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Resumen. Las lombrices de tierra son capaces de acumular metales pesados en
sus cuerpos a partir del suelo, afectando su sobrevivencia, crecimiento y
fecundidad. En este estudio se evaluaron los efectos de dos concentraciones de
Cd (2,6 y 10,4 mg kg™ de sustrato) sobre el crecimiento y la reproduccion de la
lombriz de tierra, Eisenia andrei. Se realizé un bioensayo con tres tratamientos
y cuatros réplicas en envases plasticos (2 L) contentivos de 300 g de sustrato
mezclado con la solucion del metal para los tratamientos experimentales, y con
agua destilada para el tratamiento control. En cada tratamiento, se inocularon
aleatoriamente ocho lombrices adultas de peso similar en cada recipiente
plastico. El experimento durd 42 dias y cada 7 dias se cambi6 el medio de
cultivo para reemplazar el metal y los micronutrientes. Por cada tratamiento
experimental, semanalmente se tomaron muestras de las lombrices y se hicieron
registros de la biomasa (peso fresco) y los parametros reproductivos. Se
observé un incremento significativo en la biomasa de ambos grupos, control y
expuestos a Cd. La exposicion a Cd solamente tuvo efecto sobre el porcentaje
de eclosion de los capullos, el cual fue ligeramente més bajo en el grupo
expuesto a la méas baja concentracion de Cd. Los resultados muestran que las
dosis de Cd no ejercieron efectos adversos sobre el crecimiento y la
reproduccion de Eisenia andrei. Estos resultados pueden ser explicados por la
existencia de respuestas bioquimicas compensatorias que le confieren
mecanismos protectivos contra la toxicidad del Cd. Recibido: 29 Marzo 2011,
aceptado: 31 Mayo 2011.
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GROWTH AND REPRODUCTION OF THE CALIFORNIAN RED WORM
(EISENIA ANDRELI) IN SUBSTRATES WITH CADMIUM

Abstract. Earthworms are able to accumulate heavy metals in their bodies
from the soil, affecting its survival, growth and fecundity. In this study,
the effects on growth and reproduction of two Cd-concentrations (2.6 and
10.4 mg kg™ substrate) were assessed in the earthworm Eisenia andrei. A
bioassay with three treatments and four replicates was carried out in
plastic vessels (2 L) containing 300g of substrate mixed with metal
solution for experimental treatments, and distilled water for the control
treatment. In each treatment, eight adult earthworms of similar weight
were inoculated randomly into each plastic container. The experiment
continued for 42 days and the culture media were changed every 7 days to
replenish the metal and micronutrients. For each experimental group, the
earthworms were sampled weekly and biomass (fresh weight) and
reproductive parameters were recorded. A significant increase in the
biomass was observed in both control and Cd-exposure groups. Cadmium
exposure only had effect on the percentage of cocoon eclosion which was
slightly lower in the group exposed to lowest Cd concentration. The
results showed that cadmium doses used in this study did not exert
adverse effects on the growth and reproduction of Eisenia andrei. These
results may be explained by the compensating biochemical responses in
this specie that to confer a protective mechanism against the Cd toxicity.
Received: 29 March 2011, accepted: 31 May 2011.
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INTRODUCCION

La importancia de los organismos macrodescomponedores presentes en el
medio edéafico radica en su capacidad para transformar la materia organica,
reciclar nutrientes y favorecer la formacién de suelo. Dentro de estos
organismos destacan las lombrices de tierra (Annelida: Oligochaeta) por su
abundancia y distribucion, aunque su funcion puede ser afectada por la
presencia en el suelo de elementos quimicos potencialmente tdxicos, tales como
los metales pesados que continuamente, por diversas vias, ingresan al medio
terrestre (Spurgeon et al. 1994; Kumar et al. 2007). Entre los metales pesados,
que se pueden encontrar en el medio terrestre, el Cd es uno de los mas
contaminantes y peligrosos, debido a su movilidad y a que puede penetrar
facilmente a las plantas a través de su sistema radicular acumulédndose en los
tejidos vegetales. De esta forma, ingresa a la cadena trofica, pudiendo llegar
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incluso, a ser ingerido por el hombre (Atiyeh et al. 2000). Diversos estudios han
demostrado la capacidad de algunas especies de lombrices de tierra para
bioacumular metales pesados provenientes del suelo (Rosciszewska et al. 2003;
Shahmansouri et al. 2005; Lapinski y Rosciszewska 2008), manteniendo su
capacidad reproductiva a pesar de la presencia de estos elementos
(Matusevigiiite y Eitminavi¢iate 2005; Avila et al. 2007).

Actualmente, la lombricultura se presenta como una alternativa ecolégica y
econdmicamente sustentable que no permite reciclar desechos solidos de
diversas fuentes, desde residuos de cocina hasta lodos residuales de grandes
ciudades (Shahmansouri et al. 2005; Ghyasvand et al. 2008). Siendo, por tanto,
una actividad agropecuaria alternativa que requiere del conocimiento de la
biologia de los anélidos y de la implementacion de técnicas adecuadas para la
crianza, alimentacion y reproduccion de estos organismos (Toccalino et al.
2004), lo cual garantiza la obtencion de un abono de gran calidad que pueda ser
empleado en la fertilizacion de cultivos agricolas de interés econémico.

En esta investigacion se plante6 como objetivo evaluar el efecto de dos
concentraciones subletales de Cd sobre el crecimiento y la reproduccion de la
lombriz de tierra Eisenia andrei con la finalidad de conocer la capacidad de
estos organismos para mantener su dinamica poblacional en condiciones
adversas, ya que estos parametros biologicos pueden proveer informacion
adicional sobre los efectos deletéreos de la contaminacion quimica a la biota y
al medio ambiente, dada la importancia de estos organismos como
bioindicadores (Maboeta et al. 2008).

MATERIALES Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

El bioensayo se llevd a cabo bajo condiciones de laboratorio en la escuela
de Ciencias del Nucleo de Sucre, Universidad de Oriente, Venezuela; utilizando
un disefio de bloques completamente al azar con tres tratamientos y cuatro
réplicas. Las condiciones de temperatura y humedad del laboratorio oscilaron
entre 20+2°C y 70£10%, respectivamente.

MATERIAL BIOLOGICO

El pie de cria de lombrices se obtuvo del centro de formacion del Instituto
Nacional de Capacitacion y Educacion Socialista (INCES) ubicado en
Tunapuy, municipio Libertador (Estado Sucre, Venezuela). Como sustrato de
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cria se utilizo estiércol de caballo. Posterior a su recoleccion, este estiércol fue
sometido durante 15 dias a un proceso de acondicionamiento en piso de
cemento, aplicandole riego y volteo interdiario con la finalidad de estabilizar el
pH (7,4) y la temperatura (28 °C), a valores aptos para la supervivencia de las
lombrices, que fueron comprobados con la prueba 50L (Toccalino et al., 2004).

BIOENSAYO DE EXPOSICION AL CADMIO

Para la exposicién de las lombrices al Cd se utilizaron recipientes plasticos
(15 cm de profundidad por 11 cm de didmetro) contentivos de 300 g del
sustrato mezclado con la solucién del metal (CdCl,, Sigma Co). Como
tratamientos se usaron concentraciones subletales nominales de Cd de 2,6 y
10,4 mg kg™de sustrato, las cuales representan el 2 'y 7 %, respectivamente, de
la concentracion letal media (CLso = 147,6 mg kg™; IC: 118,5-196,8) estimada
previamente por Marcano (2006), y en el testigo se utiliz6 agua. Por cada
tratamiento se colocaron un total de 32 lombrices, previamente pesadas, las
cuales fueron distribuidas en 4 recipientes de 8 lombrices cada uno.

Durante el transcurso del bioensayo (42 dias), los recipientes
permanecieron sellados con tapas, a las cuales se les hicieron unos pequefios
orificios que permitieran el intercambio de gases y mantuvieran la humedad del
sustrato. Con la finalidad de garantizar el suministro apropiado de nutrientes y
mantener constantes las concentraciones de Cd en el sustrato, semanalmente se
realizaron recambios del sustrato a todos los tratamientos. Para ello, las
lombrices fueron removidas del sustrato y se pesaron en una balanza digital
para determinar la biomasa total, luego en el sustrato se hicieron los registros
del nimero de ootecas/individuo. Del total de ootecas obtenidas la primera
semana en cada tratamiento, se seleccionaron 14 para estimar el tiempo de
incubacion, porcentaje de eclosion y nimero de individuos/ooteca. Estas fueron
colocadas individualmente en pequefios recipientes con 500 mg de sustrato y
diariamente fueron observadas hasta el final del bioensayo. Las ootecas que no
eclosionaron en ese periodo de tiempo (36 dias) se consideraron como
inviables.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron con el paquete estadistico Statgraphics Plus version
5.1, con un nivel de significancia de P<0,05. Teniendo en cuenta la naturaleza
no paramétrica de los datos, luego de comprobar los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas, se aplic6 un analisis de Kruskal-Wallis para
determinar si existian diferencias estadisticamente significativas entre las
medias de las variables estudiadas.
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RESULTADOS

Se registraron valores elevados de supervivencias durante la fase de
experimentacion que oscilaron entre un 100% para el tratamiento control y 97%
para los tratamientos con Cd. Por otra parte, la biomasa total inicial en
lombrices controles fue de 2,54 g (0,32 g/individuo), observandose luego un
aumento continuo hasta 5,52 g (0,69 g/individuo) al final del ensayo, siendo el
comportamiento de esta variable similar en los grupos tratados con Cd (Fig. 1).
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Figura 1. Variacién de la biomasa de Eisenia andrei expuesta a dos
concentraciones de Cd por 42 dias.

El analisis estadistico (Kruskal-Wallis) revel6 que no existen diferencias
significativas para la biomasa de las lombrices del tratamiento control con
respecto a las dos concentraciones de exposicidon para ninguna de las semanas
(KwW=2,1 y P>0,05). Sin embargo, al comparar la biomasa inicial con la
biomasa final en cada uno de los tratamientos si existe diferencia estadistica
significativa, evidenciando un incremento importante en la biomasa total de la
especie, el cual no fue afectado por la exposicion al metal (Fig. 2).

La figura 3 muestra el promedio de ootecas/individuo/semana durante los
42 dias del estudio. Se obtuvieron ootecas a partir de la primera semana y la
aparicion de éstas continu6 durante todo el ensayo, observandose en la tercera
semana (21 dias) el valor mas elevado para los tres tratamientos (3,3
ootecas/individuo/semana). Durante todo el ensayo, el tratamiento control
exhibid el promedio més alto en produccion de ootecas por individuo (1,8+1,3)
en comparacion con las dos dosis de exposicion a Cd; 1,6 + 1,1 para la dosis
baja y 1,4 £ 1,1 para la dosis alta. El analisis estadistico revel6 que las
concentraciones de exposicion a Cd utilizadas en este estudio no influyeron en



128 Polo et al. [Bol. Centro Invest. Biol.

el promedio de ootecas con respecto al control (KW=0,17; P>0,05) aunque la
tendencia es a disminuir con relacién al incremento de la concentracion de Cd,
sin embargo el tiempo afecta significativamente esta variable (KW=37,1;
P>0,05), siendo el promedio de posturas para el dia 42 el mas bajo de todos en
los tres tratamientos.
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Figura 2. Grafico de cajas y bigotes para la biomasa de Eisenia andrei,
expuesta a Cd por 42 dias. (KW = 58,0217 y p < 0,05, nivel de confianza de
95%).
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Figura 3. Niumero de ootecas depositadas por Eisenia andrei mantenidas en
sustratos con Cd.



Vol. 45, 2011] Crecimiento y Reproduccién de la Lombriz 129

Los resultados del porcentaje y tiempo de eclosion asi como del nimero de
individuos por ootecas se muestran en la Tabla 1. El tiempo promedio de
eclosion de las ootecas de lombrices controles fue de 15,5 dias, resultado que
se mantuvo sin variaciones significativas en los grupos expuestos a Cd. En el
tratamiento control se obtuvo un 100% de eclosion de las ootecas; mientras que
en el tratamiento con la dosis mas baja del metal (2,6 mg kg™) se observé un
ligero descenso hasta 86%.

Tabla 1. Porcentaje de eclosién, tiempo de eclosion y nimero de individuos
por ootecas en lombrices de tierra expuestas a Cd. Letras diferentes indican
diferencias significativas (P<0,05).

. Porcentaje de Tiempo de N° de individuos
Tratamiento - - .
eclosion eclosion (dias) por ooteca
Control 100 155+ 1,7 1,6+09°%
2,6 mg kg™ 86° 15,6+ 1,7 1+0,6°
10,4 mg kg™ 100° 154+18° 1,8+0,8"
DISCUSION

Los valores de pH, temperatura y humedad del estiércol equino usado
como sustrato fueron optimos para mantener las elevadas supervivencias (97—
100%) de las lombrices durante todo el bioensayo. Estos valores se encuentran
en el rango de lo permisible segun lo sefialado por otros autores (Toccalino et
al. 2004; Ghyasvand et al. 2008). Los resultados de este estudio evidenciaron
un aumento en la biomasa de Eisenia andrei al final del bioensayo (42 dias), lo
cual indica un incremento en el crecimiento de la especie, posiblemente
asociado con una apropiada disponibilidad de nutrientes (principalmente
materia organica) y ocurrencia de factores fisico-quimicos favorables en el
sustrato que propiciaron el aumento de esta variable.

Aun cuando se conoce que factores abioticos (T, pH, materia organica) y
bidticos (presencia de bacterias y otros microorganismos) influyen sobre la
biodisponibilidad de metales en el suelo y, en consecuencia sobre la
bioacumulacion y toxicidad de éstos para las lombrices de tierra y otros
organismos terrestres (Drexler et al. 2003). Al parecer, tales factores no son
determinantes en la bioacumulacién de Cd en Eisenia andrei, tal como se
demostr6 en un estudio previo realizado por Marcano (2006), quien encontrd
concentraciones de Cd, cinco veces mayores en lombrices expuestas por 21 dias
a2,4y10,6 mgkg” de sustrato.
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A pesar de que el Cd es un metal no esencial, potencialmente toxico para
muchos organismos (Pourahmad y O'Brien, 2002), las concentraciones usadas
en este estudio (2,6 y 10,4 mg kg™ sustrato) no afectaron el crecimiento de
Eisenia andrei. Es probable que siendo concentraciones subletales, la especie
pueda controlar la toxicidad del metal y evitar efectos perjudiciales sobre el
crecimiento, activando mecanismos bioquimicos que le permitan incorporar el
metal en sus tejidos en una forma no tdxica y/o depurarlo eficientemente. En
este sentido, se conoce que las lombrices de tierra exhiben una elevada
tolerancia al Cd debido a la presencia, a nivel celular de una variedad de
moléculas ricas en grupos tioles (-SH) que le permiten formar complejos
estables con el metal, acumulandolo como granulos en el tejido cloragégeno; un
repliegue del intestino a nivel de la regién post-clitelar para finalmente,
excretarlo (Stiirzenbaum et al. 2001; Stirzenbaum et al. 2004).

Los resultados de este estudio son similares a los reportados por Lapinski y
Rosciszewska (2008) quienes reportaron aumento en el nimero de individuos
jévenes en Eisenia fetida expuestas a Cd y Hg; sin embargo Matuseviéiate y
Eitminavic¢iaté (2005) cuando estudiaron la supervivencia, reproduccion y
adaptacion de lombrices a diferentes concentraciones de Cd encontraron una
disminucién en el nimero de individuos y la biomasa de Eisenia fetida, aunque
este descenso no fue estadisticamente significativo, siendo las concentraciones
de Cd empleadas por estos investigadores cinco veces mayores a las utilizadas
en el presente estudio. Phillips y Bolger (1998) consideran que el
mantenimiento o incremento en la biomasa de Eisenia puede ser una respuesta
de defensa ante un factor de riesgo como un contaminante quimico. Kumar et al
(2007) comprobaron que las lombrices de tierra poseen una alta capacidad para
bioacumular en sus tejidos corporales concentraciones considerables de algunos
metales sin afectar su dindmica poblacional a gran escala.

Con respecto a los parametros reproductivos, el nimero promedio de
ootecas/semana obtenidas de Eisenia andrei controles (1,8) coincide con lo
encontrado por Harstenstein (1981), quien utilizando estiércol equino reportd
un promedio de 1,46 ootecas/lombriz/semana. La exposicion al Cd no afecto el
comportamiento de esta variable (Tabla 1). Efectos del Cd y otros metales
pesados sobre la condicion reproductiva de varias especies de lombrices han
sido ampliamente estudiados, revelandose diferencias interespecificas en el
patron de respuestas. Dentro de este contexto, Lapinski y Rosciszewska (2008)
en lombrices expuestas a bajas concentraciones (1,41ug/g) de Cd mostraron un
incremento en la produccién de ootecas con respecto a organismos controles.
Sin embargo, Fischer y Koszorus (1992) y Scott-Fordsmand et al. (2000) en
suelos contaminados con arsénico y cobre, respectivamente encontraron una
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reduccion de 30% en la postura de ootecas de Eisenia foetida en relacion al
grupo control.

Hernandez et al. (2005), utilizando subproductos de la industrializacién de
la palma aceitera mezclados con estiércol bovino reportaron porcentajes de
eclosion en el rango de 89-98%, estos valores son inferiores a los obtenidos en
el presente estudio para los organismos controles y los expuestos a la dosis alta
(100%), por lo tanto las dosis de Cd empleadas en este estudio no ejercieron
efecto deletéreo en la funcion reproductiva de la especie en estudio. Aun
cuando, se registrd un ligero descenso en el porcentaje de eclosién (86%) en el
grupo expuesto a la dosis mas baja de Cd, éste sigue siendo elevado al
compararla con los obtenidos en otros estudios, (Graff 1974; Tsukamoto y
Watanabe 1977) que reportan porcentajes de eclosion inferiores al 50%. Ledn
et al. (1992) reportan datos similares (80-100%) a los presentados en este
estudio, utilizando como sustrato de cria, compost y excretas animales.

En Eisenia andrei, el nimero promedio de individuos por ooteca es inferior
al reportado por otros autores (Lofs-Holmin 1985; Leon et al. 1992) quienes
encontraron un promedio de 2 a 4 lombrices por ooteca con un rango de 1 a 7
individuos para especies del género Eisenia cultivadas en sustratos 6ptimos
para el desarrollo de estos organismos. Para los tratamientos seleccionados en
este estudio el rango vari6 de 1 a 4 individuos eclosionados por ooteca, siendo
estos resultados similares a los obtenidos por Matuseviéiaté y Eitminavicitte,
(2005) quienes observaron un descenso en el promedio de individuos por
ootecas en lombrices expuestas a Cd con un rango de 2,7 a 3,3 lombrices por
ooteca. En contraste, en el presente estudio, el analisis estadistico no reveld
diferencias entre las medias de los grupos controles y los tratados con el metal,
evidenciando la carencia de efectos de las dosis de Cd empleadas sobre esta
variable.

Los resultados de los parametros reproductivos evaluados en Eisenia
andrei evidencian que las dosis de Cd empleadas en este estudio no fueron
suficientes para inducir alteraciones perjudiciales en la fisiologia reproductiva
de la especie durante el tiempo que durd el bioensayo. Adicionalmente, es
probable que tales dosis subletales solo promuevan cambios asociados con el
desarrollo de estrategias bioquimicas adaptativas necesarios y efectivas para
compensar las posibles perturbaciones, asociadas a la contaminacion del
sustrato con Cd para no perder su frecuencia reproductiva. Dentro de este
contexto, se conoce que los efectos de contaminantes quimicos pueden
manifestarse y varian a distintos niveles de organizacién, incluyendo desde el
nivel molecular hasta el individuo como un todo (Handy et al. 2003).
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CONCLUSIONES

El estiércol equino constituye un buen sustrato para el mantenimiento de
un cultivo de la lombriz de tierra Eisenia andrei debido a los altos indices
reproductivos y de supervivencia observados en este estudio. A concentraciones
subletales moderadas, el Cd no afect6 de manera significativa el crecimiento y
la reproduccion de esta especie. Este hecho aunado a que las lombrices de tierra
pueden bioacumular metales pesados en sus tejidos corporales, se convierten en
un posible método alternativo econémico y eficiente para la biorremediacion de
suelos contaminados con metales pesados.
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