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GLOSARIO

Absorcion (biolégica). Proceso de entrada o transporte, activo o pasivo, de una sustancia al

interior de un organismo; puede tener lugar a través de diferentes vias.

Acumulacion. Sucesivas retenciones de una sustancia por un organismo diana, un 6rgano o
una parte del medio ambiente, que conducen a un aumento de la cantidad o la concentracién

de la sustancia en los mismos.

Adaptacion. Cambios en un organismo como respuesta a variaciones de las condiciones del
ambiente que se producen sin ninguna alteracion irreversible del sistema bioldgico y sin

exceder la capacidad normal de respuesta (homeostasis).

Aguas residuales.Son las aguas de composicion variada provenientes de las descargas
municipales, industriales, comerciales, agricolas pecuarias, domésticas y en general de

cualquier otra.

Agudo. Exposiciones o efectos a corto plazo. En toxicologia experimental, estudios de corta
duracion, normalmente de 24 h, o de dos semanas o menos, iniciados por la administracién

de una dosis unica.

Arvenses Plantas sin valor economico o que crecen fuera de lugar interfiriendo en la
actividad de los cultivos, afectando su capacidad de produccion y desarrollo normal por la
competencia de agua, luz, nutrientes y espacio fisico, o por la produccién de sustancias

nocivas para el cultivo.

Bioacumulacion Aumento progresivo de la cantidad de sustancia en un organismo o parte
de ¢él, como consecuencia de que el ritmo de absorcion supera la capacidad del organismo
para eliminar la sustancia. Las sustancias bioacumulables alcanzan concentraciones

crecientes a medida que se avanza en el nivel tréfico.

Biodegradacion Destruccion in vivo o in vitro de una sustancia, por accion enzimatica.
Puede caracterizarse como: 1. Primaria. La alteracion de la estructura quimica de la sustancia
que supone la pérdida de una propiedad especifica. 2. Aceptable desde el punto de vista

ambiental. Se eliminan propiedades indeseables del compuesto. 3. Total. La sustancia se
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transforma completamente en moléculas o iones simples (como didéxido de carbono, metano,

nitrato, amonio, agua, etc.).

Biodisponibilidad. Proporcion de la dosis que una sustancia absorbida por cualquier via

alcanza en la circulacién sistémica.

Bioensayo Procedimiento para evaluar la actividad bioldgica, la presencia o la cantidad de
una sustancia (toxico, toxina, hormona, antibiotico, etc.) mediante la medida de sus efectos
sobre un organismo o cultivo celular en comparacién con una preparacion estandar

apropiada.

Biomagnificacion. Secuencia de procesos que conducen a aumentar la concentracion de una
sustancia en un organismo con respecto a la del medio que lo ha aportado. Acumulandose de
forma creciente a lo largo de la cadena trofica. Se suele aplicar mas a los ecosistemas que a

los individuos.

Biotransformacion. Reacciones que convierten los toxicos en especies quimicas distintas

que pueden ser menos 0 mas toxicas que el compuesto original.

Cadena trofica 1. Secuencia de transferencia de materia y energia en forma de alimento de
organismo en organismo en niveles troficos ascendentes o descendientes. 2. Serie de
organismos que se alimentan unos de otros, en cuya sucesion se transmiten y concentran,

entre otras, sustancias toxicas.

Concentracion Cantidad de una sustancia, expresada en peso o en moles (S), por unidad de
peso o volumen del medio en que se encuentra (C = S Kg''; C =S L!). Puede expresarse

como porcentaje (riqueza). No es sinénimo de dosis.

Concentracion efectiva (CE).Proporcion de una sustancia en un medio que causa un
determinado efecto en un sistema dado; la CEso es la concentracion que causa el 50% del

efecto maximo.

Concentracion inhibitoria media (Clso). Concentracion, calculada estadisticamente, de una
sustancia en el medio, que se espera que inhiba el crecimiento a la mitad en la cantidad de

organismos de una poblacion bajo un conjunto de condiciones definidas.
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Concentracion letal (LC). Proporcion de una sustancia toxica en un medio, que causa la

muerte después de un cierto periodo de exposicion.

Concentracion letal media (Clso). Concentracion, calculada estadisticamente, de una
sustancia en el medio, que se espera que mate al 50% de los organismos de una poblacién

bajo un conjunto de condiciones definidas.

Concentracion-respuesta, curva (curva dosis-respuestajGrafico que relaciona la
concentracion de la exposicion y la proporcion de individuos de la poblacion que manifiesta

un efecto determinado.

Concentracion sin efecto observado (NOEC)Maxima concentracion en términos de
porcentaje, a la cual los organismos de ensayo son expuestos y no causa un efecto adverso

determinado bajo condiciones idénticas a las de exposicion.

Contaminante. 1. Agente microbiano indebidamente presente en un medio. 2. Impureza
menor presente en una sustancia. 3. Material extrafo inadvertidamente afiadido a una muestra
antes o durante el anélisis quimico o bioldgico. 4. Componentes indeseables en el medio

ambiente.

Criptobiosis. Estado fisiologico en el que la actividad metabdlica se reduce a un nivel
indetectable sin desaparecer del todo. Es conocido en ciertos grupos de plantas y animales

adaptados para sobrevivir periodos de condiciones extremadamente secas.

Curva dosis-respuestaExpresion grafica de la relacion entra la dosis y la proporcion (%)

de los individuos de un poblaciéon que experimentan o no un defecto determinado.
Diapausa Ver Criptobiosis.

Dosis Cantidad de sustancia administrada o absorbida por un individuo en proporcion a su

peso o volumen corporal, ordinariamente en 24 h.

Ecosistema acuaticoEs la unidad funcional basica de interaccion de los organismos vivos

entre si y de estos con el ambiente acuatico en un espacio y tiempo determinado.

Efecto. Cambio bioldgico, tanto en organismos individuales como a niveles superiores de

organizacion; se relaciona con la exposicion a un xenobiotico.
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Efluente. Liquido, solido o gas emitido o descargado desde una fuente al medio ambiente.

Ensayos 1. En toxicologia analitica: analisis cualitativo o cuantitativo por aplicacion de
métodos establecidos y la comparacion de los resultados con estandares previstos. 2. En
toxicologia experimental: evaluacion de los efectos toxicos potenciales de las sustancias
mediante su aplicacion, a diferentes dosis, a organismos apropiados o sistemas bioldgicos

por vias adecuadas de exposicion o administracion.

Ensayo de toxicidad Estudio experimental de los efectos adversos de una sustancia sobre

un organismo vivo, durante un tiempo determinado y bajo condiciones definidas.

Ensayo de toxicidad agudaEstudio experimental para determinar los efectos adversos que
pueden aparecer en un corto periodo después de una dosis tinica de una sustancia, o de varias

dosis administradas en 24 h.

Hormesis 1. Fenomeno de relacion entre la dosis y la respuesta, caracterizada por
estimulacion a bajas dosis e inhibicion con altas dosis, ha sido frecuentemente observada en
estudios adecuadamente disenados, y es ampliamente generalizable como independiente de
los agentes fisicoquimicos, el modelo biologico y el objetivo de evaluacion. 2. Respuesta
adaptativa caracterizada por una dosis-respuesta bifasica (activacion-inhibicion) que puede
ser, o bien directamente inducida, dependiendo del rango y amplitud del estimulo, o bien el
resultado de procesos bioldgicos compensatorios que aparecen después de una disrupcion en

la homeostasis celular o del organismo.

indices de toxicidad Expresan los resultados de diferentes ensayos de toxicidad como un

unico valor numérico que clasifica a la muestra.

Peligro. Posibilidad de que un agente produzca efectos daiiinos, a causa de sus propiedades

especificas, a las circunstancias y grado de la exposicion.

Riesgo Probabilidad de que se produzcan efectos adversos o dafios por exposicion a un
agente toxico, a causa de las propiedades inherentes del mismo y a las circunstancias o grados

de la exposicion.

Sensibilidad especie-especific&aracteristicas cualitativas y cuantitativas de respuesta a

sustancias potencialmente tdxicas que son distintivas de especies particulares de organismos.
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Toxicidad. Capacidad para producir dafio a un organismo vivo, en relacion con la cantidad
de sustancia administrada o absorbida, la via de administracion y su distribucion en el tiempo
(dosis Unica o repetidas), tipo y severidad del dafio, tiempo necesario para producir éste, la

naturaleza del organismo afectado y otras condiciones intervinientes.

Toxicidad aguda Capacidad de una sustancia para producir efectos adversos dentro de un
corto periodo (usualmente hasta 14 d) después de la administracién de una dosis unica o tras

dosis o exposiciones multiples en 24 h.

Téxico. Cualquier agente quimico o fisico capaz de producir un efecto adverso para la salud.
Todos los agentes fisicos y quimicos son toxicos potenciales, ya que su accion depende de la

dosis y de las circunstancias individuales y ambientales.

Xenobiotico. Cualquier sustancia sintetizada quimicamente que interactiia con un organismo

produciendo un efecto adverso sobre el organismo.
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RESUMEN

El uso de herbicidas basados en glifosato [N — (fosfonometil) glicina] modifican la
estructura y funcionalidad de ecosistemas acuaticos, dichas alteraciones dependen de la
especie u organismo, tipo de compuesto, la concentracion de glifosato en agua y el tiempo
de exposicion. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue evaluar a través de la CLso4) y
la Clso(72) el riesgo toxico agudo de ecosistemas acuaticos, por medio de bioindicadores del
primer nivel tréfico (microcrusticeo Artemia franciscanay microalga Microcystis
aeruginosa) y su posterior exposicion a glifosato, resultando en una respuesta altamente
toxica sobre Artemia franciscanaLsoesy 0.31 mg L' (0.30 — 0.32) que de acuerdo con la
clasificacion de la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) fue de categoria I: sustancias
muy toxicas para organismos acuaticos; y muy peligrosa sobre Microcystis aeruginosa
Clso72) 53.95 mg L! (36.31 — 95.72) englobada en la categoria III de acuerdo con la EPA:
sustancias peligrosas para el ambiente acudtico. Ademas, se realizd un andlisis de la
morfologia celular de Microcystis aeruginosdonde se obtuvo un CF ~ 1 para las células
control, asi como para las células enfrentadas a las concentraciones de glifosato 72h-NOEC
(2.95 mg L) y Cls(72) (53.95 mg L), lo que indica que las células se mantienen esféricas,

sin embargo, hay cambios significativos en su volumen y superficie celular.
Palabras clave:glifosato, Artemia franciscanaMicrocystis aeruginosaoxicidad aguda,

coeficiente de forma.
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ABSTRACT

The use of glyphosate-based herbicides [N — (phosphonomethyl) glycine] modify the
structure and functionality of aquatic environments, these alterations depend of the species
or organisms, type of compound, the glyphosate concentration on water and the time of
exposure. Therefore, the objective of the present work was to evaluate through the LCso24)
and ICso(72) the acute toxic risk of aquatic environments, through bioindicators of the first
trophic level (micro shrimp Artemia franciscanand microalgal Microcystis aeruginosSgand
the subsequent exposure to glyphosate, resulting in a highly toxic response on Artemia
franciscanaLCso4) 0.31 mg L' (0.30 — 0.32) according to the classification of the
Environmental Protection Agency (EPA) it was category I: very toxic substances for aquatic
organisms; and very dangerous on Microcystis aeruginosdCso2) 53.95 mg L' (36.31 —
95.72) encompassing in the category III according to the EPA: dangerous substances for the
aquatic environment. In addition, an analysis of the cell morphology of Microcystis
aeruginosawas performed where a CF = 1 was obtained for the control cells, as well as for
the cells facing glyphosate concentrations 72h-NOEC (2.95 mg L) and ICso72) (53.95 mg
L1), which indicates that the cells remain spherical, however, there are significant changes

in their volume and cell surface.

Key words: glyphosate, Artemia franciscanaMlicrocystis aeruginosacute toxicity
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sobre representantes del primer nivel tréfico 2019

1. INTRODUCCION

La contaminacion se caracteriza por la introducciéon o incremento de sustancias que
pueden causar dafio sobre la salud humana, perjudicar los recursos vivos y los sistemas
ecologicos; la contaminacion estd relacionada frecuentemente con la actividad del hombre

(Alloway y Ayres, 1997; Bautista, 1999).

La contaminacion del agua procede de la adicion de materia extraiia indeseable que
deteriora su calidad y se da por la liberacién de residuos y contaminantes que drenan a las
escorrentias y luego son transportados hacia rios, penetrando en aguas subterraneas o
descargando en lagos o mares. Los principales contaminantes son detergentes, insecticidas,
grasas, colorantes, disolventes, metales, plaguicidas, sales inorgénicas, fertilizantes y

descargas de residuos solidos (Solis y Lopez, 2003).

El conocimiento de la toxicidad de las sustancias sélo puede obtenerse por estudios
retrospectivos de casos de intoxicacion o por ensayos experimentales con animales y plantas

mejor conocidos como bioensayos (Repetto, 1988).

La mejor informacion sobre las relaciones concentracion y respuesta de los compuestos
quimicos en el medio es sin lugar a duda la CLso (Concentracion Letal media) y Clso
(Concentracion Inhibitoria media), expresando los efectos letales e inhibitorios a corto plazo.
Puesto que hay muchas dificultades en el mantenimiento y cultivo de organismos, la mayoria
de los ensayos se realizan con un numero limitado de especies las cuales son féciles de

mantener, de manipular y de cultivar en el laboratorio (Bayne, 1986).

El abuso en el uso de herbicidas o la utilizacién de sustancias reguladas e inclusive
prohibidas por los gobiernos de diferentes paises (México, Brasil, Venezuela), provocan una
interaccion negativa con la planta, suelo y aguas subterraneas del area donde se estan
aplicando. Algunos plaguicidas segln su estructura y caracteristicas fisicoquimicas persisten
en el ambiente, propiciando con ello la acumulaciéon en agua y suelo principalmente,
subiendo después por la cadena trofica y llegando hasta los seres humanos (Jaramillo et al,

2009).

Es por ello por lo que se plantea la necesidad de contar con informacion toxicoldgica de

uno de los herbicidas mas usados en el mundo como lo es el glifosato (COFEPRIS, 2016), y
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por ello se propone su evaluacion a través de dos bioindicadores pertenecientes al plancton:
Artemia franciscanay Microcystis aeruginosaPor un lado, Artemia franciscanas un
consumidor primario perteneciente al zooplancton del ambiente marino, ademas de ser
cosmopolita, facil de cultivar en el laboratorio y tener poblaciones similares en tamaio y
fisiologia debido a la eclosion simultanea de quistes (Papadopoulus et al., 2004). Ademas,
por vivir en condiciones de alta salinidad y en un numero enorme de ecosistemas y poder
generar quistes en criptobiosis, Artemia franciscanguede ser cultivada controladamente en
un laboratorio (Panagoula et al., 2002). Por otra parte, Microcystis aeruginosas un
productor primario y su importancia como bioindicador radica en que el fitoplancton
responde rapidamente a los cambios ambientales por su ciclo de vida corto, ademas, es de
amplia distribucion y en casos donde hay eutroficacion de las aguas que habitan, se
desencadenan floraciones algales pudiendo ser nocivas para el ambiente donde se desarrollan

(Vazquez et al., 20006).
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2. MARCO TEORICO

El deterioro de los ecosistemas debido a la contaminacion es un problema critico de
nuestros tiempos. A medida que aumenta el poder del hombre sobre la naturaleza y aparecen
nuevas necesidades como consecuencia de la vida en sociedad, el medio ambiente que lo
rodea se deteriora cada vez mas. El progreso tecnoldgico, por una parte y el acelerado
crecimiento demografico, por la otra, producen la alteracion del medio, llegando en algunos
casos a atentar contra el equilibrio biologico de la Tierra. No es que exista una
incompatibilidad absoluta entre el desarrollo tecnolédgico, el avance de la civilizacion y el
mantenimiento del equilibrio ecoldgico, pero es importante que el hombre sepa armonizarlos
para que no aumente la frecuencia y gravedad de los incidentes de contaminacion en todo el

mundo ni los efectos adversos sobre el ambiente y la salud (Suarez y Gonzalez, 2014).

La contaminacion se caracteriza por la introduccion o incremento de sustancias que
pueden causar dafio sobre la salud humana, perjudicar los recursos vivos y los sistemas
ecologicos. A veces, la contaminacion es de origen natural, pero en general, esta relacionada
con la actividad del hombre, que en su blisqueda de supervivencia y bienestar dispersa
sustancias agresivas, algunas de las cuales pueden ser transformadas por los organismos
vivos (biodegradables) y otras que son persistentes (no biodegradables). Dependiendo del
medio en que se acumulen los contaminantes, se puede hablar de contaminacion en aire,
suelo y agua; y en cada caso presenta caracteristicas propias, debido a factores ambientales
y su comportamiento con materia organica e inorganica, que requieren medidas de

prevencion (Alloway y Ayres, 1997; Bautista, 1999).

Como proteccion del medio ambiente hay que entender la preservacion de las aguas, del
suelo y del aire asi como de los seres vivos que en ellos se hallan, frente a los posibles dafios
producidos por emisiones en la fabricacion de productos o por la presencia de estos en aguas

residuales, en los residuos sélidos y en el aire residual (Riva, 1991).

La contaminacion del aire se produce por la presencia en la atmosfera de gases, particulas
y vapores que han sido incorporados directa o indirectamente al aire por el ser humano o por
fuentes naturales en cantidades suficientes como para afectar negativamente animales,
vegetacion, materiales y al ser humano mismo. Los gases contaminantes mas comunes son

el monodxido de carbono, el diéxido de azufre, los clorofluorocarbonos y los 6xidos de
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nitrogeno producidos por la industria y por los gases producidos en la combustion de los

vehiculos (Alfaro, 1999).

La contaminacion del suelo se da por la incorporacion de elementos extrafios en el suelo,
de tal forma que estos generen un efecto nocivo para los organismos presentes en ¢l y sus
consumidores. Entre los contaminantes del suelo mdas significativos se encuentran los
hidrocarburos como el petréleo y sus derivados, los metales pesados frecuentes en baterias,
los herbicidas y plaguicidas generalmente rociados a los cultivos industriales y monocultivos
y organoclorados producidos por la industria. Esta contaminacion puede afectar a la salud de

forma directa y al entrar en contacto con fuentes de agua potable (San Juan, 2010).

La contaminacion del agua procede de la adicion de materia extrafia indeseable que
deteriora su calidad y se da por la liberacion de residuos y contaminantes que drenan a las
escorrentias y luego son transportados hacia rios, penetrando en aguas subterraneas o
descargando en lagos o mares. Los principales contaminantes son detergentes, insecticidas,
grasas, colorantes, disolventes, metales, plaguicidas, sales inorgénicas, fertilizantes y
descargas de residuos solidos (Solis y Lopez, 2003). Los sistemas acuaticos son receptores
de toda clase de desechos urbanos que, en su mayoria, son organicos; detectandose, ademas,
la presencia de compuestos toxicos (FargaSova, 2001), que generalmente son considerados
agresivos por su persistencia en los sedimentos (Visviki y Rachlin, 1991). Un aumento en
los niveles de contaminantes (metales y compuestos organicos persistentes o COP’s ) en los
sistemas acuaticos, hecho que constituye un riesgo para actividades como las pesquerias y el
cultivo de organismos (acuacultura); implican un peligro a la salud publica de los habitantes
de éstas areas; y una de las principales medidas para la conservacion del ecosistema implica
evaluar los efectos sobre la biota que los habita y desarrollar normas de gestion adecuadas en

base a los niveles guia determinados en campo y laboratorio (Baudouin y Scoppa, 1974).

La industria quimica en general y concretamente la industria textil ha comenzado desde
hace tiempo a sensibilizarse de manera que, junto a los aspectos puramente técnicos y
econdmicos, van adquiriendo mayor significado los puntos de vista ecologicos (Rosenthal,
1990). Empresas productoras, fabricantes y consumidores se enfrentan a los riesgos de los
productos tanto para el hombre como para el medio ambiente. Las empresas de productos

quimicos editan las hojas de datos de seguridad del producto, uno de cuyos fines
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fundamentales es transmitir los conocimientos de los datos ecotoxicologicos, indispensables

en cuanto a precauciones de manipulacion y vertido de residuos (Riva, 1991).

2.1.Contaminacion del agua

El agua es un recurso natural escaso, indispensable para la vida humana y el sostenimiento
del medio ambiente, que, como consecuencia del rapido desarrollo humano y econdémico y
del uso inadecuado que se ha hecho de ella como medio de eliminacidon, ha sufrido un
alarmante deterioro. Durante décadas, toneladas de sustancias bioldgicamente activas,
sintetizadas para su uso en la agricultura, la industria, la medicina, etc., han sido vertidas al
medio ambiente sin reparar en las posibles consecuencias. Al problema de la contaminacion,
que comenzd a hacerse notable ya a principios del siglo XIX, cabe afiadir el problema de la
escasez, aspecto éste que estd adquiriendo proporciones alarmantes a causa del cambio

climéatico y la creciente desertizacion que estd sufriendo el planeta (Barcel6 y Lopez, 2007).

Las medidas legislativas que se han ido adoptando progresivamente para evitar la
contaminacion quimica del agua y los riesgos que se derivan de ella han contribuido a paliar
parcialmente esta situacion. Sin embargo, la creciente demanda de agua y el descubrimiento
continuo de nuevos contaminantes potencialmente peligrosos dejan clara la necesidad de
seguir investigando en todas aquellas areas que puedan contribuir a proteger la salud humana
y la del medio ambiente, conseguir un uso sostenible del agua y atenuar los efectos de la

sequias y el cambio climatico (Pizzolato et al., 2007).

La aparicion de elementos "no deseables" y toxicos, y la variacion en las concentraciones
de los constituyentes comunes, tiene su origen en el denominado "ciclo del agua" (Figura
1). En alguna parte de este ciclo, en el cual confluyen distintos compartimentos ambientales
y actividades humanas, es donde se produce la contaminacién del agua, o mejor dicho, la
alteracion de su calidad. De acuerdo con este ciclo, las principales vias de entrada de
contaminantes en el medio ambiente acuatico son las aguas residuales, entre las que se
incluyen las urbanas, industriales, y las de origen agricola o ganadero. La prevalencia de una
u otra depende en gran medida del tipo de contaminacién de que se trate y del nivel de

depuracion o atenuacion natural (si existe) que experimentan (Barcelo y Lopez, 2007).
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Figura 1. Ciclo del agua (Barceld y Lopez, 2007)

Los efectos de la contaminacién quimica del agua son multiples; entre los mas importantes

cabe destacar:

- Accion téxica y cancerigena
- Incidencia sobre la produccion de alimentos
- Limitacion del uso del agua con fines recreativos

- Reduccioén de las posibilidades de su uso industrial y agropecuario

Los riesgos que siguen a la contaminacion del agua son dificiles de precisar, ya que
muchas veces las dosis toxicas sobre las cuales se trabaja son muy pequeiias, y el problema

aun se complica mas por la presencia simultanea de diversos contaminantes (Jones et al,
2001).

La calidad del agua es tan importante como su cantidad (Tabla 1). Aunque una vez
utilizada la mayoria del agua retorna a sus causes originales, inevitablemente, su calidad se

degrada (Spiro y Stigliani, 2004).
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Tabla 1. Efecto de los usos del agua sobre su calidad (Spiro y Stigliani, 2004).

Usos del agua Efectos sobre la calidad del agua
Doméstico/industrial Disminucién del oxigeno disuelto
Industria/mineria Disminucién del oxigeno disuelto;

contaminacién del agua con metales vy
compuestos organicos; drenaje acido de minas

Termoeléctrico Incremento de la temperatura del agua

Irrigacion/residuos animales Salinizacion del agua superficial y agua

subterrdnea, disminucion del oxigeno disuelto

En la actualidad el problema mas serio procede de las fuentes no puntuales. Estas incluyen
emisiones procedentes de vehiculos, escorrentia agricola, que vierte una elevada cantidad de
nutrientes y arcillas a las corrientes de agua y agua subterraneas y escorrentia urbano que
descarga, mediante arrastre por el agua de lluvia, compuestos orgdnicos y metales a las

plantas de tratamiento, rios y lagos (Figura 2) (Spiro y Stigliani, 2004).

copa impermeatie

Figura 2. Fuentes de contaminacion no puntuales (Tomado de:
https://liferuralsupplies.files.wordpress.com/2014/02/02-abal.jpg?w=665&h=470)
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La situacion de la contaminacién marina en zonas costeras ha sido particularmente dificil
de documentar y concentrar. Los cambios a largo plazo producto de los impactos cronicos en

los ambientes marino-costeros estan dirigidos a:

- Pérdida de la diversidad biolédgica global.

- Disminucion de la abundancia de especies importantes o explotables comercialmente.

- Desestabilizacion de las comunidades naturales que aumentan el potencial de
enfermedades, el florecimiento de algas toxicas y la introducciéon de especies
exoticas.

- Pérdida de ecosistemas o ecotonos que sirven de sostén al equilibrio ecologico.

La magnitud de la degradacion costera (Por ejemplo, en la Region del Gran Caribe) es
amplia y hoy en dia constituye una amenaza a la salud humana a medida que los procesos de
eutrofizacion cultural promueven tanto la proliferacion de algas productoras de toxinas, como
de patogenos. Mas alla del dafo ecologico y la amenaza a la salud humana, hay una pérdida

seria de la calidad de vida de los habitantes (UNEP, 2000).

2.2.Plaguicidas

La FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) define a un plaguicida
como “una sustancia o mezcla de substancias destinadas a prevenir, destruir o controlar
cualquier plaga, incluyendo vectores de enfermedad humana o animal, especies indeseadas
de plantas o animales capaces de causar dafios o interferir de cualquier otra forma con la
produccion, procesamiento, almacenamiento, transporte o mercado de los alimentos, otros
productos agricolas, madera y sus derivados o alimentos animales, o que pueden ser
administrados a los animales para el control de insectos, ardcnidos u otras plagas en sus
organismos” (FAO, 1989; WHO, 1990). Estas sustancias se pueden clasificar segun su

toxicidad, su naturaleza quimica o su funcion.

Clasificacion segun toxicidad para su clasificacion se tiene en cuenta la concentracion
letal 50 (CLso), la cual se define como la cantidad de una sustancia que al ser suministrada a
bioindicadores de experimentacion mata al 50% de esa poblacion (Eddleston et al., 2005).

En Estados Unidos, la EPA (Environmental Protection Agency) realizé una categorizacioén
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de las sustancias toxicas para el ambiente acudtico de acuerdo con la concentracion del toxico

necesaria para matar a la mitad de la poblacion de ensayo (Tabla 2).

Tabla 2. Categorizacion de sustancias de acuerdo con la &g(EPA, 1996)

Toxicidad aguda (Clso mg L) Categoria
< I: Sustancias muy toxicas para el ambiente
- acuatico
1-10 II: Sustancias toxicas para el ambiente
acuatico
10-100 III: Sustancias peligr,osas para el ambiente
acuatico
>100 IV: Se consideran no toxicas

Clasificacion segun su naturaleza quimicda clasificacion de los plaguicidas segin su
origen quimico y sus caracteristicas estan en la Tabla 3 y pueden ser de origen natural, hasta

totalmente sintéticos.

Tabla 3. Clasificacion de plaguicidas segun naturaleza quimica

Tipo Caracteristicas
.. Fabricados a partir de metales como cobre,
Inorganicos L
plomo, arsénico
Extraidos de diversas partes de vegetales, como
Vegetales o
las piretrinas
e Sintetizados por el hombre en el laboratorio
Organosintéticos

(organoclorados, organofosforados, carbamatos)

Virus, bacterias y hongos utilizados en el control

Microorganismos vivos o
bioldgico de plagas

Clasificacion segun su funcidn pueden ser insecticidas, fungicidas, herbicidas y
rodenticidas (FAO, 1986).

Insecticidas:

- Organoclorados: endrin, aldrin, DDT, lindano, toxafeno.

- Organofosforados: paration, clorpyrifos, diazinon, diclorvos, malation, dimetoato.

- Carbamatos: aldicarb, carbofuran, propoxur, carbaril.

- Piretrinas y piretroides: resmetrina, bioresmetrina, aletrina, decametrina, permetrina.

- Oftros: ivermectina.
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Fungicidas:

- Sales de cobre: oxicloruro de cobre y sulfato de cobre.
- Derivados de la ftalimida: captafol.
- Dinitrofenoles: dinitro-orto-cresol.

- Dithiocarbamatos: maneb, zineb, mancozeb.
Herbicidas:

- Bipiridilos: paraquat, Diquat.
- Glifosato.

Rodenticidas:

- Inorganicos: sulfato de talio, anhidrido arsenioso, fosfuro de aluminio, fosfuro de
zinc.

- Organicos: anticoagulantes: cumarinas (Warfarina).

En el Catélogo de Plaguicidas de 2016 en México se encuentran 282 empresas que cuentan
con un total de 3,140 registros sanitarios vigentes de ingredientes activos incluidos en la lista
de plaguicidas altamente peligrosos de PAN Internacional (Red de Accién de Plaguicidas,
por sus siglas en inglés) y autorizados por COFEPRIS (Comision Federal para la Proteccion
contra Riesgos Sanitarios). Esto incluye a todos los tipos de plaguicidas (insecticidas,
herbicidas, fungicidas etc.), y para todos los usos: agricola, forestal, pecuario, doméstico,
jardineria, urbano e industrial (Bejarano et al., 2017). El que estén registrados tal cantidad de
plaguicidas por estas empresas no significa que actualmente se encuentren a la venta, puede
que hayan sido retiradas por éstas sin previo aviso, lo que si indica ese numero es la cantidad

de férmulas y productos a los que han sido expuestos la poblacion y el ambiente.

Hay un alto grado de concentracion de los registros de los plaguicidas altamente
peligrosos por unas decenas de empresas, lo que refleja la concentracion del mercado de
plaguicidas. Del total de 282 empresas, las primeras 12 concentran la tercera parte (33.28%)
del total de los registros autorizados de plaguicidas altamente peligrosos y 30 de ellas un

poco mas de la mitad (54.94%) con 1,726 registros autorizados, ver Tabla 4.
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Tabla 4. Empresas con mayor numero de registro de plaguicidas altamente peligrosos

autorizados en México (COFEPRIS, 2016).

2019

Uso Agricola,

Uso

domeéstico, Uso Total
Empresas Forestal y L. . .
. Jardineriay Industrial Registros
Pecuario
Urbano

1 Bayer de México 150 40 12 202

2 Syngenta Agro 112 20 1 133
FMC Agroquimica de

3 L. 72 18 3 93
México
Dow Agrosciences de

4 . 73 12 7 92
México

5 BASF Mexicana 67 17 85

6 Velsimex 64 9 76

7 Agricultura Nacional 53 6 13 72
United Phosphorus de

8 . 61 2 0 63
México

9 Agroquimicos Versa 51 9 2 62

10  Agrevo Mexicana 38 20 4 62
Cheminova Agro de

11  México/Cheminova 47 4 2 53
Agroquimica
Makhteshim-Agan de

12 . 52 1 0 53
Meéxico
Cyanamid Agricola de

13 L. 41 6 1 48
Meéxico

14  Koor Internacional 49 2 0 51
Agricultura Nacional

15 . 48 2 0 50
de Jalisco

16  Dupont México 47 2 0 49
Novartis Agroy

17 _ _ 35 11 0 46
Novartis Salud Animal

18  Agroquimica Tridente 27 14 3 44

19  Quimica Lucava 37 4 1 42

20  Agromundo 31 9 41
Internacional Quimica

21 38 0 0 38
de Cobre

22 Tekchem 28 7 2 37

23 SCJohnson and Son 2 30 1 33

24 Rhone Poulenc Agro 29 3 0 32
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25  Ingenieria Industrial 31 0 0 31
26  Monsanto Comercial 23 8 0 31
27  Gowan Mexicana 29 0 1 30
Sintesis y

28  Formulaciones de Alta 26 0 0 26
Tecnologia
Quimica Amvac de

29 L. 23 0 3 26
México

30 Polaquimia 22 0 3 25

SUBTOTAL 1,406 256 64 1,726

Total del registro de la
3,140
282 empresas

Los ingredientes activos de los plaguicidas que tienen un mayor nimero de registros no
significan necesariamente que sean los usados en mayor volumen, aunque si lo podemos
considerar como un indicador de su demanda y del interés comercial para su formulacion y
venta (Tabla 5). En México no contamos con informacion accesible al publico sobre el
nombre, tipo y cantidad de cada plaguicida autorizado que se aplica a nivel nacional
(Bejarano et al, 2017).

Tabla 5. Plaguicidas altamente peligrosos con mayor nimero de registros en todos los usos en
México

Ingrediente . Categoria L Total
. Tipo R Clasificacion Uso
activo toxicologica Reg.

Paration o Agricola e
1 o Insecticida Il Organofosforado . ] 166
metilico industrial

Agricola,
domeéstico,
2 Clorpirifés etil Insecticida 1] Organofosforado pecuario, 165
urbano e
industrial

Agricola,
pecuario,
) . Insecticida ) ] domeéstico,
3  Cipermetrina o 1] Piretroide o, 156
Acaricida jardineria,
urbano e

industrial

Agricola,
4  Malation Insecticida IvV* Organofosforado urbanoy 139
jardineria
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Permetrina

Insecticida

v

Piretroide

Agricola,
pecuario,
domeéstico,
jardineria,
urbano e
industrial

139

Mancozeb

Fungicida

Ditiocarbamato

Agricola e
industrial

122

Clorotalonil

Fungicida

IV*

Aromatico
Policlorado

Agricola e
industrial

119

Glifosato

Herbicida

IV*

Fosfonometilglicina

Agricola,
urbanoy
jardineria

110

Atrazina

Herbicida

Triazina

Agricola e
industrial

92

10

Deltametrina

Insecticida

Piretroide

Agricola,
pecuario,
doméstico,
urbano e
industrial

88

11

Metamidofds

Insecticida
Acaricida

Organofosforado

Agricola e
industrial

82

12

Dimetoato

Insecticida

Organofosforado

Agricola,
industrial y
jardineria

80

13

Diclorvés

Insecticida

Organofosforado

Agricola,
pecuario,
domeéstico,
urbano e
industrial

65

14

Diurdn

Herbicida

IvV*

Derivado de la urea

Agricola e
industrial

64

15

Imidacloprid

Insecticida

Imida

Agricola,
industrial,
pecuarioy

urbano

60

16

Hidréxido

clprico

Fungicida

Inorganico

Agricola

53

17

Carbofuran

Insecticida-
Nematicida

Carbamato

Agricola e
industrial

47
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Insecticida Agricola e
18 Endosulfan (**) o Il Organoclorado . ] 47
Acaricida industrial
19 Bromadiolona Rodenticida I Cumarina Agricola 40
Agricola,
. Insecticida o pecuario,
20 Abamectina o 1] Pentaciclina o 37
Acaricida domeéstico,
industrial
Agricola,
doméstico,

21  Metomilo Insecticida Il Carbamato pecuario, 37
urbano e
industrial

. Insecticida Agricola e
22  Monocrotofés o 1] Organofosforado ) ] 36
Acaricida industrial
Agricola,
) ) Insecticida ) . jardineria,
23 Bifentrina o 1 Piretroide 33
Acaricida urbano e
industrial
Agricola,
Lambda . . . 8 .
24 . Insecticida 11 Piretroide pecuario, 32
cyalotrina
urbano
. . . . Industrial

25 Tetrametrina Insecticida IV* Piretroide ] 32
y pecuario
Pecuario,

26  Propoxur Insecticida 1 Carbamato urbano, 30
industrial

. . . Agricola e

27 Fenvalerato Insecticida 11 Piretroide . . 28
industrial
Agricola,

28 Carbendazim Fungicida IvV* Benzimidazol urbano e 27
industrial

29  Trifluralina Herbicida IvV* Nitrosamina Agricola 27
Agricola,

30 Acefate Insecticida v Organofosforado  pecuario e 26
industrial

Total 2179
Resto de
961
los PAP
Total de
3140
los PAP
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(*) Autorizaciones que cuentan con registros con vigencia indeterminada, en revision o
vigentes en el momento de la consulta del Catalogo de Plaguicidas, de COFEPRIS al 19 de
septiembre de 2018.

(**) También se clasifica como del grupo de los neonicotinoides segln otras fuentes.

2.3.Herbicidas

Tal como afirma (Albert, 2013), los herbicidas son sustancias usadas con el fin de destruir
o controlar el crecimiento de las malezas o hierbas que se consideran indeseables,
principalmente en la agricultura, porque causan problemas al competir con el cultivo por
agua, nutrimentos, luz y espacio o por la fitotoxicidad de algunas de ellas en la produccion
de alimento, principalmente, cuyo empleo ha sustituido las practicas de eliminacién manual
o mecanica de hierbas, todo lo cual causa un incremento del costo de la cosecha y la

disminucién de su valor.

El abuso en el uso de herbicidas o la utilizaciéon de sustancias reguladas e inclusive
prohibidas por los gobiernos de diferentes paises (México, Brasil, Venezuela), provocan una
interaccidon negativa con la planta, suelo y aguas subterraneas del drea donde se estan
aplicando. Algunos plaguicidas segun su estructura y caracteristicas fisicoquimicas persisten
en el ambiente, propiciando con ello la acumulacion en agua y suelo principalmente subiendo

por la cadena trofica y llegando hasta los seres humanos (Jaramillo et al, 2009).

La contaminacion ambiental también puede llevar a la exposicion humana debido al
consumo de restos de plaguicidas en los alimentos y, posiblemente, en el agua potable. Si
bien los paises desarrollados cuentan con sistemas para registrar los plaguicidas y controlar
su comercializacion y uso (USA, Alemania), esto no siempre sucede en otros casos (WHO,

1994).

Tabla 6. Clasificacion de los herbicidas (Albert, 2013. Modificado por Solis G.)

‘ No selectivos
Funcion

Selectivos

‘ De contacto
Modo de acciéon

De translocacion (sistémicos)
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De preemergencia

Momento de aplicacion De emergencia

De post-emergencia

Inorgénicos

Constitucién quimica :
Orgéanicos

2.3.1. Organofosforados

El glifosato es uno de los fosfonatos, los cuales son compuestos estructuralmente similares
a los organofosforados, excepto en que esta ausente un dtomo de oxigeno de los cuatro que
rodean el fésforo, siendo reemplazado por un grupo organico (en este caso el aminoacido

simple llamado glicina; Figura 3) (Baird, 2001).

O O (S)
| 3
P

|
R P
1 N -~ s
|0 R X
2 R
R

Figura 3. Estructura base de un fosfonato (izquierda) y estructura base de un
organofosforado (derecha).

R

2.3.1.1.Glifosato

El glifosato [N-(fosfonometil) glicina] es un herbicida no selectivo con actividad
sistémica de post emergencia (Barbosa y Aiassa, 2017). Fue sintetizado en 1970 por un grupo

de cientificos de MONSANTO dirigidos por el doctor J. Franz (Baird et al., 2001).
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El glifosato es un acido pero es mas comunmente usado en la forma de sal isopropilamina
(Figura 4) (Nivia, 2001; Eslava et al, 2003). Este puede ser también disponible como sal de
trimesium, difenilamina, monoamonio (APVMA, 1996), trimetilsulfonio o 4cido y es
generalmente distribuido como polvo y concentrado soluble en agua. La sal de
isopropilamina de N-(fosfonometil) glicina tiene un peso molecular de 228.18 g mol™,
ademas de ser un herbicida no selectivo, como se menciond anteriormente, es un herbicida
sistémico de accion foliar, es decir, que ingresa a la planta a través de las hojas para después
migrar a otras partes del tejido vegetal donde sera minimamente metabolizado (COFEPRIS,

2016).

O O

NH ,':! s
HO N0 HN-
OH CH,

Figura 4. Sal de Isopropilamina de Glifosato

Carlisle y Trevors (1998) se refieren al glifosato como un herbicida sistémico no selectivo
de amplio espectro que mata o suprime muchos tipos de pasto, hierbas, vides, arbustos y
arboles. Es una sustancia de baja persistencia y limitada potencialidad de bioacumulacion y
toxicidad sobre organismos no blanco. Estos autores comentan que, su uso masivo y
extendido necesita una evaluacion constante de corto, mediano y largo plazo, referente a sus
potenciales efectos nocivos sobre la salud humana y el ambiente, comprendiendo las
interacciones entre organismos, la posible pérdida de habitats en agroecosistemas, asi como
su interaccidon con otros agroquimicos. Sus propiedades fisico-quimicas se presentan en la

Tabla 7.
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Tabla 7. Identidad, propiedades fisicas y quimicas del glifosato
(http://europa.eu.int/comm/food/fs/ph_ps/pro/eva/existing/listl_glyphosate_en.pdf).

Nombre comun (ISO)

Glifosato

Nombre quimico (IUPAC)

N-(fosfonometil) glicina

Pureza minima 950 g Kg'!
Formula molecular C3HsNOsP
Masa molecular 169.08 g mol!
I I
Férmula estructural )K/NH P
HO 7| SoH

OH

Punto de fusiéon

189.5 °C (999 g Kg™)

Punto de ebullicién

Descomposicion

Apariencia

Cristal incoloro

Densidad relativa

1.075 (995 g Kg™)

Presion de vapor

1.31 x 107 Pa (25 °C 4cido)

Constante ley de Henry

2.1 x 107 Pam® mol!

Solubilidad en agua

pH2:10.5+0.2 gL' (20 °C, 995 g Kg™)

Solubilidad en solventes organicos

Acetona 0.078 g L™!
Diclorometano 0.233 gL'
Etilacetato 0.012gL!
Hexano 0.026 g L™!
Metanol 0.231 gL'
n-octanol 0.020 g L!
Propan-2-ol 0.020 g L!
Tolueno 0.036 g L!

Coeficiente de particion (log Bw)

pH5-9:-3.2a25°C (999 gKg)

Estabilidad hidrolitica (DT so)

pH 5: estable (25 °C)

pH 7: estable (25 °C)

pH 9: estable (25 °C)

Constante de disociacion

Pka: 2.34 (20 °C), 5.73 (20 °C)
10.2 (25 °C)
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Flamabilidad No altamente inflamable
Propiedades explosivas No explosivo
Absorcion UV/VIS (max.) 0.086 (265 nm)

33d(pH 5),69d (pH 7), 77d (pH 9
Fotoestabilidad en agua (Do) (PH 5),69 d (pH 7), 77 d (pH 9)
(lampara de xenon)

Coeficiente de absorcién (g8 24,000 (estimado)

Debido al estado i6nico del GP en el agua no se espera que se volatilice en el agua ni en
el suelo (Nivia, 2001) y, dada su naturaleza altamente polar, los solventes orgénicos no
pueden extraerlo de las matrices ambientales (Zavitsanos et al, 2006), por lo tanto se disuelve
facilmente en el agua; Nivia (2001) realizé varios estudios para evaluar la persistencia del
glifosato, el primero fue realizado en Canada donde su persistencia fue de 12 a 60 dias en
aguas de estanque de tierra, sin embargo, en otro estudio realizado por la misma autora en
estanques de Missouri, Michigan y Oregon, concluyo que el glifosato persiste por mas tiempo
en los sedimentos del fondo, donde su promedio de vida fue de 120 dias a mas de un afo;
existen, ademas, reportes que le atribuyen una vida media en aguas de estanque en un rango

que oscila entre 70 a 84 dias (Chemical Watch Factsheet, 2001; Eslava et al., 2003).

El herbicida es degradado en el suelo por accion principalmente bacteriana a su metabolito
el acido aminometil-fosfonico (AMPA) (Figura 5) y didéxido de carbono (Sprankle et al.,
1975; Rueppel et al., 1977; Muelleret al., 2003). El AMPA también es toxico y algo mas
movil en el suelo, pero se descompone rapidamente, lo cual resulta en la lixiviacion de

cantidades minimas en los suelos destinados a la agricultura normal (CONICET, 2009).

HO NH
\ / 2

HO—P
\\
O

Figura 5. Acido aminometil-fosfonico (AMPA) (Zavitsanoset al., 2006; modificado por Solis
G)
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El glifosato se usa para controlar plantas que se consideran indeseables en los cultivos, a
las que comunmente se denomina “malezas”, pero éste es un nombre erroneo pues oculta la
posible contribucion de diversas plantas contra la erosion del suelo, como refugio de insectos
benéficos, o como fuente de hierbas comestibles, por lo que los agroecologos prefieren
llamarlas arvenses. El glifosato también se utiliza como agente desecante, en cultivos como
sorgo o soya para secar el grano y adelantar la cosecha, o en cana de azucar como madurante

para aumentar el grado de sacarosa (INIFAP, 2014).

El glifosato se encuentra entre los herbicidas altamente peligrosos con mayor numero de
registros autorizados en México, 110 registros autorizados para uso urbano, en jardineria,
para uso industrial en plantas formuladoras y uso agricola. En este tltimo para la destruccion
de arvenses de los cultivos de maiz, frijol, trigo, citricos, tomate, vid, sorgo y papa, entre
otros. Es comercializado bajo los nombres de Aquamaster, Facna, La Fam (Figura 6),
Mamba, Sankill, Glyfos, Roundup y Ramrod en presentaciones de concentrado soluble,
granulo soluble, liquido soluble, polvo soluble, solucién concentrada y solucion acuosa las
cuales se expenden en concentraciones de 350 a 720 g i. a. L'! Kg'! (COFEPRIS, 2016;
Bejarano et al, 2017).

Figura 6. Formula comercial de glifosato (La Fam)

La comercializacion del glifosato se autoriza a 45 empresas. Entre ellas destaca la

transnacional Monsanto con 20 registros con vigencia indeterminada que incluye
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autorizaciones para uso agricola, control de “malezas” en areas urbanas e industriales, control
de lirio acudtico, en vias de comunicacion, en jardineria y en productos destinados
exclusivamente para exportacion. Otras empresas que comercializan herbicidas con glifosato
en M¢éxico son: las trasnacionales Dow, FMC y Syngenta, y empresas formuladoras
nacionales como Agricultura Nacional, Agri-Estrella, Agroquimicos Versa, Polaquimia,
Quimica Agricola de Morelos, Similia Defensivos Agricolas y Velsimex, entre otras

(COFEPRIS, 2016).

Segun datos gubernamentales del Sistema de Informacion Arancelaria Via Internet, el
glifosato (sal isopropilamina de N-fosfonometil glicina) se importa desde Estados Unidos en
primer lugar, seguido de la Republica Popular China y Taiwan, Colombia e India (SIAVI,
2014). En México se puede asumir que se usaron por lo menos 13,773 toneladas de glifosato
en el 2014, que fue la cantidad que se import6 principalmente de Estados Unidos, segun datos
gubernamentales (SIAVI Fraccion arancelaria 2931.90.19); lo que vendria representando el

10% del total de plaguicidas usados ese afio, segun estimaciones (Bejarano et al., 2017).

El glifosato es el herbicida de mayor uso en el mundo, en mas de 150 cultivos. En 1974
fue patentado como herbicida por la empresa transnacional Monsanto e introducido al
mercado con la marca Roundup. Aunque la patente del glifosato venci6 en 1991, sigue siendo
rentable para dicha transnacional (a pesar de la competencia de otras empresas que pueden
producirlo y formularlo) debido a que es parte del paquete tecnoldgico de Monsanto en los
cultivos modificados genéticamente tolerantes a este herbicida, en las variedades “Roundup
Ready” usadas principalmente en soya, pero también en algodon, maiz, canola, alfalfa, sorgo,

y recientemente promovido en trigo (Bejarano et al, 2017).

El uso intensivo y repetido de glifosato ha provocado la resistencia en 22 especies de
“malezas” en 27 paises (Watts et al, 2016), incluyendo Brasil y Argentina, donde el uso de
soya transgénica ha tenido un crecimiento espectacular en las ultimas décadas. La resistencia
al glifosato y a los herbicidas en general también se presenta con su uso continuo en cultivos
no modificados genéticamente. Es decir, las plantas consideradas como “malezas”
desarrollan una capacidad natural heredable por la cual sobreviven a dosis del herbicida que

antes eran letales.
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En M¢éxico se ha documentado como la expansion de soya transgénica tolerante al
glifosato esta causando la contaminacion de los mantos freaticos en Campeche, donde se han
encontrado residuos del herbicida en agua potable, orina y sangre de residentes de

comunidades campesinas vecinas a los lugares donde se usa (Rendon, 2015; Chim, 2016).

En 2015 la Agencia Internacional de Investigacion de Cancer (IARC) de la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud) reclasifico al glifosato como probable carcindgeno para
el ser humano (grupo 2A). La evaluacion realizada por un grupo de trabajo de 17 expertos de
11 paises de la TARC concluye que hay “evidencia limitada” en humanos y “suficiente
evidencia” en la experimentacion con animales, asi como en “fuerte evidencia” de los dos
mecanismos de accion asociados con la carcinogenicidad: la genotoxicidad y la habilidad de
causar estrés oxidativo (IARC, 2015). Sin embargo, meses mas tarde la Agencia Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA por su sigla en inglés) publicé la decision de que era poco
probable que el glifosato fuera carcindgeno en humanos, y que la evidencia no apoya su
clasificacion como potencial carcindgeno, en contradiccion con la conclusion de la IARC
(EFSA, 2015). CropLife América Latina y Monsanto dieron la bienvenida a la evaluacion de

la EFSA y criticaron la clasificacion de la IARC (Rodriguez, 2015).

El mecanismo de accion del glifosato es por medio de la inhibicion de la biosintesis de
aminoacidos aromadticos en las plantas (triptofano, fenilalanina y tirosina) mediante la
inhibicién de la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato-sintetasa (EPSPS), con lo que se
reduce la produccion de proteina y el desarrollo de ésta (Figura 7). El descontrol en la
catalisis por la enzima EPSPS en el pentltimo paso en la via del shikimato, reduce también
la biosintesis de otros compuestos tales como tetrahidrofolato, ubiquinona y vitamina K

(Eslava et al., 2007).
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Figura 7. Via del Shikimato. Al ingresar el glifosato en esta via inhibe la accion de la enzima
EPSPS formando el complejo Glifosato/Shikimato (A); en la ruta normal actta el fosfoenol
piruvato y la enzima EPSPS (B). (Monheit, 2003. Modificado por Solis G.)

La inhibicion de la EPSPS causa una escasez de proteinas (Figura 8), y consecuentemente
la muerte de la planta. Como la via del 4cido shikimico no se encuentra en vertebrados, varios

cientificos y muchos reguladores asumen que el glifosato es seguro para mamiferos,
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incluyendo humanos (Williams et al, 2000; Aparicio et al, 2013; Vera et al, 2014; Mesnage
et al, 2015; Myers et al., 2016).

Shikimic acid

Shikimic acid-3-phosphate

whde
..« EPSP Synthase

v

bl

GLYPHOSATE  wees—)

5-enolpyruvyl shikimic acid-3-phosphate

r

Chorismic acid —l

Anthranilic acid

Phenylalanine  Tyrosine  Tryptohan

Figura 8. Inhibicion de la enzima EPSPS (Glyphosate facts, 2013).

El uso de herbicidas basados en glifosato (La Fam), afecta la calidad del agua y a
organismos no diana, modificando con esto la estructura y funcionalidad de ecosistemas
acuaticos. Estas alteraciones incluyen: retardo en el crecimiento de organismos como algas
y peces, inhibicion de la eclosion en erizos, cambios histopatologicos en branquias de peces
como proliferacion de células filamentosas e hiperplasia celular, vacuolizaciéon de
hepatocitos y picnosis nuclear en higado y en rifidn, dilatacion del espacio de Bowman y
acumulacion de gotas de hialina en las células del epitelio tubular de peces, alteraciones de
parametros enzimdaticos como acetilcolinesterasa, butirilcolinesterasa, carboxilesterasa y
glutation S-transferasa (GST), alteracion de la actividad sexual y de transaminasas en peces
(TGO, TGP), asi como distorsiones metabodlicas, hematoldgicas y bioquimicas de algunos
organos y constituyentes de tejidos como lipidos totales, glucosa, entre otros. Dichas

alteraciones dependen de la especie u organismo, tipo de compuesto, la concentracion de
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glifosato en agua y el tiempo de exposicion (Jiraungkoorskula et al, 2002; Frontera et al,

2011; Lajmanovich et al, 2011).

Por otra parte, Goldsborough y Beck (1989), afirman que el glifosato se degrada
rapidamente de las aguas superficiales de sistemas lénticos (estaticos, lagos o lagunas), y
sugiere que las principales formas de pérdida de glifosato en la columna de agua se deben a
la adsorcion por el sedimento y a la biodegradacion. Mann y Bidwell (1999), determinaron
que la isopropilamina de glifosato es practicamente no toxica al no presentarse mortalidad
entre los renacuajos (C. insigniferg y mencionan la importancia de evaluar la persistencia
de los componentes surfactantes en las formulaciones comerciales de glifosato debido a que
este factor, es el principal contribuyente de su toxicidad aguda; en el caso del surfactante
POEA (polioxietilenamina) utilizado en Roundup se espera que este, sea removido
rapidamente de la columna de agua, no obstante, su vida media es de varios dias o semanas

en sistemas lénticos.

La Comision Europea intentd que se aprobara una reautorizacion del glifosato por 15 afios
en la Unioén Europea, basada en el visto bueno de la EFSA, pero no obtuvo el consenso para
lograr una mayoria calificada en el Comité Permanente de Plantas Animales y Piensos
compuesto por oficiales de los ministerios relacionados con la seguridad alimentaria o
agricultura de los gobiernos. Ante esta negativa, y basada en nuevas recomendaciones de
dicho Comit¢, la Comision Europea opt6 por extender la licencia de uso del glifosato en la
Unidn Europea por 18 meses, hasta finales de 2017, a la espera de un nuevo estudio sobre su
toxicidad elaborado por la Agencia Europea de Sustancias Quimicas (ECHA) y, mientras
tanto, impuso ciertas restricciones al glifosato (comitology.eu Num. 28 june 2016; Europa
Press 29 junio 2016). La Comision Europea ha prohibido el uso del surfactante POEA
(tallowamina polietoxilada o amina de sebo polietoxilada) usado por décadas en las
formulaciones de glifosato; recomienda que el glifosato se ajuste a “las buenas practicas
agricolas™ en su uso previo a la cosecha, como desecante por ejemplo, y restringe su uso en
parques y lugares publicos; ademas establece que se ponga atencion especial a la proteccion
de las aguas subterraneas en zonas vulnerables, sobre todo en los usos no agricolas, del

herbicida (UE, 2016).
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Sri Lanka es el inico pais que ha prohibido totalmente el glifosato en todos sus usos;

también ha habido intentos para lograr su prohibicion en El Salvador (Bejarano et al., 2017).

2.4.Aplicacion de los bioensayos

La ecotoxicologia, rama de la ciencia definida por Butler en 1978, estudia y analiza los
efectos de agentes quimicos y fisicos sobre organismos vivos, con particular atencion a
poblaciones y comunidades de ecosistemas definidos. Mientras que la ecotoxicologia
aplicada tiene como objetivo el desarrollo de protocolos de ensayo para ser utilizados como
herramientas de prediccion tempranas que permitan definir umbrales permisibles (Ronco, et

al., 2004).

El conocimiento de la toxicidad de las sustancias s6lo puede obtenerse, aparte de las
previsiones tedricas, por dos vias: estudios retrospectivos de casos de intoxicacion y ensayos
experimentales con animales y plantas. S6lo en muy contadas ocasiones se efectua
experimentacion con seres humanos, debido a las implicaciones éticas y legales que ello
ocasiona; de estudios retrospectivos sobre intoxicaciones ocurridas en humanos se obtienen

los datos de ‘toxicidad humana estimada’ (Repetto, 1988).

Los estudios toxicoldgicos con plantas estain promovidos no solo en interés de los
productos fitosanitarios y del conocimiento de la fitotoxicidad de productos de uso agricola
(y sus frecuentes contaminaciones), sino también por la necesidad de conocer el
metabolismo, transformacién, y retencion de las sustancias toxicas por los vegetales de

consumo animal o humano (Riva, 1991).

Algunas técnicas utilizan plantas inferiores para el andlisis toxicologico, como la
desarrollada por Repetto y Sanz (1977) para la detecciéon de herbicidas en sangre de
intoxicados, u otras muestras mediante cultivos de algas en placas de agar, al estilo de los
antibiogramas. Sobre placas de agar sembradas con microalgas se colocan pequefos discos
de material sospechoso. Algunos compuestos inducen la aparicion de halos de inhibicion del
crecimiento del cultivo, mientras que otros como los herbicidas hormonales, etcétera,

estimulan el crecimiento por lo cual se originan halos de gran densidad (Riva, 1991).
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El disefio de los bioensayos para la prediccion del riesgo de la presencia de xenobiodticos
(sustancia extrafa) en el medio ambiente, se hara teniendo en cuenta los fines que se persigan,
segun se pretenda conocer la cinética, la toxicidad o las interacciones que puedan producirse

(Riva, 1991).

La mejor informacion sobre las relaciones concentracion y respuesta de los compuestos
quimicos en el medio es sin lugar a duda la CLso, expresando los efectos letales a corto plazo.
Puesto que hay muchas dificultades en el mantenimiento y cultivo de organismos, la mayoria
de los ensayos se realizan con un numero limitado de especies las cuales son féciles de

mantener, de manipular y de cultivar en el laboratorio (Bayne, 1986).

Existen criterios que nos pueden ayudar a la seleccion de las pruebas biologicas que
podemos utilizar en el laboratorio para la evaluacion de sustancias toxicas como las enlistadas

en la Tabla 8.

Tabla 8. Criterios para la seleccion de pruebas biologicas en el laboratorio para la evaluacién toxicolégica (Ramirez
& Mendoza, 2008)

Factibilidad

Bajo costo

- Materiales y reactivos disponibles en la localidad
- Tiempo maximo de desarrollo (5 dias)

- Procedimiento de prueba simple

- Facilidad en la evaluacion de la respuesta a medir

Organismos Facil obtencion

- Facil mantenimiento

- Representatividad ecoldgica: de un grupo funcional, grupo
taxondmico (bacterias, peces, insectos, etc.), ruta de exposicion
(dérmica, ingestion, branquial, combinadas, etc.)

- Con informacién sobre su sensibilidad a compuestos toxicos (base
de datos)

- Respuesta relevante a los compuestos toxicos

- Sensibilidad a bajas concentraciones, a una amplia variedad de
compuestos toxicos

- Informacion sobre su biologia
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Pruebas - Condiciones presentes en los ecosistemas mexicanos (temperatura,

salinidad, dureza, etc.)

- Concentraciones quimicas reales en el medio ambiente

- Técnicamente seguros y no contaminantes

- Posibilidad de ser estandarizada

- Buena exactitud y precision analiticas

- Significado ecologico de los resultados

- Requerimientos minimos de sobrevivencia/reproduccion en
pruebas y testigos

- Comprobacién de concentraciones nominales

- Sensibilidad y replicacion (depende del numero de réplicas por
concentracion, nivel de significancia establecido y tipo de analisis

estadistico que se lleve a cabo)

2.5.Bioindicadores

Los indicadores biologicos (bioindicadores) pueden ser definidos como especies
particulares o comunidades de éstas, las cuales, por su presencia, proporcionan informacion
sobre el entorno fisico y quimico circundante en un sitio en particular. Ademas de la
presencia diagndstica de especies indicadoras, el tamafio de las células también puede ser
usado para monitorear las condiciones ambientales en los lagos y humedales (Bellinger y

Sigee, 2015).

La denominaciéon de una especie como indicadora requiere de conocimiento previo
respecto a su composicion comunitaria bajo condiciones normales, incluyendo el ciclo de
vida de las especies, su estacionalidad y sus variaciones naturales, de manera que sea posible
comparar las condiciones antes y después de una perturbacion ambiental (Raz-Guzman,

2000).

El concepto de organismo indicador se refiere a especies seleccionadas por su sensibilidad
o tolerancia (normalmente es la sensibilidad) a varios parametros. Usualmente los bidlogos

emplean bioindicadores de contaminacion debido a su especificidad y facil monitoreo
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(Washington, 1984). Odum (1972), define a los a los organismos indicadores como la
presencia de una especie en particular, que demuestre la existencia de ciertas condiciones en

el medio, mientras que su ausencia es la consecuencia de la alteracion de tales condiciones.

Roldén (1999) menciona que no se dispone de bioindicadores que cumplan con las
caracteristicas ideales requeridas y que s6lo unos pocos organismos podrian estrictamente

llenar estos requerimientos.
2.5.1. Bioindicadores y calidad del agua

Se considera que un organismo es un indicador de calidad de agua, cuando este se
encuentra invariablemente en un ecosistema de caracteristicas definidas y cuando su
poblacion es porcentualmente superior o ligeramente similar al resto de los organismos con

los que comparte el mismo habitat (Roldan, 1999).

Asi como lo afirma Roldan (1999), para poder definir un bioindicador que servira para
conocer la calidad del agua, primeramente, es necesario conocer la flora y fauna acuéatica de
la region motivo de estudio. Por ejemplo, para regiones templadas como Europa y Estados
Unidos ya existen organismos plenamente identificados hasta nivel de especie con su valor
y peso indicativo, al igual que en regiones de América como México bajo pruebas

estandarizadas (NMX-AA-110-SCFI-1995).

Las algas de agua dulce proporcionan dos principales tipos de informacion acerca de la

calidad del agua (Figura 9) (Bellinger y Sigee, 2015):

- Informacidn a largo plazo. En el caso de un lago templado, por ejemplo, la deteccion
de una intensa floracion en verano de colonias del microalga verde-azul Microcystis
es indicativo de la preexistencia de un alto grado de nutrientes (eutréfico).

- Informacion a corto plazo, cambio ambiental. En un caso diferente de un lago, la
deteccion del cambio en los afios subsecuentes desde un bajo a un alto dominio de
microalgas verde-azules (con incremento de biomasa algal) puede indicar un cambio
en el estado eutréfico. Esta puede ser una transicion adversa (posiblemente causada
por actividad humana) que requiere de cambios en la gestion de précticas y en la

restauracion del lago.
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En un contexto de cambio, los bioindicadores pueden servir como marcadores de
advertencia tempranos que reflejan el estado de ‘salud’ de un sistema acuatico (Bellinger &

Sigee, 2015).

- ENVIRONMENTAL BIDINDICATOR
BIOMARKERS MONITORING SPECIES
i i
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; t
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Figura 9. Respuestas jerarquicas de las algas al cambio ambiental, como alteraciones en la
calidad del agua. Los cambios en el tiempo de respuesta relacionan a los aspectos de la
comunidad algal como suborganismos (izquierda), individuos (en medio) y poblaciones

(derecha). ElI monitoreo ambiental de la respuesta de las algas puede ser sustentado por el

nivel de especies biomarcadoras o bioindicadoras (Adams, 2005).

Las principales fuentes de perturbaciones causadas en los ecosistemas acuaticos por el
hombre estan relacionadas con la contaminacion de origen doméstico, industrial, agricola,
minero y deforestacion, como las mas importantes. Estas perturbaciones pueden resumirse

de la siguiente manera:
Directo del lecho del rio

- Regulacion del flujo y desviacion
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- Destruccion del habitat: dragado, revestimiento, canalizacion, construccion de presas
- Alteracion de la temperatura, del pH, salinidad

- Vertimiento de agua servidas

- Vertimiento de toxicos (metales pesados, pesticidas)

- Elementos radiactivos

- Manipulacion de la cadena alimenticia (especies exoticas)
Indirecto

a) En el area de captacion:

- Précticas forestales (erosion, arrastre de sedimentos)
- Quemas

- Construccion de vias

- Substraccion de agua y canales de desvio

- Contaminacion del aire

- Practicas agricolas

b) En la zona riparia

- Insolacioén (efectos de la productividad primaria)
- Alteracion de la temperatura del agua

- Dindmica de nutrientes

- Aportes aloctonos

- Dinamica de los sedimentos

- Morfologia del cauce

Los anteriores impactos pueden medirse y cuantificarse mediante el uso de bioindicadores

cuyo valor y peso indicativo debe previamente definirse (Roldan, 1999).
2.5.2. Microalgas verde-azules como bioindicadores

El fitoplancton responde rapidamente los cambios ambientales por su ciclo de vida corto.
Estos cambios alteran la estructura de sus comunidades, repercute en el interés
socioeconomico del sistema acuatico en tiempos relativamente cortos, sobre todo por su

papel de productores primarios. Algunas algas microscopicas del fitoplancton muestran una
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distribucion amplia, otras, ciertas preferencias ambientales, y unas terceras alta frecuencia de
taxon en aguas fuertemente contaminadas, lo que sugiere su tolerancia por algin compuesto
quimico o bioquimico. Si algiin taxon se reconoce como cosmopolita diferenciado, puede
evidenciarse cualquier cambio fisico o quimico en las masas de agua al ocurrir una alteracion

por contaminantes (Vazquez et al., 2006).

El fitoplancton puede adquirir mayor resistencia o tolerancia a diversas sustancias, por
ejemplo fertilizantes, e incrementar su desarrollo y abundancia repercutiendo en la
eutroficacion de las aguas, donde ciertas especies muestran el estado troéfico de arroyos, rios

y lagos (De la Lanza et al., 2000).

Existen muchos ejemplos de algas microscopicas para inferir sobre la calidad de los
ambientes acuaticos, éstas permiten conocer las fluctuaciones en las masas de agua, lo que
ha permitido trascender en la caracterizacion de especies tolerantes o afines a la materia

organica y en su capacidad de descomponerla (Figura 10) (Vazquez et al., 2006).

L S ]
L.

Figura 10. Diversas especies de fitoplancton (Tomado de:
https://clotdegalvany.es/ver/fitoplancton/)
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Al igual que con otros grupos algales, la presencia o ausencia de especies en particular
puede ser un indicador util del estado ecologico (Tabla 9). La presencia dominante de
colonias fitoplanctonicas verde-azules en lagos proporciona un indicador util de un estado
alto de nutrientes donde estas algas son un componente clave de varios indices troficos. Por
el contrario, las poblaciones de algas verde-azules planctonicas unicelulares son indicativo
de condiciones oligotroéficas a mesotroficas. En corrientes, la abundancia relativa de
bentonicos verde-azules fijadores de N> (heterocystous) puede ser usada para un rapido

biomonitoreo de nutrientes (concentracion de nitrégeno) (Bellinger y Sigee, 2015).

Tabla 9. Diversidad ecoldgica de Algas verde-azules de agua dulce (Bellinger y Sigee, 2015)

Ecosistemas
Aguas inmdviles, lagos y

Condiciones especificas
Mesotrofico a eutrdéfico

Algas bentoénicas
Gloeotrichia: Adjunto a

Algas plancténicas
Colonias verde-azules:

estanques sustratos. Separado de Microcystis, Anabaena
colonias plancténicas
Oligotroéfico Verde-azules unicelulares:
Synechococcus
Aguas duras y blandas Aphanothece
Lagos acidos Cylindrospermum: a Tolypothrix: Plancténico o
menudo formando parches en vegetacion sumergida
oscuros en  vegetacion
sumergida
Humedales Aguas blandas, comun en Chroococcus — Adjunto a sustratos, mezclado con marafias

Aguas mdviles, corrientes y
rios

Ambientes extremos
Lagos polares, estanques,
suelos

Manantiales

Aguas
salinos
Combustible nuclear
gastado, estanques de
almacenamiento

salobres, lagos

lodazales

Agua abierta en lodazales
Bajas concentraciones de
N, alta proporcion N:P

Baja temperatura, baja
luminosidad (cubierta de
hielo)

45 °C o mayor

Rango de salinidad

Alta radioactividad, rango
de radionucleidos incluidos
137CS y GOCO

de algas filamentosas o de libre flote
Merismopedia — tipico de comunidades de lodazales

Alfombrilla bentdnica:
Nostoc, Calothrix
(Stancheva et al., 2013)

Alfombrilla bentdnica:
Calothrix, Phormidium.
Leptolyngbya

(Martineau et al., 2013)
Mastigocladus laminosus
Oscillatoria (pigmentada)
(Darley, 1982)

Biopelicula dominada por
Leptolyngbya
(Evans, 2013)

Aphanocapsa
Oscillatoria rubescens

Synechococcus lividus
(Stal., 1995)

Aphanothece halophytica
(Yopp et al., 1978)

Los cambios en la poblacion de colonias verde-azules en lagos y estuarios podrian
también actuar como un indicador del cambio climatico. Un incremento en las floraciones de

Microcystisen la bahia de San Francisco (USA), por ejemplo, fue predicho debido al
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incremento de las temperaturas y el bajo flujo de corrientes durante la creciente incidencia

de las sequias (Lehman et al., 2013).
2.6.Cianobacterias

Las cianobacterias son microorganismos procariotas Gramnegativas que fueron
originalmente referidas como “microalgas verde-azules”. Estos microorganismos son muy
estrechamente relacionados a las bacterias en términos de estructura celular, con ntcleo no
definido u organelos presentes unidos a la membrana. Las cianobacterias tienen una pared
celular que contiene peptidoglicano que es frecuentemente rodeado por una envoltura
mucilaginosa. Dentro de la pared celular se encuentra una membrana celular tipica.
Generalmente, las cianobacterias son mas grandes que otras bacterias, variando en tamafio
desde 1 um para tipos unicelulares, hasta 30 um para especies multicelulares (Singh y

Montgomery, 2011).

Las cianobacterias son fotoautétrofas, lo que significa que usan la energia luminica en la
fotosintesis (principalmente por clorofila-a) en orden de generar su material celular de
carbon, y durante el proceso producira oxigeno. Otras especies también pueden crecer
heterotroficamente usando compuestos organicos como fuente de carbono (Halm et al,
2011). Bajo condiciones ricas de fosforo (P) y nitrégeno (N), las cianobacterias absorben y
después, intracelularmente, guardan estos componentes; una propiedad que ha evolucionado
durante millones de afos para permitirles explotar condiciones ambientales extremas (Shi et

al., 2003; Llacer et al., 2008).

Algunas cianobacterias producen vacuolas proteinicas de gas que les permiten flotar en
ambientes acuaticos. Estas vacuolas son cilindricas y selladas con cubiertas conicas (Hayes,

1988).

Es importante destacar que las cianobacterias pueden crecer prolificamente bajo
condiciones adecuadas, generando asi las llamadas ‘blooms’ algales (en espafiol, floraciones)
en lagos de agua dulce eutrdfica y pantanos (Reichwaldt y Ghadouani, 2012). Un gran
nimero de metabolitos secundarios producidos por cianobacterias son potencialmente
toxicos y, durante las floraciones algales, puede conducir a efectos nocivos tanto a la ecologia

local como también a la salud de animales y humanos (Percival y Williams, 2014).
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Las cianobacterias tienen un rol crucial como componente significante del ciclo del
nitrogeno como productoras primarias en muchas areas en el océano (van den Hoek et al,
1995). Algunas cianobacterias son observadas en muchos entornos extremos como aguas
termales, lagos salados y biotopos expuestos a alta radiacion solar (Cronberg y Annadotter,

2006).

La fijacidn de nitrégeno es el proceso de reduccion del gas nitrégeno a través de la accion
del complejo enzimatico nitrogenasa. El nitrogeno, ademas de ser altamente abundante en el
ambiente, es altamente inerte y, por lo tanto, su conversion a un producto de nitrogeno que
se puede incorporar en el material celular y sus procesos requiere reduccion (Postgate, 1998).
Los géneros de cianobacterias que son reconocidas por ser capaces de fijar nitrégeno incluyen
Anabaena Aphanizomenory Gloeotrichia Los géneros Microcystis Coelosphaeriunmy

Oscilhtoriaparecen no poder fijar nitrogeno (Percival y Williams, 2014).

Una gama de cianotoxinas puede ser producida por cianobacterias y estas pueden ser
concebidas como neurotoxinas (€. g. anatoxina-a, saxitoxina y neosaxitoxina; Wieseet al,
2010), hepatotoxinas (€. g. microcistinas, nodularinas y cilindrospermopsina; Labine y
Minuk, 2009), toxinas tumorigenas (€. g. microcistinas; Zeguraet al, 2011), y toxinas que
son irritantes afectando la piel y el tracto gastrointestinal (€. g. lipopolisacaridos; Stewartet
al., 2006). Las cianotoxinas, normalmente, son generadas intracelularmente y después,

generalmente, liberadas al ambiente cuando las células se lisan (Percival y Williams, 2014).

Las cianobacterias no son agentes infecciosos por si solos, sin embargo, algunas especies
producen toxinas durante las floraciones algales, las cuales son activadas por enriquecimiento
de nutrientes de aguas naturales y efluentes industriales (Percival y Williams, 2014). Existen
cerca de 25 especies de cianobacterias asociadas con efectos adversos a la salud (Gold et al.,

1989).

El primer registro de floraciones algales fue en el siglo XII en Lake Llangors en Gales,
RU. Desde entonces, floraciones algales toxicas han sido reportadas en varias partes de
Europa, USA, Australia, Africa, Asia y Nueva Zelanda. Un estudio en el Reino Unido

encontro que 75% de las floraciones algales contienen toxinas (Baxter, 1991).
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Dentro de las floraciones algales, quiza las toxinas mas frecuentemente encontradas son
las microcistinas ademads, son los toxinas con mayor frecuencia vinculadas con incidencias
de envenenamiento animal y humano. El problema de las microcistinas se ve agravado por
su alto grado de estabilidad quimica dentro del agua en amplios rangos de temperaturas y pH

(Percival y Williams, 2014).

Las dos principales categorias de toxinas producidas por cianobacterias son las
neurotoxinas y las hepatotoxinas. Las observaciones de envenenamiento de animales
domésticos muestran que, cuando las membranas mucosas son expuestas a neurotoxinas
cianobacteriales, los sintomas se desarrollan de 4-10 minutos y la muerte dentro de 30
minutos. Los efectos de las hepatotoxinas pueden causar sintomas en animales expuestos
dentro de 30 minutos y la muerte dentro de 24 horas. Usando veneno de cobra como punto
de referencia, las neurotoxinas alcaloides producidas por especies de Anabaena flos-aquage
Nodularia spumigenpaueden ser igual de potentes, con 20 pg por kg de peso corporal siendo
la dosis letal (DLso de 200 pg kg™!). Las hepatotoxinas producidas por Microcystis aeruginosa
y algunas cepas de Aphanizomenon flos-aquaen de hecho dos veces mas potentes que el
veneno de cobra con 9 pg kg™ siendo la DLso. Se ha encontrado que cierto numero de estas
toxinas son promotores tumorales y oncogénicos en animales de laboratorio. Una de las
toxinas aisladas de Microcystis aeruginosafecta el sistema cardiovascular y produce
lesiones en los higados de una variedad de animales de laboratorio cuando les es administrado

por via oral o por inyeccion intraperitoneal (Percival y Williams, 2014).

El control de las cianobacterias es un problema, las investigaciones han demostrado que
las toxinas pueden permanecer potentes por dias, incluso después de que los
microorganismos han sido destruidos por cloracion y tratamiento con sulfato de cobre (El

Saadi et al., 1995).

Ya que las cianobacterias no dependen de una fuente fija de carbono, estan distribuidas
ampliamente a lo largo de ambientes acudticos. Sus habitats incluyen aguas dulces, ambientes
marinos y algunos suelos. De hecho, las cianobacterias se encuentran en los estadios
tempranos de la formacién del suelo, siendo asociadas con su conversion o descomposicion.
El agua estancada, los sedimentos y el suelo parecen ser los reservorios significantes de estos

organismos. En el ambiente, las cianobacterias muestran una ventaja selectiva sobre
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eucariotas, debido a la habilidad de fijar nitrogeno bajo condiciones adversas (Percival y

Williams, 2014).

El crecimiento de Cianobacterias es estimulado por agua a alta temperatura y altas
concentraciones de nitrogeno (N) y fosforo (P) inorganicos. En efecto, para este fin, las
cianobacterias son capaces de explotar un amplio rango de formas organicas disueltas de
ambos compuestos de fosforo y nitrogeno a través de fosfatasas y aminopeptidasas
extracelulares. Su habilidad de ser una fuente biologica de fijacién de nitrégeno en suelos y
agua son también un significante contribuidor de supervivencia a largo término y juega un

rol importante en la sucesion de microorganismos en el ambiente (Percival y Williams, 2014).

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos o los gobiernos europeos no
regulan ni a las cianobacterias ni a sus metabolitos, excepto bajo pautas, afirmando que el
agua para consumo debe ser potable. Como es definido, el agua potable no s6lo debe ser
segura, también debe estar libre de cualquier olor o sabor objetable, independientemente de

su origen (Percival y Williams, 2014).

El monitoreo de agua de la presencia de cianobacterias es un aspecto importante para
reducir los efectos perjudiciales en la salud de humanos y animales. El analisis cuantitativo
de estos microorganismos y de los niveles de cianotoxinas son medidas clave (Percival y

Williams, 2014).

Existe una variedad de medios minerales seleccionados disponibles (D-medium, ASM-1,
BG-11 y WC) donde las cianobacterias son incubadas a 25 °C bajo luz blanca, fluorescente
y tibia. Las cianobacterias pueden crecer extremadamente lento, y pueden requerir varios

meses de cultivo para generar colonias visibles (Castenholz, 1998).

2.6.1. Microcystis aeruginosa

Como representante del fitoplancton tenemos a Microcystis aeruginosajue se trata de
una microalga procariota verde-azul del género Microcystis de la familia Microcystaceae
pertenecientes al filum Cyanobacteria (Tabla 10). Estas microalgas pertenecen a un grupo
que comunmente se denomina Cianobacterias. Las cianobacterias son los organismos
fotosintéticos mas primitivos con una larga historia evolutiva que se extiende al menos 3.5

mil millones de afos en el pasado (Cronberg y Annadotter, 2006).
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Tabla 10. Taxonomia deMicrocystis aeruginosgKdutzing, 1846).

Imperio Procariota
Reino Eubacteria
Subreino Negibacteria
Filum Cianobacteria
Clase Cyanophyceae
Subclase Oscillatoriophycideae
Orden Chroococcales
Familia Microcystaceae
Género Microcystis
Especie Microcystis aeruginosa (Kutzing)

Microcystis aeruginosas una especie nociva de agua dulce, cosmopolita y muy comin
en regiones templadas y tropicales (Figura 11). Microcystis aeruginosasta favorecida por
temperaturas calidas, pero su toxicidad y las tasas de crecimiento méximo no estan totalmente
acopladas, ya que las cianobacterias tienen la mayor tasa de crecimiento en el laboratorio a
32 °C, mientras su mayor toxicidad es a 28 °C, disminuyendo la toxicidad en funcién de
incrementar la temperatura por encima de 28 °C. Se ha encontrado que el crecimiento esta

limitado por debajo de 15 °C (Kiitzing, 1846).

Figura 11. Microcystis aeruginoséBellinger y Sigee, 2015)
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Esta especie pertenece al orden de los Chroococcales que son cianobacterias unicelulares
que pueden formar colonias. Las células usualmente son esféricas, verde-azul palido y tienen
en promedio un didmetro de 4-6 um. Sus colonias son humedas y pegajosas, flotan libre y
usualmente miden de 600-900 um de largo. Las colonias pueden parecer redes con agujeros
y, con frecuencia, tienen subcolonias. Tienen contornos irregulares con una gran cantidad de

células irregularmente dispuestas (Bellinger y Sigee, 2015).

La pigmentacion de éstas incluye clorofila-a, rojas y azules ficobilinas (ficoeritrina,
ficocianina, aloficocianina) y carotenoides. Estos pigmentos accesorios se encuentran en los
ficobilisomas, ubicados en filas en la superficie exterior de los tilacoides. Sus tilacoides, que
se encuentran libres en el citoplasma, no estan dispuestos en pilas. Su reproduccion en ambas
divisiones es estrictamente asexual por division celular simple, fragmentacion de la colonia

o filamentos (Kiitzing, 1846).

Microcystis aeruginosas una especie formadora de floraciones (bloomg que también
puede producir microcistinas y a su vez pueden ser perjudiciales para humanos y animales
(Figura 12). La exposicion aguda a altas concentraciones de microcistina puede conducir a
falla hepatica y, posteriormente, la muerte. La exposicion subcrdnica a la microcistina esta

asociada con la formacion de tumores (Bellinger y Sigee, 2015).
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Figura 12. Microcistina producida por Microcystis aeruginosaaracteristica por ser
hepatotoxica (Peleato et al., 2005).
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2.7.Género Artemia

El microcrustaceo Artemiaes un género con una amplia distribuciéon mundial (Figura
13), que vive al interior de habitats acuaticos de alta salinidad (Vanhaecke et al., 1987). Es
uno de los pocos organismos que pueden adaptarse a muy diversas condiciones de vida que
envuelve salinidades desde 10 g L' hasta 340 g L' (Abatzopoulos et al., 2006; Post y
Youssef, 1997). Su adaptacion a ambientes hipersalinos y agua con una composicion quimica
especifica en donde habitan se debe principalmente a una medida de proteccion contra sus
depredadores para poder garantizar su desarrollo adecuadamente. Esta adaptacion, ocasiona
que las poblaciones de Artemiapuedan desarrollarse adecuadamente, solamente en un habitat
salado especifico, ya que las actividades fisiologicas del animal funcionan correctamente
bajo ciertas condiciones de salinidad (Castro et al., 2006), asi estos animales poseen el
sistemas osmorregulatorio mas eficiente conocido en todo el reino animal; ademas son
capaces de sintetizar eficazmente pigmentos respiratorios (hemoglobina) y poder hacer frente
a los bajos niveles de oxigeno disuelto que existen en los ambientes hipersalinos; finalmente
estos organismos tienen la capacidad de producir quistes en fase de latencia cuando las

condiciones ambientales ponen en peligro la supervivencia de la especie (Salgado, 2001).

Species
& A franciscana
& A parthenogenetica
& A persimills
4 A salina
* A sinica
@ A tibeliana
*® A urmiana

_,_,—"'_“'H!_

Figura 13. Mapa de la distribucion mundial de las diferentes especies de Artenfidufioz,
2009).
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Como lo menciona Castro et al. (2001), en México se encuentran 17 sitios salinos donde
se puede encontrar este pequefio crusticeo; estos sitios se clasifican en dos categorias:
talasohalinos, donde el componente principal es el cloruro de sodio (14 zonas costeras) y
atalosohalinos, donde el componente principal no es el cloruro de sodio, por ejemplo, Cuatro

Ciénegas, Coahuila que presenta aguas con fosfato de sodio (Figura 14).
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Figura 14. Distribucién de Artemiaen México y Centroamérica (FAO, 1986).

En México, la diversidad de habitats con caracteristicas especificas de temperatura, pH,
clima, suelo, etc., imprimen en las diferentes poblaciones de Artemia una capacidad
ecoldgica adaptativa diferente a las condiciones aplicables en su cultivo a nivel laboratorio

(Castro et al., 2001).

En la actualidad, Artemiasp es el microcrustaceo mas empleado como alimento vivo para
larvas de muchos peces y crustdceos marinos en cultivo desde nauplio hasta la etapa adulta

(Persoone et al., 1989).

La Artemiaes un filtrador no selectivo, productor primario y consumidor secundario que

se alimenta tanto de materia organica particulada (e. g.detritos biologicos procedentes de
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aguas de manglares) como de organismos vivos de tamafio apropiado (microalgas y

bacterias) (Salgado, 2001).

La Artemia es un crusticeo braquiopodo de aguas saladas oceanicas, conocido
popularmente debido a que una subespecie, A. nyos hibrida de A. salinaes comercializada

bajo el nombre de Sea Monkeysomo curiosidad (Sorgeloos et al., 1986).

La Artemiafue descubierta en Lymington, Inglaterra en 1755. Aunque existe controversia
acerca de si las variedades de Artemiapueden ser consideradas especies separadas o por el
contrario si deben verse como hibridaciones de una tinica rama (Tabla 11) (Sorgeloos et al.,

1986).

Los huevos de Artemiapueden permanecer metabdlicamente inactivos durante largos
periodos (incluso varios afnos) en condiciones de total ausencia de agua y oxigeno y a
temperaturas por debajo del punto de congelacion. Esta caracteristica inusual se conoce como
criptobiosis o diapausa; una vez en el entorno adecuado, la eclosion no se demora mas de
unas horas (Figura 15); el adulto alcanza un centimetro de largo en promedio y su vida media

es de un ano (Sorgeloos et al., 1986).

Figura 15. Estados de la eclosion de Artemia (Aquaria, 2018).

Sus apéndices toracicos llamados filopodos, ademas para nadar, le sirven para crear
corrientes de agua que filtran para adquirir alimento disuelto como microalgas, rotiferos,

detritos, aunque no realizan filtrado selectivo. Su reproduccion es por partenogénesis o sexual
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dependiendo de la hostilidad del medio y la especie. Su progenie puede darse en forma
ovovivipara y ovipara, siendo llamados huevos o quistes. Cuando aumenta la salinidad del
agua o existe escasez de comida suele darse la reproduccion ovipara, pudiendo en este caso
resistir la deshidratacion durante afios y temperaturas de entre -273 a 60 °C debido a que los

embriones se encuentran en un estado de diapausa (Persone et al., 1980).

Tabla 11. Taxonomia déArtemia (Triantaphyllidis et al., 1988; Browne y Bowen, 1991; Martin
y Davis, 2001)

Phylum Arthropoda
Clase Crustacea
Subclase Branchiopoda
Orden Anostraca
Familia Artemidae

Género Artemia

El nombre especifico Artemia salinano es taxonémicamente valido en la actualidad
(Bowen y Sterling, 1978). Experiencias entre cruzamiento entre diferentes poblaciones de
Artemia han demostrado el aislamiento reproductivo de algunos grupos de poblaciones
(Barigozzi, 1974; Clark y Bowen, 1976) y esto ha llevado al reconocimiento de especies

hermanas (sibling) a las que se les ha dado nombres diferentes (Bowen et al., 2006).

Entre las cepas bisexuales o zigogenéticas de Artemia (poblaciones compuestas por

individuos machos y hembras) se han descrito hasta la fecha 6 especies de hermanas:

- Artemia salina Lymington, Inglaterra (extinta).

- Artemia tunisianaEuropa.

- Artemia franciscanaAmérica (Norte, Centro y Sur).
- Artemia permisilis Argentina.

- Artemia urmianalran

- Artemia monicaMono Lake, CA-USA.

Algunas cepas partenogenéticas (poblaciones compuestas exclusivamente por hembras;

no siendo necesaria la fertilizacion de los huevos para la reproduccion) han sido encontradas
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en Europa y Asia. Existen importantes diferencias genéticas (€. g. en el nimero de
cromosomas y en el tipo de isoenzimas) que hacen muy dificil la clasificacion sistemdtica
conjunta bajo el nombre de “Artemiapartenogenética” (Abreu-Grobois y Beardmore, 1980).
Por esta razon fue sugerido que, salvo que las especies sibling de cepas partenogenéticas
puedan ser identificadas (por medio de pruebas de entrecruzamiento con hermanas
conocidas), y hasta que la especiacion de estos animales sea comprendida de forma mas clara,

solamente se use la denominacion Artemia(Persoone et al., 1986).
2.7.1. Morfologia y ciclo de vida de Artemia

El cuerpo de Artemia puede distinguirse tres partes bien diferenciadas: cabeza, torax y
abdomen como se observa en la Figura 16. Su tamafio oscila entre 7 y 12 mm de longitud,

aunque puede alcanzar los 17-18 mm (Sarabia, 2002).

st Antenas

) ~ f Ojos

Cabeza — Ojo nauplio

Toractpodos

Saco ovigero /
Segmento genital

_Segmento
abdominal

Abdorren

Telson

Furca
caudal

Figura 16. Morfologia deArtemia (Neli, 2015).

En la cabeza se distinguen los restos del ojo nauplial, los 0jos compuestos, anténulas y
antenas que en las hembras adoptan una forma sencilla y que en los machos presentan una

porcién anterior ensanchada en forma de tenaza (es una de las diferencias entre Artemia

macho y hembra).
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Su toérax consta de once segmentos bien definidos dotados, cada uno, de un par de
apéndices toracicos (toracopodos), son los que le permiten la natacion, la respiracion y la
alimentacion ya que producen pequenas corrientes de agua que hacen que la comida llegue a

su boca.

Por ultimo, el abdomen estd formado por ocho segmentos, siendo los dos més préximos
al torax los segmentos genitales. Estos dos primeros segmentos abdominales estan
hipertrofiados en su cara ventral, dando lugar a los respectivos aparatos sexuales: bolsa
ovigera o utero en las hembras y vesicula seminal y pene en los machos. El ultimo de los
segmentos corresponde al telson el cual a su vez lleva un par de furcas caudales en su fin

(Sarabia, 2002).

Una peculiaridad de Artemia es la capacidad de producir huevos cisticos, de larga
duracion y resistencia, también llamados quistes. Los quistes pueden ser desecados y
mantenidos en condiciones adecuadas, y mantenerse viables durante largos periodos de
tiempo. Una vez hidratados, se reinicia el metabolismo interno, después de 24 h la membrana
externa del quiste se rompe y aparece el embrién rodeado de la membrana de eclosion,
después el embrion abandona la cascara del quiste colgado del cascaron vacio al que todavia
se encuentra unido. Dentro de la membrana de eclosion se completa el desarrollo del nauplio,
y culmina cuando se rompe dicha membrana y sale, nadando libremente, alcanzando el estado

de nauplio (Sarabia, 2002).

En el primer estado larvario (estado I), conocido como nauplio, tiene un tamano entre 400
y 500 micras de longitud, de color pardo anaranjado y posee tres pares de apéndices: el primer
par de antenas (también llamadas anténulas, tienen una funcién sensorial), el segundo par de
antenas (con funcioén locomotora y filtradora) y las mandibulas (con una funcién de toma de
alimento). Su aparato digestivo no es todavia funcional (permaneciendo aun cerrados la boca

y el ano) (Figura 17).

A las 24 h, se produce una muda, pasando al segundo estado larvario (estado II). En esta
fase el aparato digestivo ya es funcional y el segundo par de antenas filtra particulas
alimenticias de un tamafo de 1 a 40 micras. Ademas Artemia es un crustaceo filtrador pasivo

que basa su alimentacion en la captura de bacterias, algas unicelulares, pequefios protozoos
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y detritos del medio en que vive. Durante su desarrollo, la larva realiza 15 mudas, durante las
cuales van apareciendo los toracopodos y se desarrollan los dos ojos laterales complejos. En
este estado ya se pueden observar las antenas en forma de pinzas en los machos y las antenas
en las hembras pasan a ser organos sensoriales. Cuando los toracopodos ya estan
completamente formados presentan tres partes funcionales: los telopoditos y endopoditos con

acciones locomotrices y filtradoras y los exopoditos que actian como branquias.

Figura 17. Ciclo de vida deArtemia (Neli, 2015).

La Artemia adulta se caracteriza por un cuerpo alargado con dos ojos complejos
pedunculados, un aparato digestivo lineal, unas anténulas sensoriales y 11 pares de
toracopodos funcionales. Puede llegar a vivir por un tiempo aproximado de cuatro meses. El
macho posee un par de piezas prensiles musculadas muy caracteristicas (segundo par de
antenas) en la region cefalica mientras que en la parte posterior del térax se puede observar
un par de penes. La hembra es facilmente reconocida por su Utero que estd situado
inmediatamente detrds del undécimo par de toracopodos. La precdpula de los adultos se inicia
cuando el macho sujeta a la hembra entre el ttero y el altimo par de toracépodos, con sus
antenas curvas. Las parejas pueden nadar de esta forma durante largo tiempo es lo que se
conoce como posicion de monta, para lo cual mueven sus toracopodos de forma sincronica.
La copula es un rapido acto reflejo donde la parte ventral del macho se dobla hacia delante y

uno de los penes se introduce en la abertura del ttero, fertilizando los huevos. Los huevos se
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desarrollan en dos ovarios tubulares situados en el abdomen, pueden contener hasta mas de
200 huevos. Una vez maduros, tienen forma esférica y se desplazan hasta el titero a través de

dos oviductos (también llamados sacos laterales).

Después de esta fertilizacion se pueden presentar dos tipos de reproduccion: si las
condiciones ambientales son favorables se inicia el metabolismo embrionario,
desarrollandose los nauplios nadadores que luego son depositados por la hembra (a esto se le
llama reproduccion Ovovivipara); si las condiciones ambientales son adversas, las glandulas
de utero de la hembra secretan una sustancia color café que enquista los embriones o quistes,
los cuales entran en un estado de latencia y son liberados en forma de quistes (a este proceso
se le llama reproduccion Ovipara). El desarrollo del embrion hasta la eclosion dura
aproximadamente 24 h en condiciones adecuadas, llegando a su fase adulta en 20-30 dias de

vida libre alcanzando un tamafo de 7 mm (Sorgeloos, 1986; Castro y Cordova, 2003).

2.7.2. Artemia franciscana

Artemia franciscanaes un microcrustaceo, branquidpodo perteneciente al orden
Anostraca. Habitan en aguas con altas concentraciones de sal. Es la especie de Artemiaque
comunmente se comercializa para fines alimenticios en acuicultura y acuariofilia por su gran
abundancia. Resiste mejor los factores abidticos, lo que ha sido demostrado al observarse
sobrevivencia y fecundidad significativamente mayor que las de otras especies
(Triantaphyllidis et al, 1995; Barata et al, 1996). Ademas tiende a presentar mejor éxito de
colonizador si se introduce en nuevas habitats, desplazando a la fauna nativa (Williams y
Geddes, 1881). Artemia franciscanas dominante en el nuevo mundo, y se encuentra
distribuida desde Canada hasta la zona central de Chile. Esta especie en México se encuentra
en “Las Salinas de Hidalgo”, San Luis Potosi, “Casa Blanca”, Cuatro Ciénagas, Coahuila,

Yavaros, Ecatepec, Ceuta y San Crisanto (Correa et al, 1993; Malpica et al, 2004).

La norma mexicana NMX-AA-110-1995-SCFI establece un método bioldgico para la
evaluacion de la calidad del agua mediante pruebas de toxicidad aguda utilizando como
bioindicador A. franciscanaAplicable para la evaluacion de toxicidad aguda en cuerpos de

agua salobres y marinos, asi como aguas residuales industriales, municipales y agricolas,
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lixiviados, sustancias puras o combinadas y extractos acuosos con salinidades mayores a

diez.

Debido a la facilidad de su cultivo, corto ciclo de vida, y a su distribucion cosmopolita,
Artemiaha ganado popularidad como organismo de prueba en estudios de toxicologia y es
una alternativa al uso de otros invertebrados por la posibilidad de obtener organismos
neonatos de forma sincronica y con una condicion fisiologica uniforme. Otra caracteristica
que hace a este organismo util en estudios en toxicologia es que puede ser cultivado en
salinidades que varian entre 5 y 150 ups y se adapta a un amplio intervalo de condiciones

ambientales (Panagoula et al., 2002; Papadopoulus et al., 2004).
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3. Justificacion

A través de los afios, la agricultura ha sido transformada radicalmente. Debido al
incremento de la poblacion y a factores comerciales como la competencia que existe entre
diferentes proveedores de productos alimenticios, se requiere que ésta sea mas eficiente tanto
en la calidad como en la cantidad de alimentos que se cosechan anualmente. El cambio
climéatico y la instalacion de diversas plagas en los campos de siembra (arvenses, en este
caso), han conducido a que los productores de alimentos utilicen de manera desmedida
sustancias que ayudan a la destruccion de estas plagas, ademés de que significan un ahorro
econdmico al prescindir de trabajadores para la eliminacion manual de arvenses. Los
herbicidas utilizados para este fin son poco metabolizados y esparcidos por todo el suelo
llegando a efluentes marinos por medio de lixiviacidon o diseminacion directa sobre mantos
acuiferos provocando problemas de toxicidad aguda sobre las especies marinas. El anélisis
quimico de estas sustancias sobre ecosistemas acudticos y los datos obtenidos son una
necesidad incluida en el Programa Internacional de Seguridad de las Sustancias Quimicas
(IPCS). Los bioensayos utilizados en las pruebas ecotoxicoldgicas para la obtencion de datos
son de gran importancia debido a los bioindicadores planctonicos utilizados, microalga
verde-azul Microcystis aeruginosg microcrustaceo Artemia franciscanauno perteneciente
al fitoplancton y el otro perteneciente al zooplancton, respectivamente. Ya que ambos forman
parte del primer nivel de la cadena trofica, los datos obtenidos pueden informar sobre una
amenaza latente en especies superiores y, en general, alertar sobre el peligro de
contaminacion del ambiente. Los datos obtenidos sobre concentracion letal media del
herbicida N-(fosfonometil) glicina son de gran utilidad ya que pueden ayudar a las
autoridades a reclasificar dicha sustancia activa de acuerdo con su verdadero potencial

peligroso.

3.1.Hipotesis

La presencia de glifosato en el ambiente marino ocasiona un efecto toxico agudo sobre el
primer nivel trofico a nivel del plancton: microcrustaceo Artemia franciscang microalga
verde-azul Microcystis aeruginosademas de provocar la eutroficacion de las aguas y con

ello cambios en el tamafio y volumen de Microcystis aeruginosa
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4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo General

- Evaluar la toxicidad aguda del herbicida N-(fosfonometil) glicina utilizando como
bioindicadores un representante del zooplancton (Artemia franciscanp y un

representante del fitoplancton (Microcystis aeruginosa

4.2.0bjetivos Especificos

- Determinar la CLso del herbicida N-(fosfonometil) glicina sobre nauplios de Artemia
franciscanatras 24 horas de exposicion.

- Sefialar la concentracion mas alta a la cual no se observan efectos (24h-NOEC) sobre
nauplios de Artemia franciscana

- Determinar la Clso del herbicida N-(fosfonometil) glicina sobre el alga verde-azul
Microcystis aeruginoséas 72 horas de exposicion.

- Seiialar la concentracion mas alta a la cual no se observan efectos (72h-NOEC) sobre
Microcystis aeruginosa

- Analizar el efecto en el coeficiente de forma tanto en area y volumen de las células

de Microcystis aeruginossobre un control, 72h-NOEC y Clso.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1.Sustancias de ensayo

La sustancia de ensayo utilizada fue el herbicida organofosforado glifosato con una pureza
del 97% [C3HsNOsP] (La FAM®; Tabla 12) con un contenido de glifosato acido [N-
(fosfonometil) glicina] no menor de 74% en concentracion de 480 g L' de sal de
isopropilamina de glifosato. Se trabajé a concentraciones crecientes del herbicida en un rango
de 0.25 2 0.32 mg L' en las pruebas realizadas sobre Artemia franciscang concentraciones

crecientes de 10 a 110 mg L™! en las pruebas realizadas sobre Microcystis aeruginosa

Tabla 12. Composicion porcentual del glifosato (La Fam)

Ingrediente activo Porcentaje en peso

Glifosato: Sal isopropilamina de N-(fosfonometil) glicina, con un

contenido de N-(fosfonometil) glicina no menor de 74%

(Equivalente a 360 g de i. a. L™! del 4cido a 20 °C) (Contiene 480 g e

L! de sal isopropilamina de glifosato)

Ingredientes inertes

Diluyentes (agua), humectante e impurezas 59%
Total 100%

5.2.Agua marina sintética

El agua marina sintética se prepard pesando 35 g de Sal Marina (Sea Salt, Sera Premium,
Germany), la cual se diluyo en 1000 ml de agua bidestilada hasta solucion transparente. El
pH se ajustd con solucion HC1 0.1 M si el pH es bésico, o con solucion NaCl 0.1 M si el pH
es acido, hasta un rango de pH de 8-8.6.

5.3.Medio de cultivo BG-11

El medio de cultivo BG-11 (Tabla 13) se preparé bajo condiciones asépticas,
esterilizando agua tridestilada (o destilada) y dejando enfriar. Posteriormente se hizo una

disolucion 1:100, es decir, para 1000 ml se disolvidé 10 ml de BG-11 Broth en 990 ml de agua
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tridestilada estéril. El pH se ajusté a 7.1 con solucién de NaOH 1 M. Una vez preparada la

solucion se debe mantener en refrigeracion (2-8 °C) en frascos estériles.

Tabla 13. Composicion del medio BG-11 solucion estéril, 100x concentrado (Fluka Analytical)

Nitrato de sodio 1.5gL!
Fosfato de hidrégeno dipotasico 31.4mgL!
Sulfato de magnesio 36 mg L
Cloruro de calcio dihidratado 36.7mg L
Carbonato de sodio 20 mg L
EDTA magnesio disédico I mgL!
Acido citrico 5.6mgL!
Citrato de amonio férrico 6mg L

pH 4.0-4.6 a 25 °C (no ajustado)

5.4.Material biologico

Nauplios de 24 horas de Artemia franciscanabtenidos a partir de la eclosion de quistes
(Argent Chemical Laboratories, Washington, USA) por incubacion en agua marina (Sera
Premium, Germany) a 34 g L' de salinidad, pH de 8.4 + 0.2 a 24 horas a una intensidad

luminica de 1000 lux.

Microcystis aeruginoséMa), se mantienen en cultivo axénico a 21 °C y periodo de luz-
oscuridad de 12:12h a una intensidad foténica de 60 umol m™ s!, en matraces de cultivo
(Greiner; Bio-One; GmbH, Germany), con 20 ml de medio de cultivo BG-11 (Sigma-Aldrich
Chemical Co., St. Louis, MO, USA).

5.5.Determinacién de mortalidad emArtemia franciscana

Se determin6 la Concentracion Letal 50 (CLso), la cual consiste en la determinacion de la
concentracion que causa la muerte del 50% de nauplios de Artemia franciscanae 24 horas,
realizada por intoxicacion aguda con el herbicida en una placa multipocillo (Sarstedt Inc.,
USA) seglin la técnica descrita por Persoone et al (1989). En cada pocillo se incluyeron 10

nauplios de Artemialos cuales fueron expuestas a distintas concentraciones del agente toxico
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(glifosato) en un volumen total de 1 mL. Se incluy6 una linea de pocillos de control (sin
agente toxico) para corroborar la veracidad de la prueba, y se realizaron nueve repeticiones
(n=9), en incubacion a 28 °C por 24 horas en ausencia de luz. Para cuantificar el nimero de
nauplios muertos en cada pocillo, se realiz6 la lectura a través de estereoscopio (Zeiss, Carl

Zeiss Microscopy GmbH, Germany) posterior al tiempo de incubacion.

5.6.Ensayos de inhibicién de tasa de crecimiento

El ensayo de inhibicion se baso en las pautas para el ensayo de productos quimicos 201
de la OCDE (Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Economicos; OECD, 2011)
que establece los parametros para los ensayos de inhibicion de crecimiento de microalgas de

agua dulce y cianobacterias.

Para estudiar el efecto inhibitorio se utilizaron tubos de doble cierre estériles y de
poliestireno (Sarstedt, AG & Co. Germany) se establecieron 14 réplicas por cada

concentracion ensayada y un control sin xenobiotico.

Inicialmente, en cada tubo se incluye una concentracion de 10° cel ml™! en volumen total
de 3 ml. Las células se obtienen de cultivos madre, y la concentracion se ajusta por recuento
sobre camara de Neubauer (BlauBrand, GmbH + CO KG, Germany) en microscopio 0ptico
(Zeiss, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Germany). Los sets son expuestos a las
concentraciones crecientes del xenobidtico. Tubos control y tubos expuestos al toxico son
mantenidos durante todo el ensayo a 21°C e iluminacién en ciclo 12:12 de luz-oscuridad.

Tras 72h (3d) de exposicion se midio la biomasa celular en camara de Neubauer.

5.7.Andlisis de morfologia celular

Fue obtenido el diametro, area, volumen y perimetro de 30 células de Microcystis
aeruginosadirectamente medidas usando un sistema de analisis de imagen por observacion
a 100x en microscopio optico (Zeiss, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Germany) por medio de
una cédmara para microscopio (AmScope Microscope Digital Camera, Model Number:
MU1000, FMAO050, 5Smm, 10MP, Color CMOS) e interpretacion por el software (AmScope
version 3.7.3377, United Scope LLC, Irvine CA, U. S.), del cultivo axénico, 72h-NOEC y

Clso, respectivamente.
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5.8.Analisis estadistico

Tanto los valores de las CLsor4) y 24h-NOEC sobre Artemia franciscanaomo de la
Clso072) y 72h-NOEC en Microcystis aeruginoséueron obtenidos por regresion lineal a través
de la relacion de Concentracién-Respuesta. La prueba de distribucion normal de los datos se
realiza a través de la prueba D’ Agostino y Pearson, utilizando un intervalo de confianza de

p<0.05. Los calculos estadisticos son realizados por el paquete estadistico Graphpad Prism

v7.0 (Graph-Pad Software Inc., USA).

Para la determinacion de diferencias morfoldgicas en superficie y volumen celular
exhibidas se evalua a través de los modelos geométricos propuestos por Hillebrand et al,
(1999) y Sun y Liu, (2003). Microcystis aeruginosauestra una forma esférica (modelo 1H-
Tabla 14) para el calculo de su volumen y superficie celular se basa de acuerdo con las

siguientes ecuaciones:

Ecuacion 1. Calculo del volumenY) y superficie celular (A) de acuerdo con el modelo esférico
(1H) (Hillebrand et al., 1999; Sun y Liu, 2003)

3
a
V=( )T

6
A =a’nm

Tabla 14. Modelo geométrico esférico para la determinacién detlolumen y superficie celular
(Hillebrand et al., 1999; Suny Liu, 2003)

Cddigo de forma Forma simulada
sphere —
. ) e )
\_/
cross sachion

Como medida de la forma de las células, el coeficiente de forma (CF) propuesto por

Renau-Piqueras et al. (1985) fue calculado por:
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Ecuacién 2. Célculo del Coeficiente de Forma (CF) (Renau-Piqueras et al., 1985)
_ 4mA
= 53
Los célculos estadisticos de volumen y superficie celular son realizados por medio de un
ANOVA de 1 via por test Dunnett en el paquete estadistico Graphpad Prism v7.0 (Graph-
Pad Software Inc., USA).
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6. RESULTADOS

6.1.Respuesta del glifosato sobre nauplios detdmia franciscana

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) propone un sistema de
categorizacion de sustancias o contaminantes en ambientes acuaticos en pruebas de toxicidad
aguda (CLso o Clsp expresado en mg L!). Dicha categorizacion segmenta a las sustancias de

ensayo en cuatro categorias tal y como se muestra en la Tabla 15.

Tabla 15.Categorizacidn de sustancias de acuerdo con la &b Clso(EPA, 1996)

Toxicidad aguda (CLso 0 Clso mg L%) Categoria
4 I: Sustancias muy toxicas para el ambiente
- acuatico
1-10 II: Sustancias toxicas para el ambiente
acuatico
10-100 III: Sustancias peligr,osas para el ambiente
acuatico
>100 IV: Se consideran no toxicas

Se obtuvo una CLso4) del herbicida glifosato de 0.3054 mg L' (0.2983 — 0.3151) y una
24h-NOEC de 0.2488 mg L' (0.2370 — 0.2569) sobre Artemia franciscanaras 24 de
exposicion, lo que lo incluye dentro de la Categoria I como una sustancia muy toxica para el
ambiente acuatico de acuerdo a la clasificacion propuesta por la EPA para la categorizacion
de los contaminantes acuaticos por toxicidad aguda tal como se muestra en la Tabla 16.

Tabla 16. Valores de la Chops)y 24h-NOEC del glifosato sobréArtemia franciscanaa 24
horas de exposicion

CL 50(24)[C3HsNOsP] 24h-NOEC [C3HsNOsP]
0.31 mg L' (0.30 — 0.32) 0.25 mg L' (0.24 - 0.26)
(L. C. 95%) Clasificacion | EPA

El efecto de la exposicion aguda de Artemia franciscanaon el herbicida glifosato [N —
(fosfonometil) glicina] resulto en una potente respuesta toxica sobre los nauplios de Artemia
observados en la Gréfica 1, en donde a mayor concentracion del herbicida mayor es la

respuesta toxica.
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Grafica 1. Curva Concentracion-Respuesta de la exposicion aguda de Artemia franciscana
el herbicida glifosato.

6.2.Respuesta del glifosato sobidicrocystis aeruginosa

Se obtuvo una Clso(72) del herbicida [N — (fosfonometil) glicina] de 53.95 mg L™ (36.31 —
95.72) y una 72h-NOEC de 2.95 mg L' (0.36 — 6.89) sobre Microcystis aeruginosaas 72

horas de exposicion tal como se muestra en la Tabla 17.

Tabla 17. Valores de la Clo72)y 72h-NOEC del glifosato sobrévlicrocystis aeruginosa 72
horas de exposicion.

Cls072)[C3HsNOsP] 72h-NOEC [C3HsNOsP]
53.95mg L' (36.31 — 95.72) 2.95mg L' (0.36 — 6.89)
(L. C. 95%) Clasificacion Il EPA

El efecto de la exposicion aguda de Microcystis aeruginosaon el herbicida en estudio
[N — (fosfonometil) glicina] resultd en una respuesta altamente toxica, donde al aumentar la
concentracion del toxico sobre el bioindicador se fue inhibiendo el crecimiento de éste

(Gréfica 2).
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Gréfica 2. Curva Concentracién-Respuesta de la exposicion aguda klécrocystis aeruginosa
con el herbicida glifosato.

Al comparar los datos obtenidos de la toxicidad aguda del glifosato a través de la CLso4)
para Artemia franciscang Clsoc72) para Microcystis aeruginosae puede observar que existe
una diferencia significativa en la concentracion efectiva media para ambos bioindicadores,
primeramente, para Artemia franciscanda CLso.4) se encuentra en la categoria I de la EPA
mientras que para Microcystis aeruginosaa Clso72) se encuentra en la categoria III de la
EPA, es decir, para ¢l bioindicador de agua salada (A. franciscanresulta ser mas toxico el
glifosato, al tiempo que para el bioindicador de agua dulce (M. aeruginosael glifosato tiene
menos potencial toxico, sin embargo, a bajas concentraciones la microalga Microcystis
aeruginosapresenta una elevacion en la biomasa celular ademas de cambios significativos

en su morfologia. Un resumen de estos aspectos se presenta en la Tabla 18

Tabla 18. Resumen de resultados de la toxicidad aguda del glifosato.

Bioindicador mg L NOEC Categoria EPA
) ) CLs500.31 0.25
Artemia franciscana I
(0.30-0.32) (0.24 - 0.26)
. ) . Cls5053.95 2.95
Microcystis aeruginosa 111
(36.31 —95.72) (0.36 -6.89)
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6.3.Analisis de morfologia celular de Microcystis aeruginosa

A partir de las cantidades obtenidas de los parametros medidos (Tabla 19), y con el uso
de la ecuacion propuesta por Renau-Piqueras et al(1985), se obtuvo un coeficiente de forma
CF = 1 para las células control asi como para la expuestas a la Clso y a la 72h-NOEC, lo que

indica que las células tienen una forma esférica.

Tabla 19. Parametros medidos y coeficiente de forma (CF) dicrocystis aeruginosa

Control Clso 72h-NOEC
Didmetro max. (um) 3.00+0.23 2.62 £0.18** 3.12+0.18%
Diametro min. (um) 2.55+0.23 2.25+0.18** 2.75+£0.18*
Perimetro max. (um) 9.45+0.71 8.23 £ 0.58** 9.79 + 0.56*
Perimetro min. (um) 8.03+£0.71 7.07 £ 0.58** 8.66 + 0.56*
Area max. (un¥) 7.13 + 1.01 5.39 + 0.70** 7.63 +0.85%
Area min. (un?) 5.11+1.01 3.99 £ 0.70%* 5.94 +0.85*
Volumen max. (un¥) 1437 +£2.88 9.38 + 1.69** 16.00 + 2.56*
Volumen min. (um?) 8.61 +2.88 6.00 £ 1.69** 10.88 + 2.56%*
CF (adimensional) 1.00 £ 0.001 1.00 £ 0.001 0.99 £ 0.001

* diferencias significativas con una p<0.05 con respecto a las células control.

** diferencias significativas con una p<0.0001 con respecto al control

Ademas, segun los datos obtenidos de las mediciones de las células de Microcystis
aeruginosa mediante analisis estadistico, se puede observar que los valores tanto de
diametro, volumen, area y perimetro de las células expuestas a las concentraciones de
glifosato 72h-NOEC (2.95 mg L") y Clso(72) (53.95 mg L) en comparacion con las células
control, presentan diferencias significativas en cuanto a los pardmetros medidos. Estas

diferencias se presentan en la Grafica 3, Gréfica 4, Grafica 5 y Grafica 6.
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Gréfica 3. Diferencias entre el &rea de las células de Microcystis aerugin@s«0.0001, n=30)

** diferencias significativas con una p<0.05 con respecto a las células control.

**** diferencias significativas con una p<0.0001 con respecto al control
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Graéfica 4. Diferencias entre el diametro de las células de Microcystis aerugingp&0.0001,
n=30)

** diferencias significativas con una p<0.05 con respecto a las células control.

*#** diferencias significativas con una p<0.0001 con respecto al control
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Gréfica 5. Diferencias entre el perimetro de las células de Microcystis aerugingp&0.0001,
n=30)

** diferencias significativas con una p<0.05 con respecto a las células control.

**** diferencias significativas con una p<0.0001 con respecto al control
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CONTROL ICs0(72) 72h-NOEC

Gréfica 6. Diferencia entre el volumen de las células de Microcystis aerugingp&0.0001,
n=30)

** diferencias significativas con una p<0.05 con respecto a las células control.

**** diferencias significativas con una p<0.0001 con respecto al control
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En la Figura 18, Figura 19y Figura 20 se muestran células de Microcystis aeruginosa

del cultivo control, expuestas a la 72h-NOEC vy a la Clso(72).

Figura 18. Célula control deMicrocystis aeruginosa

Figura 19. Célula de M. aeruginos@&xpuesta a la Concentracion Maxima sin Efecto
Observado del glifosato a las 72h (72h-NOEC)
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10pum

Figura 20. Célula de M. aeruginos&xpuesta a la Concentracién Inhibitoria media del

glifosato a las 72h (Co2)

De acuerdo con los datos obtenidos de area, volumen, didmetro y perimetro, y al observar
los graficos y figuras de las células de Microcystis aeruginosase puede concluir que, a
concentraciones bajas de glifosato, M. aeruginosaaumenta en todos estos parametros, es
decir, utiliza al glifosato como fuente de fésforo (P), mientras que al aumentar la
concentracion de glifosato, M. aeruginosadisminuye tanto en area, volumen, diametro y

perimetro, debido al efecto téxico del glifosato produciéndose un fenomeno de hormesis.
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7. DISCUSION

El herbicida N-(fosfonometil) glicina, genéricamente denominado glifosato, es un
herbicida sistémico no selectivo de post-emergencia de accion foliar considerado dentro del
grupo de los fosfonatos (Baird, 2001; Barbosa y Aiassa, 2017), ademds de que es utilizado
de manera desmedida debido a la falta regulatoria en su uso y por ser barato y efectivo para
eliminar arvenses (Carlisle y Trevors, 1998). El glifosato es un acido, pero es mas
comunmente utilizado en su forma de sal IPA de glifosato (Nivia, 2001; Eslava et al., 2003).
A pesar de haber sido reportado como no toxico en estudios anteriores por autores como
Goldsborough & Beck (1989) y Mann y Bidwell (1999), ahora hay mayor nimero de estudios

que demuestran que el glifosato es toxico para el ambiente marino.

La evaluacion de la toxicidad aguda del glifosato, en este estudio, se realizd sobre dos
bioindicadores, el primero un representante del zooplancton (microcrustaceo Artemia
franciscana y el segundo un representante del fitoplancton (microalga verde-azul

Microcystis aeruginosa

En este estudio, se obtuvo una CLsopsy de 0.31 mg L' sobre nauplios de 24h del

bioindicador Artemia franciscang tras 24h de exposicion al glifosato.

En un estudio realizado por la Organizacion Mundial de la Salud sobre el bioindicador de
agua dulce microcrustaceo Daphnia magnatras 24h de exposicion al glifosato obtuvieron
una CLso4) de 9.34 mg L' (WHO, 1994) que, segin la clasificacion de riesgos para el
ambiente acudtico de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (US-EPA)
y dada la CLso obtenida, reclasifica al glifosato dentro de la categoria II como sustancia toxica
para el ambiente acudtico (anteriormente categoria IV; WHO, 1994). Mientras tanto, la
Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) mantiene su

declaratoria y clasifica al glifosato en la categoria IV como sustancia no toxica (COFEPRIS,

2016).

En comparacion con un estudio de toxicidad aguda de los herbicidas glifosato
(Roundup®) y Carbosulfan sobre nauplios de 24 horas de Branchinella thailandesis
realizado por Boonsoong y Bullangpoti (2012), obtuvieron una CLso4) de 0.32 mg L' y 0.70

mg L1, respectivamente. Es de observarse que los resultados obtenidos por estos autores en
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comparacion con los obtenidos en este estudio son practicamente similares habiendo apenas

una diferencia de 0.01 mg L' con respecto a Artemia franciscana

Ripley et al. (2003) realizaron un estudio de toxicidad aguda sobre los microcrustaceos
Branchinecta sandiegonensjsThamnocephalus platyurugitilizaron como sustancia de
ensayo una formulacion comercial del glifosato bajo la marca de Roundup®, ademés
realizaron ensayos de la toxicidad aguda del Malation el cual es un compuesto

organofosforado. Los resultados que obtuvieron se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Toxicidad aguda del Malation y Roundup® sobre nauplios del orden Anostraca
(Ripley et al., 2003).

Especie Compuesto Ensayo (h) Gh(mg L?)
B. sandiegonensis Malation 24 48.90
B. sandiegonensis Roundup® 24 1.18
T. platyurus Malation 24 50.10
T. platyurus Roundup® 24 576

Se puede observar que, al enfrentar los bioindicadores al Malation, las respuestas toxicas
de ambas sustancias de ensayo son muy parecidas, a diferencia de la respuesta del glifosato
(Roundup®) donde se muestran diferencias muy grandes siendo 488 veces mas toxico para
B. sandiegonensigue para T. platyurus donde a este ultimo, segin la clasificacion de la

EPA no se le considera toxico.

El glifosato es uno de los fosfonatos, los cuales son compuestos estructuralmente similares
a los organofosforados, excepto en que esta ausente un dtomo de oxigeno de los cuatro que
rodean el fosforo, siendo reemplazado por un grupo organico (en este caso el aminoacido
simple llamado glicina) (Baird, 2001). Otro organofosforado es el Malation que ha sido
estudiado por varios autores recalcando su potencial toxicidad para el ambiente acuatico con
una CLsous) de 0.001 mg L' sobre ddfnidos (Manual de Plaguicidas de Centroamérica). Sin
embargo, en estudios realizados por Crisinei et al.(1994) y Lahr et al. (2001) sobre nauplios
de microcrustdceos del orden Anostraca obtuvieron CLsoo4) de 54.60 mg L' sobre

Streptocephalus texanu#3.70 mg L' sobre Streptocephalus rubricaudatys145 mg L™
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sobre Streptocephalus sudanicus decir, la respuesta toxica del glifosato es ain mayor que

la del organofosforado Malation.

Jawahar et al, en 2018 realizaron un estudio de toxicidad aguda de los herbicidas
organofosforados glifosato y malation sobre nauplios del bioindicador Artemiasp a 24 y 48
horas. Para el Malatién obtuvieron una CLso4) de 58.30 mg L' y una CLsous) de 17.30 mg
L! mientras que para el glifosato (Roundup®) obtuvieron una CLso(24) de 0.03 mg L' y una
CLsous) de 0.02 mg L', Es de notarse el gran potencial toxico del glifosato contra el malation
segun los datos obtenidos por Jawahar et al, (2018) ademas de que al aumentar el tiempo de
exposicion del bioindicador a ambos herbicidas la CLso se veia reducida, es decir, era menor
la cantidad de herbicida para provocar la muerte de la mitad de los organismos enfrentados
a éste. Por otra parte, al comparar la CLso24) del glifosato en los datos obtenidos por Jawahar
et al, (2018) y los datos obtenidos en este estudio, ¢l potencial toxico del glifosato es 11
veces mayor. Varios autores mas realizaron ensayos de toxicidad aguda del glifosato y
malation sobre diferentes bioindicadores del orden Anostraca también conocidos como

branquiopodos, a continuacion se presenta un resumen de sus resultados en la Tabla 21

Tabla 21. Toxicidad del Malation y Glifosato en branquiépodos.

Especie Compuesto Ensayo (h) Ghk(mgL?) Fuente
S. proboscidius Malation 24 81.50 Crisinel et al. (1994)
S. sudanicus Malation 48 67.70 Lahr et al. (2001)
S. proboscidius Malation 24 6.40 Verschueren (2001)
B. sandiegonensis Malation 24 24.50 Ripley et al. (2003)
S. dichotomus Malation 24 14.10 Arun y Jawahar
(2014)
S. dichotomus Malation 48 12.30 Arun y Jawahar
(2014)
Artemia Malation 48 1.00 Sidharta (1997)
C. dubia Malation 24 0.0032 Nelson y Roline
(1998)
D. magna Malation 48 0.003 Rassoulzadegan y
Akyurtlakli (2002)
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Artemia Malatién 24 58.30 Jawabhar et al., (2018)
Artemia Malatioén 48 17.30 Jawahar et al., (2018)
T. platyurus Glifosato 24 0.35 Fochtman et al.

(2000)
B. sandiegonensis Glifosato 24 0.012 Ripley et al. (2003)
B. thailandesis Glifosato 24 0.32 Boonsoong y
Bullangpoti (2012)
S. dichotomus Glifosato 24 0.03 Arun y Jawahar
(2014)
S. dichotomus Glifosato 48 0.01 Arun y Jawahar
(2014)
D. magna Glifosato 48 42 Alberdi et al. (1996)
D. magna Glifosato 48 250 Raipulis et al. (2009)
Artemia Glifosato 24 0.03 Jawahar et al. (2018)
Artemia Glifosato 48 0.02 Jawahar et al. (2018)
A. franciscana Glifosato 24 0.31 Presente estudio

De las CLso anteriores se puede observar que, en el caso del Malation sobre el bioindicador
Artemia éste presenta una alta toxicidad al contrario de los demas branquiépodos que son
caracteristicos de agua dulce, con excepcion de C. dubiadonde la toxicidad del malation
sobre este bioindicador fue aiin mayor. Por otro lado, al enfrentar a Artemiacontra glifosato,
¢éste tiene un alto potencial toxico en comparacion con otros branquidpodos como D. magna
donde, segtin los datos obtenidos por Raipulis et al. (2009), la Clso se clasifica en la
Categoria IV de la EPA como sustancia no toxica. La toxicidad de los xenobioticos estd dada
por varios factores como la temperatura del agua, la pureza de la toxina, etapa de vida del
organismo, tamafio del individuo, etcétera. A partir de estos resultados es claro que Artemia
sp es mas sensible a la exposicion del organofosforado Glifosato que al Malatién. Los
residuos de organofosfatos pueden acumularse facilmente en los tejidos de Artemia ya sea
por contacto directo o por ingestion, y los efectos secundarios pueden ser observados en

depredadores de Artemiaen ambientes acuaticos (Obregén y Vargas, 2010).

GERARDO SOLIS GONZALEZ



Evaluacion toxicoldgica aguda del herbicida N-(fosfonometil) glicina
sobre representantes del primer nivel tréfico 2019

Tsiu M. y Chu L. M. (2003) realizaron un estudio de la toxicidad de los componentes de
la férmula base del glifosato comercial (sal isopropilamina de glifosato y surfactante POEA),
del ingrediente activo (glifosato 4cido) y lo compararon con los resultados que obtuvieron de
la evaluacién de la toxicidad aguda del glifosato comercial de la marca Roundup®. Estos
autores utilizaron siete bioindicadores diferentes, de los cuales dos son microcrustaceos, uno
es Ceriodaphnia dubigagua dulce) y el otro Acartia tonsaambiente marino); ademas, dos
mas de estos siete bioindicadores son microalgas, Selenastrum capricornutucalga verde de
agua dulce) y Skeletonema costatu@diatomea de ambiente marino). Los resultados que
obtuvieron se resumen en la Tabla 22 la primera cantidad reportada corresponde a la Clso
(para microalgas) y CLso (para microcrustaceos) y las cantidades entre paréntesis

corresponden a los intervalos de confianza.

Tabla 22. Ensayos de toxicidad aguda (Tsiu M. y Chu L. M., 2003).

Ensayo Glifosato acido IPA de GP POEA Roundup®

Especies _
(tiempo) (mg L) (mgL?)  (mgL')  (mgL?)
S. 24.70 41 3.92 5.81
) 96h Clso
capricornutum (22.80-26.70) (29.4-59.1)  (1.57-9.58) (2.36-8.14)
2.27 5.89 3.35 1.85
S. costatum 96h Clso
(0.82-11.10)  (3.14-10.40) (2.02-5.40) (0.3-10.49)
. 147 415 1.15 5.39
C. dubia 48h CLso
(141-153) (339-508)  (1.04-1.27) (4.81-6.05)
35.30 49.30 0.57 1.77
A. tonsa 48h CLso

(30.9-40.3)  (38.4-63.1) (0.50-0.65) (1.33-2.34)

De los resultados anteriores, es de recalcarse que los organismos bioindicadores de agua
salada tienen una Clso y CLso alta, es decir, se requiere de una menor concentracion de las
sustancias de ensayo para provocar la muerte del 50% de los organismos enfrentados al
herbicida. Ademas, solo en el ensayo sobre C. dubialos autores obtuvieron una CLso superior
a los rangos establecidos en la clasificacion de sustancias toxicas de la EPA, es decir, se

engloba dentro de la categoria IV como sustancia no toxica, Unicamente para el glifosato
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acido y la sal isopropilamina de glifosato, no asi para el surfactante POEA o la mezcla

comercial de glifosato.

En 2007, Brausch y Smith realizaron un estudio de toxicidad aguda de la Tallowamina
Polictoxilada o Polioxietilenamina (POEA) sobre nauplios de Thamnocephalus platyurus
donde obtuvieron una CLso24) de 0.002 mg L', donde se reafirma el potencial toxico de la

POEA siendo un riesgo el integrarlo en las formulaciones del glifosato.

El branquidopodo Artemia franciscanaha probado ser un excelente bioindicador de
ambientes marinos contaminados con residuos de organofosforados y puede ser considerado

como una herramienta importante de biomonitoreo para futuros analisis toxicologicos.

En este estudio se obtuvo una Clso72) de 53.95 mg L' (36.31-95.72) del herbicida
glifosato sobre el microalga verde-azul Microcystis aeruginosajue, segun la EPA, se
encuentra en la categoria III como sustancia peligrosa para el ambiente acuatico. Segin un
estudio realizado por Qiu et al (2013) el glifosato presenta un fenomeno de hormesis, es
decir, dependiendo de la concentracion a la cual se enfrenta el bioindicador (Microcystis
aeruginosasera el efecto sobre este ya sea como toxico e inhibidor de su crecimiento o como
fuente de fosforo; sus resultados fueron que, al aumentar la concentracion de sal
isopropilamina de glifosato de 0.01 a 5 mg P L' hubo un aumento en el niimero de células;
al utilizar la mezcla comercial Roundup® como sustancia de ensayo obtuvieron que, en
concentraciones menores a 1 mg P L' hubo un incremento en la biomasa de Microcystis
aeruginosay al aumentar la concentracion sobre 1 mg P L' hubo una inhibicion en el
crecimiento de M. aeruginosalLos resultados obtenidos sugieren que el glifosato es una
fuente adecuada de fosforo (P) para el crecimiento de M. aeruginosan el rango de 0.01 a 5
mgP L.

Una concentracion apropiada de glifosato podria estimular el crecimiento de otro tipo de
algas como el microalga verde Scenedesmus quadricauetm 0.004 mg P L™! (Wong, 2000),
Leptolyngbya boryana 6.20 mg P L' y Nostoc punctiforme 3.10 mg P L*! (Forlani et al.,
2008); por lo tanto, de acuerdo con estos estudios, si existe una concentracion apropiada de
glifosato en un lago con limitada concentracion de fosforo estimulara la formacion de

floraciones algales.
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En otro estudio realizado por Saenz et al (1997) sobre algas verdes de agua dulce
Scenedesmus acutysScenedesmus quadricaydailizaron como sustancias de ensayo sal
isopropilamina de glifosato y la mezcla comercial Ron-do® donde, en un ensayo a 96h,

obtuvieron los siguientes resultados que se muestran en la Tabla 23

Tabla 23. Clso de la sal isopropilamina de glifosato y formulacién Ron-do sobre ambas
especies d&cenedesmugSaenz et al., 1997).

Especie Compuesto Ensayo (h) & (mg L?)
IPA de GP 96 10.20 (10.40-11.20)
S. acutus
Ron-do® 96 9.08 (8.40-9.70)
IPA de GP 96 7.20 (4.40-8.90)

S. quadricauda

Ron-do® 96 9.09 (8.06-10.20)

En 2009, Vendrell et alrealizaron un estudio sobre cuatro especies de microalgas de agua
dulce Scenedesmus acufigcenedesmus subspicatGslorella saccharophilay Chlorella
vulgaris Utilizaron como sustancia de ensayo sal isopropilamina de glifosato (los resultados

que obtuvieron se muestran en la Tabla 24).

Tabla 24. Clso de la sal isopropilamina de glifosato sobre cuatro especies de fitoplancton de
agua dulce (Vendrellet al, 2009)

Especie Compuesto Ensayo (h) Gh(mg L?)
C. saccharophila IPA de GP 96 40.60 (36.70-45.20)
C. vulgaris IPA de GP 96 41.70 (37.50-46.60)
S. acutus IPA de GP 96 24.50 (21.90-27.70)
S. subspicatus IPA de GP 96 26.00 (23.50-28.90)

Los resultados obtenidos por Saenz et al.(1997) muestran una toxicidad alta (Categoria
IT EPA), lo cual contrasta con los estudios realizados en esta investigacion donde la Clso(72)
sobre Microcystis aeruginosas cerca de 6 veces menor al comparar la formula comercial
Ron-do y la utilizada en este estudio (La Fam®), esto puede ser debido al tipo de bioindicador
y a su mecanismo de resistencia al glifosato. Ademas, al comparar los resultados obtenidos

por Séaenz et al. (1997) con los obtenidos por Vendrell et al. (2009) acerca de la sal
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isopropilamina de glifosato, es de notarse la diferencia que existe segun las concentraciones
reportadas, pues los resultados de Saenz et al. (1997) se engloban dentro de la Categoria 11
de la EPA (sustancias toxicas para el ambiente acudtico), mientras que los resultados de
Vendrell et al. (2009) se encuentran en la Categoria III (sustancias peligrosas para el
ambiente acuatico). Ademas, ambos grupos de autores utilizan el alga verde Scenedesmus
acutusdonde se aprecia que la toxicidad reportada es dos veces mayor en el estudio realizado

por Saenz et al. (1997) en comparacion con lo reportado por Vendrell et al.(2009).

En 2011, Romero et al. realizaron un estudio a 96 horas sobre ¢l alga verde Chlorella
kessleriutilizando como sustancia de ensayo la mezcla comercial ATANOR®, obteniendo
una Clsoe) de 55.62 (53.08-57.56) mg L. En comparacion con los resultados obtenidos en
este estudio, la formula La Fam® y ATANOR® tienen una toxicidad similar. Ademas, estos
mismos autores realizaron un analisis de la morfologia de C. kessleridonde observaron
importantes alteraciones en las células expuestas a diferentes concentraciones del herbicida.
Las células del cultivo control mostraron la forma y tamaiio tipicos de la especie. El dafio se
hizo evidente desde bajas concentraciones del herbicida donde las células vegetativas
mostraron un incremento en el tamafio asi como un incremento del largo de las vacuolas
dentro de las células en un 10-30% de las células expuestas a concentraciones de 40 y 70 mg
L! de glifosato, respectivamente. Caso contrario con este estudio, donde el CF ~1 indica que
las células de Microcystis aeruginosaanto del control como de las concentraciones 72h-
NOEC y Clso no muestran alteraciones en la forma, es decir, se mantienen esféricas lisas sin

rugosidad aparente o disminucion de su volumen.

En un estudio realizado por Lopez-Rodas et al. (2007) utilizaron dos cepas deMicrocystis
aeruginosa(Ma3D y Ma7D) de las cuales, a su vez habia dos cultivos de cada cepa, uno
resistente a glifosato (G') y el otro sensible al mismo herbicida (G®). Enfrentaron estas cepas
al glifosato en concentraciones de 0-110 mg L' por 7 dias, donde ambas cepas resistentes a
glifosato tuvieron un efecto toxico analogo, en concentraciones de 10 a 60 mg L' se indujo
una drastica disminucion de la biomasa y, a la concentracion de 110 mg L', el crecimiento
fue totalmente inhibido. Ademas, realizaron un analisis de la morfologia celular de ambas
cepas tanto de las glifosato-resistentes como de las glifosato-sensibles. Para la cepa Ma3D

G® obtuvieron un CF de 1.00 = 0.01 y de G" un CF de 0.96 + 0.01. Para la cepa Ma7D G*
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obtuvieron un CF de 0.99 + 0.01 y para G" un CF de 0.90 + 0.002, es decir, las células
glifosato-resistentes de ambas cepas exhibieron un crecimiento significativo en comparacion
con las células glifosato-sensibles. Como ambas cepas glifosato-sensibles tienen un CF = 1
es indicativo de que son células de forma esférica al contrario de las variantes glifosato-
resistentes que tienen un valor de CF significantemente menor, lo que corresponde a células
ligeramente elipticas. En el caso de este estudio, tanto para las células control como a las
enfrentadas a las concentraciones 72h-NOEC y Clso72) de glifosato, el CF = 1 por lo que las
células se mantienen esféricas, sin embargo, si cambian en tamafio pues las células
enfrentadas a la concentracion 72-NOEC son significativamente mas grandes en
comparacion con las células control y las células expuestas a la Clso son significativamente

mas pequeiias en comparacion con el control.

Whitton (2002) sefiala que en un ambiente contaminado con glifosato las poblaciones
podrian estar constituidas de células de tamafio menor y una ligera diferencia morfoldgica de
las tipicas células esféricas de Microcystis aeruginosaSe puede suponer que el mecanismo
vinculado a la resistencia al glifosato es un gen pleiotropico que también estd implicado en
la disposicion de analogos de proteinas microtubulares en las células, pero este punto aun no

se ha investigado (Lopez-Rodas, 2007).
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8. CONCLUSIONES

El glifosato es un herbicida toxico cuya toxicidad se ve potenciada debido a la solubilidad
adquirida al agregar aditamentos que le ayuden a obtener estas caracteristicas, ademas de su
uso excesivo y la falta de regulacion, puede llegar a generar dafos ecotoxicologicos graves.
El uso continuo de este herbicida y la falta de una evaluacion de los efectos sobre organismos
no objetivo puede incurrir en un dafio grave a ecosistemas acuaticos debido a la lixiviacion

del glifosato por efluentes de aguas subterraneas o por su vertido directo.

La evaluacion de la toxicidad aguda sobre Artemia franciscanay sobre Microcystis
aeruginosaen este estudio, genera datos reales posibles a presentarse en caso del uso
continuo de herbicidas basados en la sal isopropilamina de N- (fosfonometil) glicina, con
resultados muy toxicos para el ambiente acudtico debido a la concentracion letal media
obtenida para organismos zooplanctonicos y a la concentracion inhibitoria media para
organismos fitoplanctonicos. Estos representantes del primer nivel trofico resultan altamente
utiles para afirmar que es posible la afeccion de consumidores secundarios y niveles tréficos

superiores, pudiendo llegar a establecerse un proceso de biomagnificacion.

Los resultados del coeficiente de forma de Microcystis aeruginosandican que no hay
cambios morfologicos en las células, sin embargo, el glifosato provoca cambios
significativos en el didmetro, volumen, area y perimetro de las células medidas a diferentes

concentraciones de glifosato debido a un proceso de hormesis.

La informacion existente advierte que se requiere de un mayor numero de pruebas
respecto a los efectos a largo plazo y de exposicioén a poblaciones de manera tanto aguda
como cronica, ademas de la evaluacion del uso de aditamentos (surfactantes) para poder
determinar su efecto toxico sobre los organismos involucrados, tanto del medio acuatico

como del medio terrestre.
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9. RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos, se recomienda el estudio por separado de los
aditamentos agregados a las formulaciones de glifosato pues, como se pudo observar, existen
surfactantes que ayudan a que el glifosato se adhiera y penetre a través de las hojas de la
planta a la cual se dirige, por lo que algunos autores han dado a conocer que por si solos son

mas toxicos que el mismo glifosato.

Demostrar que el glifosato por si solo no tiene efecto toxico alguno como lo afirman varios
autores haciendo pruebas de toxicidad aguda a organismos tanto de agua dulce como de agua
salada pues, como se pudo observar, existe una tendencia de mayor toxicidad hacia

organismos de agua salada que de agua dulce.

Evitar el uso de este herbicida cerca de sistemas Iénticos o estanques pues, debido a que
no hay movilidad de las aguas, el glifosato es degradado por bacterias de los alrededores y
provoca la eutroficacion de las aguas generando la formacion de floraciones algales que, en

algunos casos, pueden ser toxicas haciendo que el agua deje de ser potable.
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