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Resumen El glifosato es un herbicida ampliamente usado en Colombia
tanto en actividades agricolas como para la erradicaciéon de cultivos
ilicitos. La deriva por viento en aspersiones aéreas y la lixiviacion de
este producto pueden contaminar los cuerpos de agua por lo que es
importante medir su efecto téxico. Poblaciones del pez Poecilla reticulata
fueron sometidas a concentraciones de 0; 2.3; 5.5; 8.3; 11.0; 13.8 mg
de glifosato/L en la formulacién comercial Roundup® 747 SG /L, para
determinar la mortalidad de los individuos tratados y la concentracién
letal 50 (CL;,) en condiciones de laboratorio. La mortalidad fue evaluada
a las 24, 48, 72 y 96 horas encontrandose que esta aumentd con la
concentraciéon del herbicida y con el tiempo transcurrido. También se
observaron alteraciones en el patron de nado de los peces estudiados El
valor de la concentracién letal 50 del glifosato sobre P. reticulata a las
96 horas de aplicados los tratamientos fue de 3.14 mg/L, lo que sugiere
un impacto ecolégico en ecosistemas naturales y un uso potencial de esta
especie de pez como biondicador de contaminacién para este herbicida
en ensayos de toxicidad aguda.

Abstract Glyphosate is an herbicide that is widely used in Colombia
not only for farming, but also for illicit crop eradication. Wind drift in air
spraying and the lixiviation of this product can contaminate water bodies
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and for this reason, it is important to measure its toxic effect. Fish such
as the Poecilla reticulata were submitted to concentrations of 0; 2.3; 5.5;
8.3; 11.0; 13.8 mg of glyphosate/L in the commercial formula Roundup®
747 SG/L to determine the mortality of treated individuals and the lethal
concentration 50 (LCs,_o6) in lab conditions. Mortality was tested at 24,
48, 72, and 96 hours, and we were able to find that it increased as the
herbicide concentration and the time elapsed increased. We also noticed
a variation in the swimming pattern of the fish studied. The value of the
50-lethal concentration glyphosate over P. reticulata during the first 96
hours that the treatment was applied was of 3.14 mg/L, which suggests
an ecological impact in natural ecosystems and a potential use of this
type of fish as a contamination bioindicator for this herbicide in extreme
toxicity tests.

Palabras Clave: Bioensayo, concentracion letal 50, glifosato, Poecilla
reticulata, toxicidad aguda, roundup
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1. Introducciéon

El glifosato (N-fosfonometilglicina, C3sHgNO;P) es un herbicida sistémico no
selectivo desarrollado en los anos 70 y originalmente comercializado bajo la
marca Roundup® de la empresa Monsanto [1] [2], [3]. Actualmente, se distribuyen
diferentes presentaciones comerciales como Rodeo®, Accord®, Kleen up®, entre
otros [4]. Este herbicida de muy baja presién de vapor y alta solubilidad en agua
actia inhibiendo la 5-enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato sintetasa (EPSPS), enzima
responsable de la formacién de los aminoacidos aroméaticos fenilalanina, tirosina
y triptéfano [1].El glifosato es un producto ampliamente usado a nivel mundial,
se estima que se consumen unas 700,000 toneladas de este herbicida al ano [5].
En Colombia se utiliza principalmente en actividades agricolas: como secante de
granos, madurante de la cana de azicar y como herbicida en cultivos de arroz,
pasto entre otros [4], también se utiliza en aspersiones aéreas para la erradicacién
de cultivos de coca y amapola desde el ano 1992. Se reporta una aplicacion
acumulada en estos programas de 1,420,130 litros hasta el afio 2004 y un area
asperjada de 104.771 ha para el afio 2009 [6] [7]. Como consecuencia de la deriva
(movilizacién del herbicida por viento a dreas no blanco) y de la lixiviacion, el
glifosato puede contaminar las fuentes de agua [8]. Se ha evaluado su toxicidad
en varias especies acuaticas indicadoras como bacterias, algas microscopicas,
micro-crustaceos, anfibios y peces. La literatura reporta concentraciones letales
50 de glifosato en peces en un rango muy amplio que va del0 a 210 mg/L para
glifosato puro (grado técnico) y de 10 a 1000 mg/L en caso de glifosato en
formulas comerciales (para doce especies de peces estudiadas y reportadas en
multiples fuentes) [9] [10]. Estudios realizados en Colombia reportan CLg o4 de
97.47 mg/L de glifosato para juveniles de cachama [8] [11] ademéds de efectos
en el sistema inmune y sensorial al ser expuestos a dosis subletales [12] [13]. La
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concentraciéon letal reportada para microcrustaceos (Daphnia spp y Gammarus
sp) es de 5.3 a 930 mg/L (para glifosato formulado) y de 44 a 5600 mg/L en
ninfas de chiromonidos (Insecta, Diptera) [3] [2]. Folmar (1979) reporta una
contribucién importante del surfactante POEA, con concentraciones letales de
dos a tres 6rdenes de magnitud inferiores al del glifosato puro pero similar al del
Roundup® en trucha arcoiris y en pez luna de agallas azules, principalmente en
aguas duras [9] [4].

Poecilla reticulata (Familia Poecilidae), es un pez de agua dulce conocido
como gupy, cuya distribucién natural abarca las Antillas, Mesoamérica y el norte
de América del Sur: Venezuela, el norte de Brasil, Guyana Britanica y Suriname.
Esta especie es ampliamente cultivada y utilizada por acuaristas del mundo como
pez ornamental o como alimento vivo para especies de peces més grandes por
lo que actualmente su distribucién es cosmopolita [14] [15]. Su manejo como
indicador biolégico presenta diversas ventajas: es facil de obtener (su crianza
en rapida y barata o se puede conseguir en criaderos comerciales de peces)
es facil de transportar y es muy resistente a condiciones de altas densidades
poblacionales y bajas concentraciones de oxigeno. El presente estudio pretende
evaluar la concentracion letal 50 (CLj5) del glifosato en su presentacién comercial
de Roundup® 747 SG en el gupy bajo condiciones de laboratorio, en buisqueda de
modelos biolégicos como bioindicadores de toxicidad por este tipo de compuestos.

2. Metodologia

2.1. Sujetos experimentales

Para el experimento siguiendo los lineamientos para ensayos de toxicidad aguda
de la OCDE [16] se utilizaron individuos jévenes de cuatro a seis semanas de
edad provenientes de una cria comercial privada y de diferentes desoves. Los
individuos adquiridos, alrededor de 300, fueron trasladados al laboratorio de la
Universidad Santo Tomas de Bogota y mantenidos en dos acuarios de vidrio de 84
litros. Cada acuario tenia un aireadores, un filtro, luz natural, a una temperatura
de 20 £+ 1 grados Celsius, y se alimentaron con una dieta comercial en forma de
escamas, tres escamas diarias por pecera. Los peces se mantuvieron bajo estas
condiciones durante 6 dias antes del montaje del ensayo. Se hizo una seleccién de
los individuos (n = 180) de 2 a 2.5 cm de longitud ya que en ensayos preliminares
se observo que estos fueron los que resistian mejor las condiciones experimentales.

2.2. Condiciones experimentales

Después del periodo de aclimatacién antes descrito los peces fueron trasladados a
los recipientes que contenian el agua con diferentes concentraciones de glifosato.
Para el ensayo definitivo se utilizo como unidad experimental recipientes de PET
(politereftalato de etileno) transparente con capacidad de 2 L, con 10 individuos
cada uno. Durante el tiempo del ensayo no se usaron aireadores en los recipientes
ni se alimentaron los peces y el agua se mantuvo a una temperatura de 20 £+ 1
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°C.. El agua utilizada fue de la llave madurada durante 72 horas con un pH de
7.4 y una dureza total de 53 mg/L. Estas condiciones experimentales se basaron
en ensayos preliminares en donde se evaluaron diferentes densidades de peces
en un volumen de dos litros, encontrando que 10 individuos podian sobrevivir
durante méas de cinco dias sin alimentacion ni aireaciéon. Toda manipulacién se
hizo utilizando una red de acuario de 5x7 cm tratando de minimizar el estrés de
los individuos.

2.3. Determinacion de la CL,

Para los ensayos se utilizo como fuente del glifosato el producto Roundup® 747
SG; sal de monoamonio de N fosfonometilglicina a una concentracion de 74.7 %
peso/peso. En ensayos preliminares se determiné que una concentracién de 15
mg de Roundup® 747 SG /L causaban la muerte de la mayoria de individuos
en un periodo menor a 24 horas. Basado en este hallazgo se establecieron seis
tratamientos: un control sin glifosato y cinco concentraciones del producto co-
mercial (3,1; 7,4; 11,0; 14,7 y 18,5 mg Roundup® 747 SG/L. La concentracién
del ingrediente activo para estos tratamientos fue de 2.3; 5.5; 8.2; 11.0; 13.8 mg
glifosato/L respectivamente. Para cada tratamiento se montaron tres recipientes
con diez individuos cada uno para un total de 30 individuos/tratamiento. Los
tratamientos se observaron inmediatamente después de aplicados durante una
hora y posteriormente cada 12 horas. La mortalidad de los peces fue registrada
a las 24, 48, 72 y 96 horas después de aplicados los tratamientos y se hizo una
descripcion cualitativa de las alteraciones de nado de los sujetos experimentales.

2.4. Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante la prueba no paramétrica Kruskall-Wallis,
posterior a la validacion de los supuestos estadisticos de normalidad (i.e. prueba
de Kolmogorov-Smirnov). para determinar las diferencias para la mortalidad de
los individuos entre los tratamientos a las 96 horas de su aplicacién. La CLjj g4
se usé regresion logistica (modelo logit) usando el programa estadistico pro-stat.

3. Resultados y discusion

Durante las primeras horas de la aplicacién de los tratamientos los peces expuestos
a 11 y 13.8 mg/L de glifosato, mostraron signos de hiperexcitacién caracterizados
por un nado a una velocidad mayor a la normal en el tercio superior del recipiente,
similar a lo observado en los ensayos preliminares y consistente con los danos
neurotdxicos citados en la literatura, [17], [18] [19] , no obstante, dichos danos no
fueron letales inmediatos. Posterior a las 24 horas se presenté una disminucién
de la actividad de nado, caracterizada por movimientos lentos y un patrén de
nado alterado (nado lateral). En los tratamientos con concentraciones mas bajas
(2.3; 5.5; 8.2mg/L) no se observaron cambios inmediatos en el patrén de nado,
sin embargo en las observaciones a partir de las 24 horas se evidencio el letargo
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de los individuos. No se observaron alteraciones en el nado en las unidades
experimentales correspondientes al testigo.

En todos los tratamientos se observé una mortalidad dependiente del tiempo.
En el grupo control la mortalidad fue muy baja (6.7 %) (Figura 1), sin embargo, se
registraron niveles de 53, 67, 83, 90 y 96.7 % de mortalidad para los tratamientos
de 2.8, 5.5, 8.3, 11 y 13.8 mg/L, respectivamente a las 96 horas de su aplicacién.
La baja mortalidad registrada en el grupo control (6.7 % a las 96 horas) permite
inferir que las condiciones experimentales no tuvieron mayor incidencia sobre la
mortalidad de los individuos tratados [16].
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Figura 1. Mortalidad acumulada de los peces en el tiempo para las diferentes concen-
traciones de glifosato evaluadas.

Los dos tratamientos con mayor concentracion de glifosato mostraron diferen-
cias con respecto al testigo y a los tratamientos menos concentrados desde las
primeras 24 horas. A las 48 horas todos los tratamientos con glifosato muestran
un porcentaje de mortalidad alto con respecto al testigo. Al analizar los datos
estadisticamente a las 96 horas (Figura 2) se observé una diferencia estadisti-
camente significativa entre cada uno de los tratamientos y el testigo con una
confiabilidad del 95 % (del 92 % en el caso de la comparacién entre el testigo y
el tratamiento de 2.8 mg/L de glifosato). Los resultados estadisticos muestran
tres grupos estadisticamente iguales entre si y diferentes a los demas grupos
(Figura 2): el primero es el testigo, el segundo los tratamientos de 2.8 y 5.5
mg/L y el tercero los tratamientos de 8.25, 11 y 13.8 mg/L. De este anélisis se
deduce que una concentraciéon baja de glifosato (2.8 mg/lt) ya tiene un efecto
significativo en la mortalidad de los individuos. A partir de la dosis 8.25 mg/L las
mortalidades a las 96 horas son tan altas que ya no muestran diferencias estadis-
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ticamente significativas con respecto a los tratamientos con mayor concentracion
de glifosato.

0 mgl 2.5 mgl 5.5mg/ 8.25mg/l 11 mg/
2. 3mgN 8i
P=0072
5.5mg/ 51 No
P=0013 P=03633
8.25mg/l 8i 8i 8i
P <0000 P =007 P=0039
11 mg/ 8i 8i 8i No
P <0000 P=001 P=0008 P=0409
13.8mg/l i 5i i No No
P <0000 P <0.000 P=0002 P=0112 P=0.409

Figura 2. Resultados de la comparacion de medias de la mortalidad de P.reticulata
sometida a cuatro concentraciones de glifosato comercial,a las 96 horas, mediante la
prueba Kruskal Wallis. * Si existe diferencia con una confiabilidad del 90 %. Tomando
una confiabilidad del 95 % el testigo y el tratamiento de 2.8 mg/1 son estadisticamente
iguales.

Al ajustar los datos a un modelo logistico se encontré un valor de 3.14 mg/L
para la CLgy g6, este es un valor mucho menor que el que se reporta en la
literatura para otras especies [2] Efectivamente la concentracién letal 50 para
alevinos de cachama blanca (Piaractus brachypomus) es de 97.47 mg/L [11], para
truchas de diferentes especies (Oncorhynchus spp) entre 10 y 190 mg/L [20],
para perca (Leptomis macrochirus) 120 mg/L [9]. Este valor tan bajo puede
ser atribuido en parte a que no se esta evaluando el glifosato puro sino que el
glifosato en la formulacion del Roundup® 747 SG, que ademas del ingrediente
activo contiene surfactantes y excipientes que también pueden ser toxicos en
peces [9], este estudio no permite por tanto determinar cudl es la contribucién
especifica del ingrediente activo y cudl es la de los otros elementos contenidos
en la formulacion comercial. P. reticulata podria entonces tener un potencial
interesante para desarrollar protocolos de evaluaciéon en campo que permitan
confirmar la contaminacién de cuerpos de agua cuando existan actividades que
hagan uso de glifosato, como aplicaciones aéreas en cultivos licitos como ilicitos.
Sumado a las investigaciones realizadas por otros autores [2], [11], [9], [20] el
presente trabajo evidencia la sensibilidad de los peces al glifosato, principalmente
en individuos jovenes, lo que en el ambiente natural puede conducir a desbalances
ecoldgicos en los ecosistemas.
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4. Conclusiones

Poecilla reticulata es una especie que evidencia una alta sensibilidad a la ex-
posicion aguda a glifosato en su presentacion comercial Roundup® 747 SG.
Asi, concentraciones de 2.8 mg/L son suficientes para causar mortalidades al-
tas experimentalmente y esta especie registré una CLg, o de 3.14 mg/L. Esta
susceptibilidad de la especie sumada a otras ventajas de manejo y obtencion de
especimenes y la posibilidad de ser evaluada para otros xenobioticos.

La baja CLj, 6 de 3.14 mg/L, encontrada en este experimento refuerza la
nociéon que el glifosato, puede tener un impacto negativo sobre los ecosistemas
acuaticos, siendo asi que dosis muy bajas pueden causar mortalidad de las
especies de peces pequenos lo que impacta las cadenas tréficas de los mismos.
Para desarrollar protocolos de bioindicacién de contaminacién por glifosato
usando especimenes de P. reticulata es necesario determinar la sensibilidad de
esta especie tanto al glifosato puro como a los excipientes y coadyuvantes mas
comunes en las formulaciones comerciales.
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