. It is described in Annex C of the ISO DIS 11268-2 (1).

Collect a defined quantity (e.g. 5 g) of the test soil substrate using a suitable sampling device (auger tube
etc.). Cover the bottom of the tube with a piece of filter paper fill with water and then place iton arackin a
water bath. The tube should be gradually submerged until the water level 1s above to the top of the soil Tt
should then be left in the water for about three hours. Since not all water absorbed by the soil capillaries
can be retamed, the soil sample should be allowed to drain for a period of two hours by placing the tube
onto a bed of very wet finely ground quartz sand contained within a covered vessel (to prevent drying).
The sample should then be weighed, dried to constant mass at 105 °C . The water holding capacity (WHC)
can then be calculated as follows:

S-T-D
WHC (1n % of dry mass) = TXIDO

Where:

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

D = dry mass of substrate

References:

(1) ISO (International Organization for Standardisation ) (1996). Soil Quality — Effects of pollutants
on earthworms (Eisenia fetida). Part 2: Determination of effects on reproduction, No.11268-2.
ISO, Geneve.
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ANNEX 3

DETERMINATION OF SOIL pH

The following method for determiming the pH of a soil 1s based on the description given m ISO DIS 10390:
Soil Quality — Determunation of pH (1).

A defined quantity of soil is dried at room temperature for at least 12 h. A suspension of the soil (containing at
least 5 grams of soil) 1s then made up in five times its volume of erther a 1 M solution of analytical grade
potassmum chloride (KC1) or a 0.01 M solution of analytical grade calcium chloride (CaCls). The suspension is
then shaken thoroughly for five nunutes and then left to seftle for at least 2 hours but not for longer than 24
hours. The pH of the liquud phase 1s then measured usmg a pH-meter that has been calibrated before each
measurement using an appropriate series of buffer solutions (e.g. pH 4.0 and 7.0).

References:

(1) ISO (International Organization for Standardization) (1994). Soil Quality - Determination of pH,
No. 10390 ISO, Geneve.
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ANNEX 4

CULTURING OF FISENIA FETIDA [EISENIA ANDRET

Breeding should preferably be carried out in a climatic chamber at 20 °C = 2 °C. At this temperature and
with the provision of sufficient food, the worms become mature after about 2 to 3 months.

Both species can be cultured in a wide range of animal wastes. The recommended breeding medum 1s a
50:50 nmuxture of horse or cattle manure and peat. Checks should be made to ensure that cows or horses
from which manure is obtained are not subject to medication or treatment with substances, such as growth
promoters, nematicides or simular veternary products that could adversely affect the worms during the test.
Self-collected manure obtained from an “organic™ source is recommended, since experience has shown that
commercially available manure used as garden fertiliser may have adverse effects on the worms. The
medium should have a pH value of approximately 6 to 7 (adjusted with calcium carbonate), a low ionic
conductivity (less than 6 mg or 0.5 % salt concentration) and should not be contamimated excessively with
ammomnia or ammal urine. The substrate should be moist but not too wet. Breeding boxes of 10 to 50-litre
capacity are suitable.

To obtain worms of standard age and size (mass), it is best to start the culture with cocoons. Once the
culture has been established 1t is maintained by placing adult worms in a breeding box with fresh substrate
for 14 days to 28 days to allow further cocoons to be produced. The adults are then removed and the
Juveniles produced from the cocoons used as the basis for the next culture. The worms are fed continuously
with animal waste and transferred into fresh substrate from time to time. Experience has shown that air-
dried finely ground cow or horse manure or oatmeal 15 a suitable food. It should be ensured that cows or
horses from which manure is obtained are not subject to medication treatment with substances, such as
growth promoters, that could adversly affect the worms during long term culture. The worms hatched from
the cocoons are used for testing when they are between 2 and 12 months old and considered to be adults.

Worms can be considered to be healthy if they move through the substrate, do not try to leave the substrate
and reproduce continuously. Substrate exhaustion 1s indicated by worms moving very slowly and having a
yellow posterior end. In this case the provision of fresh substrate and/or a reduction in stocking density is
recommended.
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ANNEX S

TECHNIQUES FOR COUNTING JUVENILE WORMS HATCHED FROM COCOONS

Hand sorting of worms from the soil substrate is very time-consuming Two alternative methods are
therefore recommended:

(a) The test containers are placed in a water bath initially at a temperature of 40°C but rising to 60°C.
After a period of about 20 minutes the juvenile worms should appear at the soil surface from which they
can be easily removed and counted.

(b) The test soil may be washed through a sieve using the method developed by van Gestel et al. (1)
providing the peat and the manure or oatmeal added to the soil were ground to a fine powder. Two 0.5 mm
mesh size sieves (diameter 30 cm) are placed on top of each other. The contents of a test container are
washed through the sieves with a powerful stream of tap water, leaving the young worms and cocoons
mainly on the upper sieve. It 1s important to note that the whole surface of the upper sieve should be kept
wet during this operation so that the juvenile worms float on a film of water, thereby preventing them from
creeping through the sieve pores. Best results are obtained when a showerhead is used.

Once all the soil substrate has been washed through the sieve, juveniles and cocoons can be rninsed from the
upper sieve into a bowl. The contents of the bowl are then left to stand allowing empty cocoons to float on
the water surface and full cocoons and young worms to sink to the bottom. The standing water can then be
poured off and the young worms and cocoons transferred to a petri dish containing a little water. The
worms can be removed for counting using a needle or a pair of tweezers.

Experience has shown that method (a) 1s better smted to extraction of juvenile worms that might be washed
through even a 0.5 mm sieve.

The efficiency of the method used to remove the worms (and cocoons if appropriate) from the soil
substrate should always be determined. If juveniles are collected using the hand sorting technique it is
advisable to carry out the operation twice on all samples.

References:
(1) Van Gestel, CAM., W.A van Dis, EM. van Breemen, P.M. Sparenburg (1988). Comparison of

two methods determining the viability of cocoons produced in earthworm toxicity experiments.
Pedobiologia 32:367-371.
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ANNEX 6

OVERVIEW OF THE STATISTICAL ASSESSMENT OF DATA (NOEC

Parametric Tests

DETERMINATION

Non-parametric Tests

Statistical testing
not recommended
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