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RESUMEN

Herbicidas a base de glifosato se han utilizado desde 1974, siendo el principal
herbicida utilizado a nivel mundial. En el Ecuador, se han registrado alrededor de
38 marcas comerciales de herbicidas a base de glifosato y existe relativamente
poca informacion acerca de su formulacion. Aunque el efecto directo de este
contaminante se da a nivel vegetal, las nuevas formulaciones y metabolitos
generados durante su degradacidbn son potenciales contaminantes de
ecosistemas acuaticos. Por lo tanto, la presente investigacion contempla un
estudio comparativo ecotoxicologico para el herbicida comercial GLIFOPAC (480
g.L'1 de ingrediente activo o a.i) de mayor demanda en el Ecuador, en los

bioindicadores Daphnia magna y Artemia salina.

La metodologia se basé en ensayos agudos y cronicos en D. magna (LCs-48 h,
reproduccion y crecimiento) y A. salina (LCsp - 48h). Las concentraciones en las
que se estudié el efecto ecotoxicolégico de ambos organismos oscilé entre 0,8 a
490 mg a.i.L”. La relacién del efecto téxico en organismos de agua dulce y marina
respecto al componente del glifosato sospechoso de toxicidad, se determin6 por
cromatografia de gases y espectrometria de masas. Los resultados establecieron
que la toxicidad aguda en D. magna y A. salina corresponden a concentraciones
de 27,4y 70,4 mg a.il” respectivamente. Respecto a toxicidad sub-letal en D.
magna se pudo establecer afectaciones a nivel reproductivo (frecuencia y niumero
de neonatos) a concentraciones de NOEC y LOEC de 0,8 y 3,6 mg a.iL™,
respectivamente. El analisis cromatografico determiné la presencia de alrededor
de 45 sustancias como coadyuvantes, entre las cuales destacan cadenas
alifaticas con grupos ésteres y éteres, ademas se identificd la presencia de ciclos
glucofuranosa, glucopiranosida y galactopiranosa. De tal manera que en este
trabajo se pudo establecer relacién entre la posible formacion de distintas
sustancias 6 metabolitos a concentraciones diferentes dependiendo de cada

medio (salino é dulce) en la toxicidad de organismos acuaticos.
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ABSTRACT

Herbicides based on glyphosate have been used since 1974, which is the main
herbicide used worldwide. In Ecuador, around 38 commercial herbicides
glyphosate-based have been registered and there is relatively little information
about the formulation. Although the direct effect of this pollutant is at the vegetal
level, the new formulations and metabolites generated during the natural
degradation are potential contaminants of aquatic ecosystems. Therefore, the
present investigation contemplates a comparative ecotoxicological study for the
commercial herbicide GLIFOPAC (480 g.L™" of active ingredient) which is the
greatest demand in Ecuador on two bioindicators Daphnia magna and Artemia
salina.

The methodology was based on acute and chronic tests on D. magna (LCs,-48 h,
reproduction and growth) and A. salina (LCs0-48 h). The concentrations in which
the ecotoxicological effect of both organisms was studied ranged from 0.8 to 490
mg a.i.L™" of the active ingredient. The relationship of the toxic effect in freshwater
and marine organisms with respect to the glyphosate component suspected of
toxicity was determined by gas chromatography and mass spectrometry. The
results established that acute toxicity on D. magna and A. salina was reached at
concentrations of 27.4 and 70.4 mg.L" of active ingredient, respectively.
Regarding to sub-lethal toxicity in D. magna, reproductive level affectations
(frequency and number of neonates) could be established to concentrations of
NOEC and LOEC of 0.8 and 3.6 mg a.i.L™", respectively. The chromatographic
analysis determined the presence of about 45 substances such as coadjuvants,
among which are aliphatic chains with esters and ethers groups. In addition, the
presence of glucofuranose, glucopyranoside and galactopyranose cycles were
identified. Therefore, in this work it was possible to establish a relationship
between the possible formation of different substances or metabolites at different
concentrations depending on each medium (marine or freshwater) in the toxicity of

aquatic organisms.
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PRESENTACION

El presente documento constituye un estudio ecotoxicolégico del herbicida
comercial “GLIFOPAC” utilizando los bioindicadores D.magna y A. salina. Para lo

cual se ha considerado 5 capitulos, como se detalla a continuacién.

El Capitulo | de introduccién contempla: los antecedentes, la justificacion, el

alcance y los objetivos planteados en el estudio

El Capitulo Il de revision bibliografica (marco tedrico) contempla: las
caracteristicas fisico — quimicas del glifosato, asi como la influencia de sustancias
coadyuvantes usados en formulaciones comerciales sobre el potencial
ecotdxicolégico enfocado en ambientes acuaticos, asi mismo, se aborda la
morfologia e importancia de los bioindicadores (D. magna y A. salina) en los

estudios de ecotoxicologia moderna.

En el Capitulo Il de desarrollo experimental, se detalla la metodologia utilizada
para el cultivo, mantenimiento y realizacion de los ensayos ecotoxicoloégicos del
herbicida GLIFOPAC sobre los bioindicadores D. magna y A. salina. Por otro lado
se describe la metodologia utilizada para caracterizar quimicamente el herbicida
GLIFOPAC, mediante ensayos de cromatografia gaseosa y espectrometria de

masas.

El Capitulo IV de resultados y discusion, presenta y evalua los resultados
obtenidos de la evaluacion ecotoxicolégica del GLIFOPAC sobre D. magna y A.

salina, asi mismo se muestra las sustancias coadyuvantes identificadas.

Finalmente, en el Capitulo V de conclusiones y recomendaciones, se incluyen las
conclusiones a fin de cumplir los objetivos planteados y las recomendaciones para

trabajos futuros.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

El glifosato es el séptimo ingrediente activo mas usado a nivel mundial con el
que se ha desarrollado mas de 750 agroquimicos (Rodrigues et al., 2008). De
acuerdo a la Agencia de Proteccién Ambiental (por sus siglas en inglés, EPA),
las tasas de uso del glifosato han incrementado un 20% anual, debido al
desarrollo de especies vegetales transgénicas (Salazar et al., 2011). Este
compuesto es no selectivo, de amplio espectro y sistémico en tratamientos de
post emergencia del follaje, malezas no deseables, hierba de hoja ancha y
especies lefiosas (Santos and Sanchez, 2006; Arregui et al., 2010). Los
mecanismos de accion ecotoxicos sobre plantas invasivas, estan vinculados
con la inhibicion enzimatica de la 5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato sintetasa
(EPSPS), la cual bloquea la sintesis de aminoacidos aromaticos esenciales

(fenilalanina, tirosina) en las plantas (Rodrigues et al., 2016).

El glifosato es una sal isopropilaminica de la N- fosfonometil glicina
(C3HsNOsP) (Varona et al., 2009). Dentro de sus caracteristicas fisico-quimicas
(ambientales) que le confieren potencial ecotdxico, esta la solubilidad media en
agua (15,7 g.L™" a 25 °C) y su alta afinidad por el suelo (coeficiente de particion
octanol-carbono organico o Koc entre 2 a 4,7) (Mackay et al., 2006). No
obstante, el glifosato tiene poca volatilidad (0,0131 mPa a 25°C) y baja afinidad
con el tejido adiposo (coeficiente de particion octanol-agua o log Kow entre -2,9
a -3,4) (Mackay et al., 2016). Por lo tanto, en el ambiente y una vez esparcido
en areas agricolas, éste es adsorbido por el suelo donde sufre degradacion
microbiologica y la formacion de acido aminometilfosfonico (AMPA), glicina y
sarcosina (Dick and Quinn, 1995). EI AMPA (aprox. 70%), es el principal
metabolito formado de esta degradacion y se han registrado efectos téxicos
mayores por ingesta en humanos adultos (intoxicacién por 125 mg.kg™” dia de
glifosato y 5mg.kg™ dia de AMPA) (Bai and Ogboune, 2016). Algunos estudios,
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han detectado la presencia de glifosato y AMPA en suelos arcillosos con
tiempos de vida media (t12) de 154 y 98 dias, respectivamente (Degenhardt,
2012). Esta condicion favorece el arrastre por escorrentia de estos
compuestos, a cuerpos de agua superficiales (Varona et al., 2009). En zonas
tropicales (Colombia) se ha reportado la presencia de glifosato y AMPA en rios
cercanos a plantaciones ilicitas, con concentraciones del orden de 3,6 y 4,6

ug.L", respectivamente (Rodriguez et al., 2002).

Los estudios ecotoxicoldgicos, son necesarios para evaluar los efectos toxicos
totales sobre la biota acuatica, especialmente los que se llevan a cabo a nivel
de organismo que permiten obtener una respuesta adecuada (minutos a dias) y
relevancia ecolégica (extrapolacion tréfica) (Romero and Cantu, 2008). Este
tipo de analisis, permite evidenciar efectos en el ambiente de contaminantes a
corto plazo (agudo-mortalidad) y mediano-largo plazo (créonico-enfermedad).
Daphnia magna, es el micro crustaceo dulceacuicola mas utilizado en sistemas
acuaticos, debido a la importancia ecologica que cumple en la comunidad zoo
plancténica, facilidad de cultivo en laboratorio, ciclo de vida corto (menor 1 afio)
y sensibilidad a numerosos compuestos quimicos (Martins et al.,, 2007).
Estudios de glifosato grado técnico, reportan valores preliminares de toxicidad
aguda y cronica en especies de Daphnia spp., cuyos valores comprenden
concentraciones de 146 mg.L™" (Lethal Concentration o LCsp) y entre 120 mg.L™
(No Observed Effect Concentration - NOEC) a 140 mg.L” (Lowest Observed
Effect Concentration - LOEC), respectivamente (Dominguez, 2008). Por otro
lado Artemia salina, son camarones pequefios de cuerpo blando vy
transparentes a la luz que habitan en ambientes de amplios rangos de
salinidad desde aguas dulces (salinidades por debajo de 5g.L‘1) hasta aguas
hipersalinas (200 g.L™') (Cisneros, 2009; Sanchez and Neira 2005). En
bioensayos ecotoxicolégicos su empleo es reciente y se ha popularizado
debido a que no se necesita mantener un cultivo permanente en laboratorio, los
ensayos se realizan con metanauplios (homogeneidad fisioldgica) y se dispone
comercialmente quistes de Artemia en cualquier época del afo (Cisneros,
2009). La utilizacion de Artemia salina incluye evaluaciones ecotoxicoldgicas

sobre mezclas de quimicos, productos alimenticios y farmacéuticos (Pérez and
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Gilling 2001, Sanchez and Neira 2005). Especificamente, estudios de glifosato

grado técnico sobre Artemia salina no se han registrado.

Es importante sefalar que los herbicidas a base de glifosato, pueden contener
sustancias surfactantes, solventes y emulsificantes que permiten la absorcion
del glifosato en la planta y también son toxicas (Arregui et al., 2010). Estudios
realizados en Daphnia magna, evidencian mayor toxicidad de herbicidas
comerciales como Roundup (LCso = 5,39 mg.L™), respecto al glifosato puro
(LCso = 147 mg.L™) (Martin et al., 2003). La toxicidad cronica de Roundup sobre
Daphnia magna, ha reportado disminucion alométrica (tamafio) de individuos
juveniles (NOEC = 0,05, LOEC = 0,45 mg.L™"), reduccién de la fecundidad
(NOEC =0,45 LOEC = 1,35 mg.L™") mortalidad y aborto de huevos (LOEC =
4,05 mg.L'1). Asi mismo se han registrado estudios de toxicidad aguda de
herbicidas a base de glifosato sobre Artemia salina, Roundup (LCso = 14,19
mg.L™") y Glifosato AKB (37,53 mg.L™) (Rodrigues et al., 2008).

Por lo que esta investigacion busca evaluar ecotoxicolégicamente, usando los
bioindicadores Daphnia magna y Artemia salina, aguas contaminadas con
glifosato con el fin de establecer la sensibilidad de dichos bioindicadores vy

determinar la afectacion del glifosato en ambientes salinos y de agua dulce.

1.2 JUSTIFICACION

Los potenciales efectos que se derivan del ingreso de sustancias toxicas en
sistemas acuaticos, han motivado el desarrollo de técnicas de evaluacién
ecotoxicoldgicas, en el presente estudio se utilizara los bioindicadores Daphnia
magna y Artemia salina para evaluar ecotoxicologicamente al herbicida
comercial GLIFOPAC. Dichos bioindicadores, son organismos filtradores
(consumidores primarios) que se alimentan de algas microscépicas (Day,
1991). Cuando dichos organismos se exponen a sustancias toxicas, existe
afectacion al sistema nervioso central, aparato locomotor y filtrador; por lo
tanto, son muy sensibles a micro-contaminantes (Parada, 2014). Los
invertebrados acuaticos son la base de transferencia de energia desde
productores primarios a consumidores. Las alteraciones causadas por el

glifosato sobre este grupo de organismos pueden afectar o interferir en otros
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grupos interdependientes de la cadena trofica, condicion que permite
evidenciar efectos sobre la biota total de ecosistemas acuaticos (Pérez et al.,
2010).

Cabe sefialar que los bioensayos con invertebrados acuaticos, estan
estandarizados y son reconocidos por organizaciones internacionales tales
como la EPA, Comunidad Econdmica Europea (por sus siglas en inglés, EEC)
y la Organizacién para la Cooperacion Econdmica y el Desarrollo (por sus
siglas en inglés, OECD) (Lb6pez, 1996). Finalmente la evaluacién
ecotoxicolégica aplicada sobre aguas contaminadas con glifosato, permite
establecer el grado de toxicidad del glifosato en ambientes acuaticos, condicion
que evidenciara mejoras en la legislacion respecto al uso/aplicacion de

pesticidas en el Ecuador.

1.3 ALCANCE

La presente investigacion es de caracter experimental, debido a que los
resultados del potencial ecotdxicolégico (agudo y sub-letal) del herbicida
comercial GLIFOPAC sobre los bioindicadores D. magna y A.salina fue a
escala laboratorio. Por lo tanto, los resultados obtenidos de los ensayos
realizados, deben considerarse como ideales en ambientes controlados y como

aproximaciones en ambientes naturales.

Por otro lado, los ensayos cromatograficos para la identificacion de sustancias
potencialmente téxicas procedentes de la formulacidén de glifosato utilizada, es
preliminar por ser de caracter cualitativa. La identificacion no incluye la
cuantificacion, condicion que fortaleceria la hipotesis de su responsabilidad en
la toxicidad. El trabajo busca encontrar una relacién cualitativa de la toxicidad
del herbicida y las sustancias identificadas en los ensayos cromatograficos.
Cabe sefialar, que dicha relacion se trabajo solo con sustancias identificadas
en patentes; por otro lado, el analisis quimico de las sustancias identificadas
debe constituirse en la idea de investigacion posterior que complementaria a lo

realizado en este trabajo.
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar ecotoxicolégicamente aguas contaminadas con glifosato mediante
bioensayos de toxicidad sobre los bioindicadores Daphnia magna y Artemia

salina para establecer la afectacion del glifosato sobre ambientes acuaticos.

1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar las caracteristicas ecotoxicolégicas inmediatas de aguas
contaminadas con glifosato mediante bioensayos de toxicidad aguda
(48 horas) sobre los bioindicadores Daphnia magna y Artemia salina,
para establecer comparativamente la sensibilidad de dichos

bioindicadores.

- Evaluar las caracteristicas ecotoxicoldgicas sub letales de aguas
contaminadas con glifosato, mediante bioensayos de toxicidad sobre
Daphnia magna y Artemia salina para evaluar efectos a mediano plazo

(21 dias) sobre dichos biondicadores.

- Evaluar comparativamente los efectos del glifosato sobre ambientes
acuaticos mediante bioensayos de toxicidad aguda y subletal sobre
Daphnia magna y Artemia salina, para evidenciar efectos potenciales
toxicos en ambientes de agua dulce respecto ambientes de agua

salobre.
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CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1 Usos y caracteristicas del glifosato

El glifosato es un herbicida no selectivo, de amplio espectro y de accion
sistémica en tratamientos de post emergencia de follaje, usado para eliminar
malezas no deseables, especies lefosas y hierbas de hojas anchas (Santos
and Sanchez, 2006; Carcamo, 2010). Las ventas mundiales durante los ultimos
5 anos superan las 40000 toneladas de ingrediente activo, representando
aproximadamente el 40% del mercado de agroquimicos (Nivia, 2000). Las
formulaciones de glifosato se han registrado en alrededor de 100 paises y son
utilizadas en actividades relacionadas con: cultivos agricolas, mantenimiento de
canales o vias, actividades de jardineria (publicas/privadas), fumigacién en
plantaciones ilicitas ubicadas en la frontera norte de Ecuador y manejo de

bosques sometidos a intervencién (Rojas and Fierro, 2008).

A partir de 1974 y durante dos décadas, el glifosato se ha utilizado para
eliminar todo tipo de vegetacion, pero a partir del desarrollo de cultivos
transgénicos en el aino de 1996 tales como: soja, maiz y algodén se hizo
posible la aplicacion en sistemas post emergencia de follaje para control de
cultivos (Benbrook et al., 2016). En la actualidad, la Comisién Federal para la
Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) ha autorizado la utilizacion

del glifosato en acciones urbanas, de jardineria y agricola (Arregui et al., 2010).

Los cultivos agricolas transgénicos poseen una ruta de la enzima shikimato —
sintetasa que no es inhibida por el glifosato (Benbrook et al., 2016). Este
herbicida es empleado para limpiar el cultivo, usandose en cualquier etapa del
crecimiento, pero generalmente durante la etapa de establecimiento del periodo
vegetativo, donde la planta ya tiene hojas para producir la fotosintesis (Arregui
et al., 2010). La Tabla 1 muestra las dosis recomendadas para la aplicacion de

glifosato en cultivos.
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TABLA 1 DOSIS RECOMENDADAS PARA LA UTILIZACION DEL

GLIFOSATO
Cultivo Dosis (L.ha™)
Citricos 2,5-4
Frutales 1,56-4,5
Soja (transgénica) 1,5-2,5
Maiz (transgénico) 1,8-3,5
Algoddn
(transgénico) 11-25

Fuente: Arregui (2010)

La aplicacion previa a la siembra, se realiza para mejorar las condiciones de

emergencia de la planta, donde la dosis recomendada es de 2 a 4 L.ha™" hasta

tres dias antes de la siembra (Shawn et al., 2012). La Tabla 2 muestra la tasa

de utilizacion del ingrediente activo del glifosato para aplicaciones agricolas y

no agricolas durante el periodo 1995 — 2014.

TABLA 2 TASA MUNDIAL DE USO DEL GLIFOSATO

1995 2000 2005 2010 2012 2014
Uso Glifosato (1000 kg) 67.078 | 193.485 | 402.350 | 652.486 | 718.600 825.804
Aplicaciones agricolas 51.078 | 155.367 | 339.790 | 578.124 | 648.638 746.580
Aplicaciones no agricolas 16.000 | 38.118 | 62.560 | 74.362 | 69.962 79.224
Porcentaje agricolas 76 80 84 89 90 90
Porcentaje no agricolas 24 20 16 11 10 10

Fuente: Benbrook (2016)

2.2 Mecanismos de accion sobre las plantas

El glifosato es un herbicida de accion foliar, es decir ingresa por las hojas y se

mueve a través de la cuticula por difusion. Este herbicida migra en la planta,

por medio del floema para concentrarse en zonas de crecimiento como:

meristemos (responsables del crecimiento de tejido vegetal nuevo), hojas en

desarrollo raices y frutos (Duarte, 2003). El efecto generado por este herbicida,
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indirectamente se relaciona con la inhibicion de la division celular y el
crecimiento de la planta, proceso que dura una semana o dos, y en donde el
follaje se torna clorético (amarillento) y finalmente entra en necrosis (Shawn et
al., 2012).

El mecanismo ecotdxico sobre las plantas, esta vinculado a la afectacion de la
biosintesis de  aminoacidos aromaticos esenciales (fnilalanina, tirosina,
triptofano), mediante la inhibicion enzimatica de la 5-enolpiruvil shikimato-3-
fosfato sintetasa (EPSPS) (Rodrigues et al., 2016). La Figura 1 describe la
inhibicion enzimatica de la EPSPS, debido a que el glifosato forma complejos
con la molécula de shikimato — 3 fosfato, evitando la unién con el
fosfofenolpiruvato. La ruta de accién del shikimato solo se encuentra presente
en las plantas, por lo cual el glifosato no representa directamente un peligro

ecotdxico sobre mamiferos, peces, aves o reptiles (Arregui et al., 2010).

FIGURA 1 INHIBICION EN LA SINTESIS DE LA EPSPS
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Fuente: Duarte (2003)
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2.3 Propiedades fisico-quimicas y ambientales del glifosato

El glifosato, es un acido usado en la forma de sal isopropilaminica de la N-
fosfonometil glicina, cuya férmula empirica es C3HgNOsP. Este herbicida tiene
tres grupos funcionales polares: carboxilo, amino y fosfonato (Varona et al.,

2009). La Figura 2 muestra los grupos funcionales del glifosato.

FIGURA 2 N - FOSFONOMETIL GLICINA (GLIFOSATO)

Carboxilo o ‘I;I‘j Fosfonato
Ho—l—c—N—c—P—0H
sk
“‘H < OH
Amino

Fuente: Varona et al. (2009)

La adsorcién del glifosato en el suelo, es resultado de su capacidad de
disociacion, los valores de pKa son: 0,78 (grupo fosfonato), 2,29 (grupo
carboxilo), 5,96 (grupo fosfonato) y 10,98 (grupo amino). Esta condicion hace
que se formen aniones (carga negativa) en los grupos funcionales que se unen
a componentes del suelo como: arcillas, 6xidos de hierro, acidos humicos,
iones (AI"®, Fe*?, Mn*?, Zn*?, Ca*?, Mg*?, Na*") (Menendez, 2013). Por lo tanto,
el coeficiente de particion octanol-carbono organico o Koc es de 2 a 4,7,
condicion que establece que tiene alta afinidad por el suelo. Herrera (2011)
sefala que la adsorcion del glifosato en la materia organica, es debido a la
formacion de puentes de hidrégeno. Por lo tanto, la movilidad en el suelo
depende de la composicidén de éste, registrandose promedios de vida media de
1 a 174 dias, esto evidencia alta movilidad en suelos con bajo contenido de

materia organica (Arregui et al., 2010, Herrera, 2011).

El glifosato es soluble en agua (15,7 g.L™" a 25 °C) y su persistencia va desde
los 12 a 60 dias (Rojas and Fierro, 2008). Por otro lado, en cuerpos de agua el
glifosato sufre translocacion hacia los sedimentos debido al alto valor de Koc,

donde se reportan promedios de vida aproximados de 120 dias (Nivia, 2000).
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En el agua, suelo y sedimentos acuaticos el glifosato sufre degradacion por la
accion de microorganismos. La accion microbioldgica produce degradacion del
glifosato y la formacién de acido aminometilfosfonico (AMPA), glicina vy
sarcosina (Dick and Quinn, 1995). La condicion descrita favorece el arrastre por
escorrentia de estos compuestos (glifosato y metabolitos) a cuerpos de agua
(Varona et al., 2009). Cabe senalar, que al AMPA se le han adscrito
propiedades toxicoldgicas diferentes al glifosato (Duarte, 2003). La formacién
del AMPA y sus caracteristicas ecotoxicas se describen a mayor detalle en el
apartado 2.4.

En el aire, el glifosato no ha mostrado persistencia. Una de las razones es una
presion de vapor cercana a 1,84 x 107 mm Hg a 25 °C, que lo hace poco volatil
(Arregui et al., 2010). Chang et al., (2011) detectaron presencia de glifosato y
AMPA en el aire de EEUU (Mississippi, lowa e Indiana) a concentraciones
entre 0,01 y 91 ng.m'3 y 0,1y25 ,ug.L'1, respectivamente y concluyen que
condiciones de lluvia y suspension de particulas en la atmésfera podrian darle

mayor permanencia o movilidad desde aire hacia suelo, agua y biota.

Finalmente, el glifosato en contacto con organismos no objetivo (animales) ha
evidenciado no tener directa afectacion. La razéon esta dada por la baja afinidad
del glifosato con el tejido adiposo (coeficiente de particion octanol-agua o log
Kow entre -2,9 a -3,4 condicion que hace que la bioacumulacién en tejido
adiposo sea minima (Mackay et al., 2016). La Tabla 3 describe las propiedades

fisico- quimicas del glifosato.
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Compartimiento

ambiental

Caracteristica

Valor/Condiciéon

Caracteristicas

fisico — quimicas

Férmula molecular
Peso molecular
Estado fisico

Olor

Densidad

Punto de fusion
Explosividad

Corrosividad

C3HgNOsP
169,1 g.mol”
Sdlido Blanco
Inodoro
0,5g.mL"
184,5 °C

No explosivo

No corrosivo

Aire Presién de vapor 1,84 x 10" mm Hg (25 °C)
pH en solucion (1%) 2,5
Agua . 4
Solubilidad en agua 15,7 g.L”" (25 °C)
Log Koc 2-47
0,78 (Primer proton grupo fosfonato)
Suelo K 2,29 (Protén del grupo carboxilo)
a
P 5,96 (Segundo protén fosfonato)
10,98 (Proton del grupo amino)
Coeficiente de particion
Biota Log Kow =-2,9/-3,4

octanol/agua

Fuente: Rojas and Fierro (2008); Arregui et al., 2010

Elaborado por: Huaraca Luis

2.4 Propiedades quimicas y ambientales de metabolitos procedentes del glifosato

2.4.1 Metabolitos del glifosato: acido aminometilfosfonico (AMPA)

El acido aminometilfosfonico o AMPA (CHgNO3P), es el principal metabolito de

la degradacion microbiana (bacterias y hongos) del glifosato tanto en

ambientes acuaticos como edaficos.

Durante

la primera etapa de

la

degradacion aerdbica el 70% es transformado a AMPA (ruptura del enlace C-N)

y el 30% restante a sarcosina (C3H7NO;) (ruptura del enlace C-P) y glicina
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(C2HsNO3). En una segunda etapa, estos ultimos son transformados a didxido
de carbono (CO,) y amonio (NH4") (Bai and Ogboune, 2016). La degradacién
del glifosato depende de las propiedades bioquimicas del suelo/agua como:
pH, contenido de fosfatos, hierro y cobre. Ademas de la actividad
microbioldgica, la cual se incrementa en presencia de una fuente de carbono
organico disponible. La Figura 3 resume el proceso de degradacion
microbioldégica en agua y suelo del glifosato
FIGURA 3 METABOLITOS DEL GLIFOSATO
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Fuente: Bai and Ogboune (2016)
El AMPA, cuya féormula es CH¢NO3P es de caracter polar con alta solubilidad
en agua (10,5 g.L™"). Los valores de pKa son iguales a 0,9 (primer fosfénico),
5,6 (segundo fosfonico) y 10,2 (amina) (Herrera, 2011). Las propiedades fisico
— quimicas del AMPA se describen en la Tabla 4.

TABLA 4 PROPIEDADES FiSICO - QUIMICAS DEL AMPA

Parametro Condicién

Masa molecular 111 g.mol™
Solubilidad 10,5 g.L™" (20 °C)
Log Koc 3,98

Tiempo de vida media en
83,7 dias
agua

Fuente: Levine (2015)
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Debido a las propiedades quimicas del glifosato (Koc), se supondria una baja
tasa de lixiviacion hacia cuerpos de agua, pero la degradacion microbiologica
facilitaria la movilidad del glifosato y AMPA hacia cuerpos de aguas
subterraneas y superficiales (Donadia et al.,, 2009). Degenhardt (2012) ha
detectado la presencia de glifosato y AMPA en suelos arcillosos con tiempos de
vida media de 154 y 98 dias, respectivamente. De forma similar,
investigaciones realizadas por Rodriguez et al.,, (2002) en Colombia, han
reportado la presencia de glifosato y AMPA en rios cercanos a plantaciones

ilicitas, con concentraciones del orden de 3,6 y 4,6 ug.L™".

2.4.2 Coadyuvantes en formulaciones comerciales

Las presentaciones comerciales de herbicidas a base de glifosato son
concentrados con el ingrediente activo mas un agente surfactante. Segun la
Guia Fitosanitaria CASAFE (2011), el ingrediente activo puede ser:

- Sal isopropilaminica de la N - fosfonometil glicina ( 48 — 64,8)%

- Sal amonica de la N — fosfonometil glicina (40,5 — 39,6)%

- Sal dimetilaminica de la N — fosfonometil glicina 60,8 %

- Sal monopotasica de la N- fosfonometil glicina 43,8 %

Mientras el ingrediente surfactante a base de seboaminasetoxiladas es llamado
ingrediente inerte (Florida et al., 2012). La adicion de surfactantes, tiene
relacion con la naturaleza ionica de la solucién herbicida, la cual retarda la
penetracion del ingrediente activo en la planta (Rojas y Fierro 2008). Por lo
tanto, la adicidén de surfactantes disminuye la tensién superficial de las gotas de
pulverizacion, haciendo que el herbicida sea absorbido a través de las hojas.
La Figura 4 muestra el efecto de los surfactantes en las hojas de la planta.
Whyrill and Burnside (1977) demostraron que la adicion de surfactantes tiene un
efecto directo en el rendimiento del herbicida y determinaron que los
compuestos idoneos de mayor eficiencia e identificados son tensoactivos de
alquilamina terciaria etoxilada. Por ejemplo, dentro de surfactantes
comunmente usados esta una seboaminaetoxilada que tiene un promedio de

aproximadamente 15 moles de 6xido de etileno por mol de seboamina.
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FIGURA 4 EFECTO DE LOS SURFACTANTES EN LAS HOJAS

Gota de pulverizaci()n
sin surfactante

Fuente: Wyrill and Burnside (1997)
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Segun el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) (2015),

en el Ecuador se encuentran registrados alrededor de 38 herbicidas de los

cuales el ingrediente activo es el glifosato, como se puede visualizar en la

Tabla 5. Cabe senalar, que la formulacién de cada uno de los herbicidas no se

encuentra en las etiquetas y no se ha encontrado registros de la identidad de

las sustancias coadyuvantes.

TABLA 5 FORMULACIONES COMERCIALES DE GLIFOSATO EN EL

ECUADOR
Nombre Concentracion Categoria Fabricante
ingrediente activo toxica

Glifolaq 360 g.L'1 \Y, Agripac SA
Flame plus 360 324 gL IV 'mp°m"Ad;rl,io'lnad“St”a'
Flame plus 480 480 g.L"! W, 'mponfgorzio'gdusma'
Glialka 480 g.L” \Y% Arilec SA
Kalac 480 g.L™ \Y ArystaL ifescience
Glifomat 500 480 g.L” \Y BBR
Azote 120 g.L” \Y BBR
Mon-0139 0.62 g.L” \Y; BBR
Ranger 28.6 g.L” \Y Ecuaquimica
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Nombre Concentracion Categoria Fabricante
ingrediente activo téxica

?gfﬁ;up) 74.7 % W, BBR
Rodeo 480 g.L” \Y BBR
Batalla/Fuete 480 g.L™ \Y BBR
ggg;‘:;p 480 g.L" W, BBR
;’e”ta"on/ Rond 480 g.L" W, BiesterfeldEciuador
Glifogan 480 g.L™ v C.A Industrial
Glifosato 48 % \Y, C.A Industrial
Estelar/Gliforey 0.48 \Y, Consultimz CIA
Glufuron Glifosato 250 g.L™
(Glifosato+Diur _ p \Y DupocsaProtectores
on) Diuron 250 g.L
Arbex 180 180 g.L™ vV DupocsaProtectores
g:iﬁtszllto 360 g.L'1 v DupocsaProtectores
Glifopac 480 g.L'1 vV DupocsaProtectores
Glifonox bio 480 g.L™ v DupocsaProtectores
Z?;;i%':tinja/l_lu 480 g.L'1 vV DupocsaProtectores
Supex 240 g.L'1 vV DupocsaProtectores
Matasato 750 g.Kg™ \Y Ecuaquimica
Glifocor 480 g.L™ \Y
Rango 480 g.L™ \Y, HortifloraAndina
Tirano 620 g.L™" \Y Importadora del Monte
Arrasador 757 g.Kg™ \Y; Interoc SA
Nufarm/Atila 480 g.L™ \Y Nufarm del Ecuador
Cortador 480 g.L” \Y Agropoint SA

Phase 480 g.L™ \Y Quifal
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Nombre Concentracion Categoria Fabricante
ingrediente activo toxica

Atake 480 g.L” WY Quatroagro
Pin up 324 g.L” \Y, AdamaAndina
Glifoagro 480 g.L™ \Y, Renagro Inc. SA
Shyfo 480 g.L™ \Y, Sharda del Ecuador
Ausato 480 g.L™ \Y% Salagro
Touchdown 500 g.L™ vV Syngentocrop.

Fuente: INIAP (2010)

Elaboraciéon: Huaraca Luis

Cabe sefalar, que dichos ingredientes “inertes” pueden ser sustancias activas

que confieren mayor ecotoxicidad a las formulaciones comerciales y que sobre

las cuales no se ofrece informacion (Nivia, 2000). De acuerdo a investigaciones

conducidas por aplicadores de agrotoxicos en plantaciones de FOSA -

Uruguay, los herbicidas comerciales a base de glifosato pueden contener las

siguientes sustancias como emulsificantes y coadyuvantes (Carcamo, 2010):

- Sulfato de amonio

- Benazisotiazolona

- 3- yodo-2 propinilbutilcarbamato

- Isobutano

- Metilpirrolidinona

- Acido pelargénico

- Polioxietileno amina

- Hidroxido de potasio

- Sulffito sédico
- Acido sérbico

- Isopropilamina

2.5 Destino ambiental del glifosato

La forma de aplicacion del glifosato es por aspersién sobre el follaje, por lo

tanto fendmenos como la deriva afectan la deposicion del herbicida. Santos
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(2006) establece que el 92% del herbicida aplicado permanece en el campo y
el 8% esta sujeto a la deriva (pérdida) atmosférica. El 12% del herbicida que
permanece en el campo, llega al suelo debido al contacto directo, lavado de las
hojas, exudacion de las raices y plantas tratadas. El 10% del herbicida que
alcanza los campos puede llegar a plantas no objetivo (Civeira, 2012). Por lo
tanto, solo alrededor del 75% del glifosato que se aplica llega a la vegetacion
objetivo (Santos, 2006). Estudios conducidos por Alberdi (1996), sefialan que
aproximadamente el 3% del glifosato aplicado llega a ambientes acuaticos. En

la Figura 5 se observa un esquema de la movilidad ambiental del glifosato.

FIGURA 5 DESTINO AMBIENTAL DEL GLIFOSATO

Glifosato (92%)

C3H8N05P Deriva (8%)
Volatilizacion aff i :
Pv 1.84 x10"mmHg o
a 'S v ‘A Absorcion (75%)
i%a No objetivo  Suelo (12%)

(10%)

Escorrentia
(3%) i

Solubilidad log kow:-2.9/-3.4
15.7
oL Adsorcion

Fuente: Arregui et al., (2010)
Elaboracion: Huaraca Luis
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2.6 Clasificacion ecotoxicologica

2.6.1 Clasificacion ecotoxicologica del glifosato

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), recomienda la clasificacién de
plaguicidas en funcion de la Concentracion Letal 50 (por sus siglas en inglés,
LCsp) por via oral o dérmica en ratas. Cabe senalar que el LCsp es la cantidad
necesaria del plaguicida para producir la muerte del 50% de las individuos
ensayados, expresado en mg de plaguicida/kg de peso del animal (Arregui et
al., 2010). En la Tabla 6 se observa la clasificacion ecotoxicolégica

recomendada por la OMS.

TABLA 6 CLASIFICACION TOXICOLOGICA DE CONTAMINANTES

RECOMENDADA POR LA OMS

Formulaciones liquidas | Formulaciones soélidas
Clase toxicoldgica LCso (mg.kg™) LCso (mg.kg™)

Oral Dermal Oral Dermal
Clase la (Sumamente

<20 <40 <5 <10
peligroso)
Clase Ib

20 - 200 40 - 400 5-50 10 - 100
(Muy peligroso)

Clase Il
(Moderadamente 20-2000 400-4000 |50-500 100-1000
peligroso)
Clase lll 500 —

. 2000-3000 >4000 >1000
(Poco peligroso) 2000
Clase IV (Normalmente

>3000 --- >2000 ---

no peligroso)

Fuente: Arregui (2010)

La EPA clasifica a los herbicidas, en los cuales el ingrediente activo es el
glifosato como de clase Il (Moderadamente peligroso). Es decir, este tipo de
herbicidas comerciales tienen toxicidad aguda oral y dérmica relativamente

baja (Salazar et al., 2011). La OMS basandose en estudios realizados en
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conejos, los califica en la categoria | (Muy peligroso) (Santos, 2006). Sin
embargo, el 15 de Marzo del 2015 la Agencia Internacional para la
Investigacion sobre el Cancer (por sus siglas en inglés, IARC) calificé al
glifosato como un agente probable carcinogénico (Szekacs et al., 2012). En
caso de formulaciones comerciales, se han registrado valores de toxicidad
aguda en ratas hasta 3 veces mayores que las correspondientes al ingrediente

activo (Herrera, 2011).

De acuerdo a la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) de México, el glifosato representa un ligero peligro para aves,
debido a la presencia de residuos en cultivos de fresas, arandanos, cereales,

lechugas y zanahorias posterior a su aplicacion (Salazar et al., 2011).

2.6.2 Caracteristicas toxicas del AMPA

En humanos la intoxicacién por ingesta de alimentos contaminados con
glifosato y AMPA se registran a concentraciones de 125 mg/kg-dia y 5 mg/kg-
dia respectivamente (Bai and Ogboune, 2016). Ademas, Reddy et al., (2004) y
Druart et al., (2011) han encontrado rastros de glifosato y AMPA en diferentes
fuentes alimentarias humanas (plantas y animales). Es importante sefalar, que
la degradacién del AMPA puede incluir metilamina y formaldehidos,
compuestos clasificados cancerigenos por la OMS. Al respecto la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) concluye que el AMPA
podria ser un precursor para el cancer rinofaringeo en el hombre (Santos,
2006).

Especificamente en ambientes acuaticos, Leviné (2015) evalud la toxicidad
cronica del AMPA para el pez Pimephales promelas y el crustaceo D. magna,
evaluando criterios como supervivencia, crecimiento y reproduccion. El estudio
concluye que los valores de NOEC corresponden a 12 mg.L'1 para Pimephales

promelas 'y 15 mg.L'1 para D. magna.
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2.7 Toxicidad en ecosistemas acuaticos

2.7.1 Toxicidad aguda

Los ensayos de toxicidad aguda evaluan efectos inmediatos (mortalidad o
inmovilidad). Los periodos de exposicion a ciertas concentraciones (dosis)
letales, varian entre 24 a 96 horas dependiendo la especie. El tiempo de
exposicion para peces, crustaceos y plantas acuaticas va de 96,48 y 76 horas,
respectivamente. El indicador calculado se denomina concentracion letal
media (CLs), el cual es la concentracion de inhibicion media (Rojas and Fiero,
2008). Por lo tanto, se define como la concentracion del contaminante que
afecta al 50% de los organismos ensayados, sus limites de confianza son
considerados en un 95% derivados de un andlisis estadistico (Sanchez et al.,
2004).

2.7.2 Toxicidad cronica

Los ensayos de toxicidad cronica evaluan efectos a mediano plazo (subletales).
Los periodos de exposicion a concentraciones (dosis) menores a las letales
(agudas) son aproximadamente 1/3 de la vida de los organismos (Rojas and
Fierro, 2008). Los indicadores que evidencian el efecto crénico son:
- La concentracibn mas baja a la cual se observan efectos (por sus
siglas en inglés, LOEC)
- La concentracién mas alta a la cual no se observa efectos (por sus
siglas en inglés, NOEC).
Dichos efectos incluyen: inhibicibn en el desarrollo alométrico (tamafio) o

alteraciones reproductivas (frecuencia y numero de crias) (Cubra et al., 2013).

2.7.3 Distribucion de contaminantes en ecosistemas acuaticos

Cuando una sustancia esta disponible en ambientes acuaticos y su ingreso a
organismos se da por la piel se habla que es bioconcentrable. La
bioconcentracion es el resultado de absorcion (piel), transformacion vy
eliminacion de una sustancia debida a la exposicidbn a través de medios
acuaticos (UNECE, 2010). Por otro lado, si el ingreso es por el tracto digestivo

(agua o alimentos) es bioacumulable. A medida que se asciende en la cadena
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trofica, la concentracidon del contaminante se multiplica y por lo tanto se
biomagnifica, causando efectos adversos sobre organismos depredadores

(aves o ser humano) (Diamanti — Kandarakis et al., 2009 ).

Los procesos antes descritos, se caracterizan por coeficientes que determinan
la capacidad de acumulacién de una sustancia quimica en un organismo
(Albert, 2010). Rodriguez et al., (2015) definen tres coeficientes: el factor de
bioconcentracion (BCF) representando la concentracién de equilibrio entre el
medio y el organismo y el factor de bioacumulaciéon (BAF) relacionada con la
concentracién en equilibrio del organismo y su comida. Finalmente, el factor de
biomagnificacion (BMF) que tiene relacion con la concentracion en el
organismo y de su antecesor en la cadena tréfica. La Figura 6 describe la

relacion de dichos coeficientes en ambientes acuaticos.

FIGURA 6 BIODISPONIBILIDAD DE CONTAMINANTES EN AMBIENTES
ACUATICOS

Koc BCF (medio) - BMF
AGUA ‘

BAF (alimento)

Fuente: Rodriguez et al., 2015

Elaborado por: Huaraca Luis

La absorcion de contaminantes sobre organismos, es importante cuando se
trata de sustancias hidréfobas o lipofilicas. Por lo tanto, el coeficiente de
particion octanol/agua (Kow) permite referir bioacumulacion de contaminantes
(OCCE, 2015). EI potencial de bioacumulacion, en funcién del Kow se observa

enlaTabla7.
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TABLA 7 RELACION DE Kow Y BIOACUMULACION

Bioacumulacion Log Kow

Alta >5
Media alta 5-3,5
Media 3,5-3
Media baja 3-1
Baja <1

Fuente: CEPIS (2017)

La introduccion de herbicidas comerciales a medios acuaticos, afecta la calidad
del agua y a organismos considerados no objetivos, modificando con esto la
estructura y funcionalidad de ecosistemas acuaticos (Salazar et al., 2011). En
especifico el glifosato, es soluble en agua y puede ser adsorbido en
sedimentos y particulas suspendidas. Szekacs et al., 20012 sefiala que el
material suspendido en cuerpos acuaticos modifica la biodisponibilidad del

glifosato y provoca aumentos de toxicidad.

2.7.4 Productores primarios

Los productores primarios son responsables de la captura de la energia solar y
nutrientes. Ademas, este nivel es clave dentro de la sintesis de moléculas
como: carbohidratos (glucosa, almidon, celulosa), lipidos (aceites), proteinas y
acidos nucleicos, los cuales son disponibles para el zooplancton y peces que

son consumidores (Arregui et al., 2010).

Vera et al.,, (2010) investigaron los efectos ecotoxicos en fitoplancton del
glifosato comercial denominado Roundup. Dicho estudio se desarroll6 a
concentraciones de 8 mg.L'1 (a.i. ingrediente activo) evaluando efectos como
aumento del nivel de eutrofizacion del medio acuatico (naturaleza
organofosforada del glifosato), mortalidad de diatomeas y consecuentemente
proliferacion de cianobacterias. De acuerdo a Pérez et al., (2007), los cambios
estructurales directos en el fitoplancton se deben a la naturaleza téxica del

glifosato y no al enriquecimiento de fésforo sobre ecosistemas acuaticos. Por
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lo tanto, la presencia de cianobacterias puede producir muerte de la fauna
acuatica, olores desagradables y alteracion en la tipologia del ambiente
acuatico. La ocurrencia de efectos adversos en productores primarios de
medios acuaticos, tiene relacion a similitudes fisiolégicas con las plantas ya que
poseen la ruta del shikimato para la sintesis de tejido vegetativo (Arregui et
al., 2010).

2.7.5 Consumidores primarios

La comunidad zooplanctonica constituye la poblacion de consumidores
primarios acuaticos (Begon et al., 1999). Este grupo se alimenta de los
productores primarios y materia organica, y sirve de alimento a pequefios
invertebrados y larvas juveniles de peces. Esta comunidad, esta representada
por tres grupos: cladoceros, copépodos (micro crustaceos) y rotiferos

(Barrionuevo and Marcial., 2006)

La presencia de glifosato en el agua afecta a la fecundidad de micro
crustaceos. Investigaciones realizadas por Reno et al., (2014) determinaron
que concentraciones entre 5,3 a 31,8 mg a.i.L”' afectan la reproduccién entre 3
y 4 veces de Ceriodaphnia reticulata. (Arregui et al., 2010) reporta valores del
CLso sobre A.salina del orden de 14 — 37.53 mg herbicida.L™ dependiendo la
formulacion del herbicida, asi mismo Servizi et al., (1987) determino la
influencia del surfactante MONO818 en la toxicidad (LCsp, 96 h) sobre D. magna
y reportan valores de Roundup (12.24 mg a.iL') y MONO0818 (3,8 mg

surfactante/L).

2.7.6 Consumidores secundarios

Los consumidores secundarios se alimentan de los consumidores primarios y
pueden incluir: invertebrados, macrocrustaceos, moluscos e insectos (Soriano
et al., 2001)

En macrocrustaceos como camarones, se ha observado que el glifosato
modifica patrones de crecimiento (muda) a concentraciones menores de 8 mg
a.i.L”" de formulados comerciales (Montanga et al., 2014). Por otro lado, Souza

da Silva et al., (2003) registraron alteraciones en la enzima colinesterasa en
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moluscos como Phyllocaulis soleiformis. Algunas afectaciones registradas por
Salazar et al., (2011) sobre este nivel trofico se relacionan con: inhibicion en la
eclosion de erizos, distorsiones metabdlicas bioquimicas y hematologicas en
tejidos, lipidos y glucosa en peces. Dichas afectaciones, dependen de la

concentracién de glifosato y el tiempo de exposicion.

2.7.7 Organismos detritivoros

Los organismos descomponedores o también llamados detritivoros, tales como:
bacterias y hongos, son organismos que se alimentan de células muertas o
desechos (detritos) procedentes de productores y consumidores (Gillén, 2012).
Dicho proceso constituye el ciclo energético del que depende el buen
funcionamiento de los ecosistemas acuaticos (Galante and Garcia, 1997).
Estudios ecotoxicos de glifosato sobre bacterioplanctonicos (Vibrio fischeri)
fueron realizados por Spésito et al., (2016) donde se determiné que el valor de
la CLso a 48 horas fue de 37.28 mg.L™".

2.8 Bioensayos ecotoxicologicos

2.8.1 Generalidades

La ecotoxicidad es un concepto que hace referencia al estudio de los efectos
toxicos producidos por xenobidticos (sustancias) sobre el ambiente. Por lo
tanto, la ecotoxicologia busca la proteccion de sistemas ecoldgicos, mediante
herramientas (bioensayos) de diagnostico. Dichos ensayos, estudian los
efectos adversos como resultado de la exposicidon a contaminantes fisicos,
quimicos o biolégicos sobre organismos sensibles (bioindicadores) (Sanchez,
2005). Los bioensayos se realizan bajo condiciones experimentales controladas
y evaluan respuestas como: mortalidad, proliferacion, cambios morfoldgicos,
fisiologicos o histoldgicos (tejidos organicos) de los organismos (Sanchez et al.,
2004). Los bioensayos, permiten obtener respuestas en tiempos de
experimentacion cortos (minutos a dias), debido a que se llevan a nivel de
organismos Yy la informacién se puede extrapolar desde niveles celulares o

sistemas de enzimas hasta organismos completos, poblaciones y comunidades
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(Toro, 2011). La Figura 7 describe la relevancia ecologica de los niveles de
organizacion bioldgica y su respuesta ante la exposicion a contaminantes. La
importancia de trabajar a nivel de organismos radica en la complejidad
bioldgica, debido a que se relaciona con la posibilidad de valorar en forma
sencilla (conteo de supervivencia, mediciones alométricas, etc.) la sensibilidad
que éstos puedan expresar a diferentes contaminantes (metales pesados,

herbicidas, detergentes, hidrocarburos, etc.) (Sanchez, 2005).

FIGURA 7 RELEVANCIA ECOLOGICA Y SENSIBILIDAD A LOS
CONTAMINANTES EN ESCALA BIOLOGICA
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Fuente: Orrego (2010)

Cabe senfalar, que la respuesta de los bioindicadores es el resultado de las
interacciones de la sustancia y los sistemas biolégicos. El efecto de los
contaminantes sobre los organismos incluyen: reacciones metabdlicas de
detoxificacion, biotransformacién y excrecion. Por lo tanto, el efecto nocivo
depende de las propiedades fisico-quimicas del compuesto, concentracion,
tiempo y frecuencia de exposicion (Sanchez et al., 2004). Este tipo de analisis,
permite evidenciar efecto de los contaminantes a corto plazo (agudo-
mortalidad) y mediano-largo plazo (crénico-enfermedad) sobre el ambiente
(Romero and Cantu, 2008).
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2.8.2 Biodincadores utilizados en ensayos ecotoxicolégicos

La importancia de los bioensayos ecotoxicolégicos acuaticos, radica en que
permiten determinar efectos de compuestos tdxicos sobre organismos que
tienen relevancia ecoldgica significativa (Sagastume, 2001). Por lo tanto, dentro

de los organismos utilizados para ensayos de ecotoxicidad estan:

Los rotiferos (organismos microscopicos) que forman parte del zooplancton y
se encuentran en aguas marinas, estuarinas y dulces (Barnes, 1984). En
especial, el género Brachionus es util para ensayos de toxicologia, debido a
que se puede obtener datos de toxicidad aguda en 15 minutos (Snell et al.,
2005).

Los crustaceos, los cuales son organismos que generalmente habitan en aguas
dulces, su tamafio varia desde 0,25 mm hasta 10 cm, estan compuestos por
varios o6rdenes: Anostraca, Notostraca y Diplostraca. La unica excepcion es el
camaron del género Artemia, que habita en agua salobre (Sagastume, 2001).
Estos bioindicadores se usan en ensayos de toxicidad, debido a que son
organismos filtradores (plancton, bacterias y detritus), la reproduccion es por
huevos en forma partinogénica (sin fecundacion), exceptuando algunas
especies de Artemia y presentan sensibilidad a compuestos toxicos
(Thanmotoxkit, 1995). Los dos crustaceos de mayor utilizacion para ensayos de

ecotoxicologia son los géneros: Artemia spp y Daphnia spp.

La utilizacion de la especie Artemia salina en ecotoxicologia se ha iniciado
desde 1975, siendo por tanto estandarizado en laboratorios americanos y
europeos (Persoone y Vanhaecke, 1981). El género Daphnia spp. comunmente
conocido como “pulga de agua” es el crustaceo de agua dulce mas utilizado en
ensayos de toxicologia. La relevancia de usarlo radica en su funcién ecoldgica
dentro de la comunidad zoo planctoénica, facilidad de cultivo en laboratorio, ciclo
de vida corto y sensibilidad a numerosos compuestos quimicos (Silva et al.,

2003; Martins et al., 2007). Cabe sefalar que los bioensayos con Daphnia
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magna estan estandarizados y son reconocidos por organizaciones
internacionales tales como: la Agencia de Proteccion Ambiental
norteamericana, EPA, Comunidad Econdmica Europea y la Organizacién para

la Cooperacion Econdmica y el Desarrollo (Lépez, 1996).

2.8.3 Daphnia magna

Daphnia magna es un crustaceo de 6 mm de longitud, su coloraciéon va de
anaranjado a pardo, debido al déficit de oxigeno disuelto del agua (Alonso,
1996). La Tabla 8 describe la clasificacion taxonomica de D. magna

TABLA 8 CLASIFICACION TAXONOMICA DE D. magna

Clase Crustacea
Subclase Brachipoda
Orden Cladocera
Suborden Anomopoda
Familia Daphnidae
Género Daphnia
Especie Magna

Fuente: Rojas and Fierro (2008)

2.8.3.1 Morfologia

Este crustaceo de cuerpo ovalado, esta comprimido lateralmente  sin
divisiones. El tronco esta encerrado dentro de un caparazon bivalvo de quitina
transparente y cuenta con apéndices (antenas) y una cavidad embrionica en la
parte dorsal (Ruppert and Barnes, 1996). La Figura 8 muestra la morfologia y

las partes de D. magna.

Usualmente, en condiciones ambientales 6ptimas esto es, disponibilidad de
alimento, oxigeno disuelto y baja densidad poblacional son transparentes, pero
en condiciones de déficit de oxigeno (3 — 4 mg.L™") toman coloracion rojiza,
debido a la presencia de hemoglobina en el cuerpo (Sagastume, 2001). Para el

movimiento, utiliza apéndices que provocan corrientes de agua, que impulsan a
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los daphnideos en sentido vertical, luego se hunden lentamente utilizando los

apéndices como flotadores (Villaroel, 2004).

FIGURA 8 MORFOLOGIA DE D. magna
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Fuente: Villaroel (2004)

2.8.3.2 Alimentacion

Los daphnideos son organismos filtradores que utilizan los periépodos del térax

(cerdas finas) para captar alimento constituido por nanoplancton (< 30 micras)

por medio de una corriente filtradora, que lleva el alimento al interior del cuerpo.

Las particulas de alimento son recogidas en un canal ventral, desde donde son

impulsadas hacia la boca y se mezclan con secreciones bucales (Riveros,

2008). Estos crustaceos basan su alimentacién en algas, detritus, levaduras y

zooplancton (Rojas and Fierro, 2008).
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2.8.3.3 Reproduccion

Los daphnideos son hembras partinogénicas, con lo cual desarrollan células
reproductoras que forman individuos sin fecundacion. En definitiva, estos
organismos producen huevos diploides los cuales eclosionan dando hembras,
evitando asi las diferencias genéticas (Villaroel, 2004). Las condiciones
reproductivas, se basan en factores ambientales como: temperatura y
disponibilidad de alimento (FAO, 2010). De tal forma, que cuando uno de los
factores no es el idoneo aparecen machos y la reproducciéon es por medio de
huevos (efipia) fecundados. Dichas efipias pueden soportar condiciones
extremas (sequias, congelacion, paso del tiempo) y eclosionan cuando las
condiciones ambientales son las Optimas, dando lugar a hembras que inician
un nuevo ciclo asexual (Sanchez, 2006). Este ciclo reproductivo se presenta en
la Figura 9.

FIGURA 9 CICLO REPRODUCTIVO DE D. magna
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2.8.3.4 Parametros ambientales para el desarrollo de D. magna

Los parametros idoneos para el desarrollo de D. magna se visualizan en la

Tabla 9.
TABLA 9 PARAMETROS IDEALES PARA D. magna
Parametro Caracteristica
Habitan en cuerpos de agua dulce (lagos, reservorios,
Habitat charcos) y pueden coexistir con Moina, Copépodos y
Brachiépodos.
Temperatura oOptima varia de 18 a 22 °C, pero
Temperatura eventualmente pueden sobrevivir cambios de
temperatura de 0 a 22 °C.
Pueden soportar variaciones de oxigeno disuelto
(OD), desde la saturacion hasta concentraciones muy
Oxigeno bajas (34 mg.l"). La supervivencia en
concentraciones bajas de OD depende de la
capacidad de sintetizar hemoglobina.
pH EL pH 6ptimo oscila de 7,5 a 8,0.

Otros requerimientos

En concentraciones de fosfatos y nitratos de 0,5
mg.L'1 se estimula la reproduccion y madurez sexual.

La madurez sexual depende de la temperatura.

Fuente: Villaroel (2014), Herrera (2011)

Elaborador por: Huaraca Luis

2.8.3.5 Importancia de D. magna como bioindicador

Como se ha mencionado, D. magna es una pieza clave en los estudios de

toxicologia acuatica. La utilizacion de Daphnia se debe a los siguientes

factores:

- Corto ciclo de vida (< 1 afio), que permite la realizacion de ensayos de

toxicidad agudos (horas) y cronicos (dias) en un espacio breve de

tiempo y es facilmente cultivable en laboratorio (Villaroel, 2014).
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- Cuando un organismo zooplanctonico, es expuesto a compuestos
organofosforados en concentraciones sub letales, la tasa de filtracion es
inhibida, especificamente en D. magna el proceso de filtracion e
ingestion del alimento influye en su fisiologia en términos de crecimiento,
metabolismo y reproduccion (Martinez et al., 1999).

- Los resultados son extrapolables a niveles ecologicos superiores, por lo
tanto indican de manera indirecta los efectos totales sobre ecosistemas
acuaticos (Villarroel, 2004).

- Bajo costo de implementacion, debido a la estandarizacion del método,
que representan los efectos reales del estrés ambiental (Mendoza et al.,
2013).

2.8.4 Artemia salina

Artemia salina, es un crustaceo blanco filtrador transparente a la luz, de
aproximadamente de 1 cm de longitud, éste se distribuye en habitats acuaticos
de salinidad variable (5 — 200 g.L™") (Sanchez and Neira, 2005). Este organismo
se adapta y supervive en ambientes hipersalinos, debido a la baja diversidad
de depredadores, alta disponibilidad de alimento y capacidad de regulacion

osmotica (Browne, 2000).

En la actualidad, taxonédmicamente el nombre de A. salina se ha invalidado,
debido a las condiciones ambientales (salinidad y aislamiento geografico) han
inducido varios fenotipos de Artemia con diferencias fisicas, quimicas y
bioldgicas (Cisneros, 2009:). Ruiz (2008) diferencia seis especies bisexuales:
A. salina, A. urmiana, A. sinica, A. tibetana, A. franciscana (América) y A.
persimilis. Mientras, que las poblaciones partinogénicas se agrupan
taxondmicamente bajo el nombre de A. partinogénica. La Tabla 10 muestra la

clasificacion taxondmica de Artemia.
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TABLA 10 CLASIFICACION TAXONOMICA DE Artemia

Clase Crustacea
Subclase Brachipoda
Orden Anostraca
Familia Artemidae
Género Artemia

Fuente: Cisneros (2009)

2.8.4.1 Morfologia

La cabeza de este organismo esta constituida por 5 segmentos, de los cuales
sobresalen dos tipos de antenas: quimiosensoriales y anténulas, éstas ultimas
sirven para fines reproductivos (Reyes, 2013). En el centro de la cabeza, se
observa un ocelo (o0jo naupliar) y a los lados, se encuentra un par de ojos
compuestos. Las mandibulas se encuentran en el 3 tercer segmento (Ruiz,
2008).

El cuerpo de estos organismos, esta divido en segmentos uniformes que
conforman un térax y un abdomen. El térax (11 segmentos) no contiene
cefalotérax (caparacho). Cada segmento, lleva dos apéndices de tipo filopidal
(aplanados) llamados filopodos o toracopodos, que se utilizan para actividades
como: natacion, alimentacion y respiracion. El abdomen (6 segmentos), es casi
de forma cilindrica y de ninguno de estos segmentos sobresalen apéndices.
Finalmente, el cuerpo termina en una furca caudal (cola) (Ruiz, 2008; Pino et
al., 2010; Reyes, 2013). La morfologia de Artemia, se puede observar en la

Figura 10.



FIGURA 10 MORFOLOGIA DE Artemia
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2.8.4.2. Alimentacion

48

Artemia es un organismo filtrador no selectivo, es decir su base alimenticia se

conforma de bacterias, algas unicelulares, protozoos y detritos. Este alimento

es ingerido, debido al movimiento de los apéndices (teracopodos) que generan

corrientes en sentido oral. Por lo tanto, su alimentacién es constante durante
las 24 horas del dia (Martinez, 2013).

2.8.4.3 Reproduccion

Artemia presenta dos tipos de reproduccién: bisexual y partinogénica. Cabe

sefalar, que no se ha encontrado variedades que alternen dichas formas de

reproduccion (Ruiz 2008). Cuando las hembras alcanzan la edad reproductiva

producen dos tipos de huevos:

Los huevos que completan el desarrollo embrionario en el interior del
utero, y como resultado se obtiene un nauplio completamente formado.
Los huevos que detienen su desarrollo embrionario en el utero,

quedando en forma de huevo o quiste, los cuales pueden eclosionar
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inmediatamente o posteriormente dependiendo de las condiciones del
medio.
Los quistes de Artemia (embridn encapsulado), son emitidos en condiciones
desfavorables de supervivencia como: elevada salinidad, concentraciones
bajas de oxigeno, baja disponibilidad de alimento (Browne 1980; Ruiz, 2008;
Reyes, 2013; Pino et al., 2010). El ciclo reproductivo de Artemia se puede

observar en la Figura 11.

FIGURA 11 CICLO REPRODUCTIVO DE Artemia
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Fuente: Martins (2015)

2.8.4.5 Importancia de Artemia como bioindicador

La utilizacién de Artemia en bioensayos ecotoxicologicos se ha popularizado,
debido a que no se necesita mantener cultivos permanentes en laboratorio. Los
quistes de Artemia se disponen comercialmente como fuente de alimento vivo
para actividades acuicolas (peces y crustaceos) y son de facil adquisicidon

(Pérez et al., 2010). La facilidad de estandarizar la metodologia de los
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bioensayos con Artemia, se relaciona con la disponibilidad de suficientes
organismos de la misma edad y condicion fisica en cualquier época del afo.
Los ensayos se realizan con metanauplios, lo que significa una homogeneidad
fisiologica en los individuos evaluados. (Browne, 2000; Sanchez and Neira,
2005; Eljalek, 2011). La utilizacién de Artemia salina incluye evaluaciones
ecotoxicolégicas sobre mezclas de quimicos, productos alimenticios vy

farmacéuticos (Pérez and Gilling 2001).
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1 Herbicida objeto de estudio

El herbicida estudiado fue el formulado comercial GLIFOPAC, el cual es
elaborado por la empresa ecuatoriana AGRIPAC y tiene una concentracion de
ingrediente activo (a.i.) de 480 g.L™". El nimero de registro unificado: 039 — H
32-SESA-U y estd caracterizado como de categoria IV (No peligroso) en
peligrosidad ecotoxicologica. En la Figura 12 se muestra el insumo quimico
utilizado en esta investigacion. El almacenamiento de este herbicida se realizd
en condiciones ambientales normales, bajo sombra para evitar fotorreacciones.

Cabe sefalar que es el herbicida de mayor demanda en el Ecuador.

FIGURA 12 FORMULADO COMERCIAL GLIFOPAC

Elaboracion: Huaraca Luis
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3.2 Ensayos de ecotoxicidad

Los ensayos de ecotoxicidad se realizaron con los bioindicadores D. magna y
A. salina, los cuales se cultivaron en el Laboratorio de Microbiologia del Centro
de Investigaciones y Control Ambiental (CICAM).

3.2.1 Daphnia magna

3.2.1.1 Cultivo
Los cultivos de D. magna se realizaron siguiendo los criterios propuestos por la
EPA y la OECD (2000), de tal manera que para la preparacion de agua
reconstituida (AR) se disolvié en agua destilada sales de MgSQO4, NaHCO3  KCI

y CaS0O,4-2H,0, como se observa en la Figura 13.

FIGURA 13 PREPARACION DE AGUA RECONSTITUIDA

Elaboracion: Huaraca Luis

Los cultivos se realizaron en vasos de precipitacion de 2000 mL, con densidad
poblacional aproximada de 30 individuos/L. La dureza del AR se mantuvo entre
160 y 180 mg CaCOs/L. La concentracién de oxigeno disuelto fue superior a 6
mg.L™", temperatura de 21 +/- 2 °C y el fotoperiodo establecido de 16 h de luz y
8 h de oscuridad con intensidad luminica de 800 luxes (Romero and Cantu,
2008).
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La limpieza de exubias (cuticula de los daphnideos) y restos de alimento
depositados en el fondo, se realiz6 con la ayuda de una pipeta de 1 mL.
Ademas, se utilizd mallas con diferente tamafo de poro, para separar los

cultivos en edades de 1 a 4 semanas, tal como se observa en la Figura 14.

FIGURA 14 LIMPIEZA DE CULTIVOS DE D. magna

Elaboracién: Huaraca Luis

La alimentacion de los cultivos se realizd tres veces por semana con
microalgas Selenestrum capricornutum (0,1 mg algas/daphnideo/dia) (OCDE,
2000) y suplemento constituido de harina de pescado, alfalfa y levadura (YTC),
con recambio de agua reconstituida cada 48 h (Villamar et al., 2014). Como se

observa en la Figura 15.
FIGURA 15 ALIMENTACION DE D. magna

Elaboracion: Huaraca Luis
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Para realizar ensayos de toxicidad, un dia previo al ensayo se extraen los
neonatos, de esta forma se garantiza que dichos organismos tengan menos de
24 horas de edad.

3.2.1.2 Ensayos de toxicidad agudos sobre D. magna

Los ensayos de toxicidad aguda se realizaron siguiendo los criterios de la EPA,
(1995). De tal forma, se prepararon soluciones de glifosato con un factor de
dilucion de 0,5 (50%), es decir 100, 50, 25, 12,5, 6,25 y 0%. Para tales fines, se
prepararon 100 mL por cada concentracion y colocaron 20 mL en recipientes
de cristal (posillos), usando 3 réplicas por concentracién. En cada réplica se
expusieron al contaminante 5 neonatos de D. magna de menos de 24 h de
nacidos, con un total de 15 individuos expuestos por concentracién. En la Tabla

11 se describen las condiciones del bioensayo.

TABLA 11 CONDICIONES DEL BIOENSAYO CON D. magna

Especificaciones Variable

Tipo de Bioensayo Estatico sin recambio
Tiempo de exposicion 48 h

Temperatura 20+0,2°C
Fotoperiodo 16 h luz, 8 h oscuridad
Tamano recipientes 50 mL

Volumen solucion 20 mL

Edad organismos neonatos <24 h

N° replicas por concentracion 3

N° organismos por concentracion 15

. . hasta una hora antes del
Alimentacion

ensayo

Aireacion 80% saturacion O, (= 8 mg.L™")
Agua dilucién Reconstituida

Respuesta mortalidad, movilidad

Fuente: Romero and Cantu (2008), Villamar et al., (2014)

Elaboracion: Huaraca Luis
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3.2.1.3 Ensayos de toxicidad subletales sobre D. magna

La exposicion de D. magna a concentraciones subletales partio del valor de
CLsp, del cual se realiz6 5 disoluciones con un factor de 0.5, similar al
procedimiento de toxicidad aguda. Cinco repeticiones por concentracion mas
un blanco se realizaron en esta evaluacion toxicolégica. El ensayo consistid en
exponer a tres organismos en cada recipiente utilizando 30 mL de solucion, de
tal forma que para cada concentracion se obtuvo datos procedentes de 15
individuos. Diariamente, se separaron y contaron los neonatos de cada
recipiente, la renovaciéon de la solucion se realizdé cada 48 horas, con el fin de
mantener la concentracion del glifosato constante. La alimentaciéon de los
daphnideos constituyé una mezcla de algas Selenestrum capricornutum (0,1
mg algas/Daphnia.dia) (Villaroel, 2014).

La duracion del ensayo fue de 21 dias, dentro de los cuales se evalud

parametros como: crecimiento, supervivencia y capacidad reproductiva.

La capacidad reproductiva, se evalu6 siguiendo los criterios propuestos por
Villaroel (2014) los cuales fueron:

- Tiempo medio de la primera camada

- Numero medio de camadas por hembra

- Tamafo medio de camadas (numero de neonatos por camada)

- Numero medio de neonatos totales por hembra a los 21 dias de

ensayo.

3.2.1 Artemia salina

3.2.1.1 Cultivo
La preparacién de agua de mar artificial (AMA), se basé en la formulacion de
Dietrich&Kalle, la cual consiste en disolver sales de NaCl, MgCl,-6H0,
Na,SO,4, CaCl,y'2H,0 y KCI en agua destilada (Pérez and Gilling, 2001).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y Alimentacion
FAO (2016), propone en su manual “Cultivo y uso de Artemia en la Acuicultura”
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parametros importantes en el mantenimiento de dicho organismo, que se
pueden visualizar en la Tabla 12.
TABLA 12 PARAMETRO DE CULTIVO DE A. salina

Parametro Criterio

Temperatura 25-30°C

Salinidad Salinidad aproximada al 5%
Oxigeno disuelto Niveles por encima de 2 mg.L™
Densidad de quistes No sobrepasar 5 g quistes.L™”
lluminacion 2000 lux

Fuente: FAO (2016)

Elaboraciéon: Huaraca Luis

Los quistes de Artemia adquiridos comercialmente, se hidrataron en cajas Petri
por inmersién total en agua destilada a 4°C durante 12 horas en la oscuridad.
Posteriormente, se transfirieron hidratados a una probeta con AMA a 25 °C, pH
de 8,6 con una fuente de luz de 2000 lux y aireacion continua como se observa

en las figuras 16 y 17.

FIGURA 16 HIDRATACION DE QUISTES DE Artemia
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FIGURA 17 ECLOSION DE QUISTES DE Artemia

Elaboracién: Huaraca Luis

Transcurridas 16 a 18 horas del inicio de la eclosion, se obtuvo una poblacion
de nauplios suficiente para ser utililizados en los ensayos de toxicidad. Dichos
organismos, se transfirieron a cajas Petri con AMA a 25°C y se mantuvieron
bajo condiciones similares a los quistes durante 24 horas. Dichos nauplios,
alcanzaron el estado de metanauplios, los cuales fueron usados para las

evaluaciones ecotoxicodgicas (Pérez and Gilling 2001).

3.2.1.2 Ensayos de toxicidad agudos sobre A. salina

El bioensayo consistid en realizar 5 diluciones, similar al proceso de toxicidad
aguda en D. magna. Cabe sefialar que las diluciones se realizaron con agua
marina artificial (AMA). Posteriormente, el AMA fue utilizada para las diluciones
utilizandose de estas mezclas 10 mL en recipientes de cristal. Con la ayuda de
pipetas Pasteur, se introdujeron 10 metanauplios de A. salina con 3
repeticiones por cada concentraciéon. Los viales se incubaron a 25 °C y bajo la

ausencia de luz por 48 horas. (Sanchez and Neira, 2005).
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3.3 Analisis analitico

3.3.1 Analisis cromatografico del glifosato

El analisis cromatografico del formulado comercial GLIFOPAC, se realizé en la
Facultad de Ciencias Biologicas y Oceanograficas de la Universidad de
Concepcién (UDEC), Chile.

La identificacion de metabolitos y surfactantes de la formulacién comercial, se
llevd a cabo por la técnica de cromatrografia gaseosa — espectometria de
masas (GC-MS), mediante el cromatografo Agilent 5975 C VL MSD vy
derivatizacion con Bis(trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA). El procedimiento
se basé en la metodologia propuesta por Arkan et al., 2016 y Sun et al., 2017.
Para tales fines, se extrajo el ingrediente activo (glifosato) y los emulsificantes

del formulado comercial con acetato de etilo, como se muestra en la Figura 18.

FIGURA 18 EXTRACCION DE GLIFOSATO Y EMULSIFICANTES

Elaboracion: Huaraca Luis

A continuacién, se concentr6 (secado) la muestra en un rotavapor a
temperatura de 50°C y 90 revoluciones por minuto (rpm), como se puede

observar en la Figura 19.
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FIGURA 19 SECADO DE LA MUESTRA DE GLIFOSATO

Elaboracion: Huaraca Luis

La derivatizacién del glifosato se realiz6 con BSTFA en dos medios acidos
(acetato de etilo y acetonitrilo), donde los grupos trimetilsilii del BSTA
reaccionan con los grupos funcionales del glifosato (amino, carboxilo y
fosfonato) en medio acido, como se observa en la Figura 20.

Para dicha reaccion, se tomaron dos alicuotas del residuo del proceso de
secado y se agrego 1mL de acetato de etilo o acetonitrilo, respectivamente mas
1 mL de BSTFA. Dichas muestras se calentaron 200 °C por una hora en una

estufa.

FIGURA 20 REACCIONES QUIMICAS DEL GLIFOSATO Y EL BSTFA
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Una vez derivatizado el glifosato se resuspende en los medios acidos
correspondientes (acetato de etilo o acetonitrilo), segun corresponda.
Finalmente, se filtr6 en membranas de teflén PTFE con tamafio de poro de 20

um inyectandose al cromatografo de gases, como se observa en la Figura 21.

FIGURA 21 INYECCION DEL GLIFOSATO EN EL CROMATOGRAFO DE
GASES

Elaboracion: Huaraca Luis

La temperatura del equipo se programo siguiendo los criterios propuestos por
Arkan et al., 2017, para que la inyeccion de la muestra sea a 100 °C durante 1
minuto y alcanzar los 300 °C a una tasa de 20 °C/min, manteniéndose por 4
minutos y finalmente enfriandose a 100°C a una tasa de 100 °C/min. El total del
tiempo de elucién fue de 16 minutos y como gas de arrastre se utilizé helio a

una pureza de 99,9 %.

Para la identificacion de los compuestos se utilizd la técnica de espectometria
de masas, la cual se baso en la obtencidn de iones (fragmentacion) a partir de
moléculas en fase gaseosa, estos iones son separados en funcién de la
relacion masa/carga (m/z) pasando por un detector y finalmente siendo
comparados en una base de datos. Por lo tanto, un espectro de masas es un

grafico bidimensional que en el eje “y” representa la abundancia de los iones en
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funcidn de la relacion m/z y en el eje “x” el tiempo a la cual eluyen los distintos
tipos de iones (Arkan et al., 216; Arkan et al., 2017; Sun et al., 2017).

3.3.2 Analisis cromatrografico del glifosato en ambiente dulce y salino

Para lograr la identificacion de el/los causantes de toxicidad sobre los
bioindicadores D. magna y A. salina, se realiz6 un analisis cromatografico, de
soluciones de GLIFOPAC de agua dulce y marina. La concentracion utilizada
fue de 20 mL GLIFOPACI/L, para el caso de del medio dulce se utilizé agua

dura reconstituida y para el medio salino se utilizé agua de mar filtrada.

El proceso de extraccion, preparacion y tratamiento de las muestras fue similar
al analisis cromatografico del glifosato, exceptuando que se trabajé unicamente
con acetato de etilo. Cabe sefalar que el pH inicial de las soluciones fue de

alrededor de 4,2 para el medio salino y 5,7 para el medio dulce.

3.4 Analisis de los datos

3.4.1 Toxicidad Aguda

La determinacion de la CLsy se realizd con los datos de toxicidad aguda, es
decir a las 48 horas. Con los resultados obtenidos, se grafican curvas dosis-
respuesta y los datos son ingresados a los programas estadisticos EPA-
software Probit en su version 1.5 o Spearman Karber en su version 1.5
dependiendo de la distribucion normal o no normal de los datos (Castillo et al.,
2004). Este programa emplea la funcién probit y estiman el CLsy a un intervalo
de confianza del 95% (modificacion del método tradicional) (EPA, 1993)
ajustando los datos tomando en cuenta la mortalidad de los controles. Ademas,
la distribucion logio de la tolerancia al toxico (Castillo et al., 2004; Canuta
2009).

3.4.2 Toxicidad sub letal

Para el analisis estadistico de la toxicidad sub letal, se utilizd el programa
Toxstat en su version 3.4, el cual realiza analisis de varianza (ANOVA)

parameétricos y no paramétricos que permiten comparar grupos de datos. Para
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este estudio, los datos previamente fueron evaluados respecto a los dos
supuestos, la normalidad y homogeneidad mediante el test de Shapiro — Wilks
y el test de Levene, respectivamente. En el caso de datos no paramétricos, se
empled el test de Kruskall Wallis y para datos paramétricos Dunnett,
estableciéndose un nivel de significancia de 0,05. Los indicadores LOEC y
NOEC se obtuvieron de los limites de diferencias establecidas por el software
(EPA 1993). Segun Fernandez (2017), el programa compara el control (sin
contaminacion) con cada valor experimental (con contaminacion) y acepta la
significacion estadistica (diferencias significativas) cuando la probabilidad de
que el resultado asumiera la hipétesis nula, es decir los valores se aceptan

cuando p<0,05.
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CAPITULO 4

RESULTADOSY DISCUSION

4.1 Analisis cromatografico del herbicida comercial GLIFOPAC

4.1.1 Identificacion de sustancias coadyuvantes

El analisis cromatografico (GC-MS) se llevd a cabo con la finalidad de obtener
informacion cualitativa acerca de identidad de las sustancias emulsificantes y
surfactantes presentes en la formulacién comercial GLIFOPAC, por lo que se
trabajé en dos medios: acetato de etilo y acetonitrilo. La Figura 22 describe los
cromatogramas obtenidos mediante la derivatizacion con a) acetato de etilo y

b) acetonitrilo.

Como se observa en la Figura 22, se encontraron diferencias en las sefales o
picos en los minutos 4,32 - 4,35 -4,48 - 4,70 - 7,21 — 7,35 - 8,38 — 11,58 lo
que implica que se identificaron distintas sustancias en cada medio (acetato de
etilo y acetonitrilo). En la Tabla 13 se puede observar la identidad de las
sustancias identificadas del herbicida comercial GLIFOPAC en acetato de etilo;
mientras que en la Tabla 14, se observa las diferentes sefales identificadas en

acetonitrilo.

La molécula del glifosato se identificd en el minuto 8,27 en forma de glifosato
de un acido fosfénico. Cabe sefalar que en acetonotrilo no se identificd la
molécula de glifosato, por lo cual para futuros ensayos se utilizé acetato de

etilo.
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Las tablas 13 y 14 detallan las estructuras quimicas identificadas mediante la
derivatizacion de acetato de etilo y acetonitrilo, respectivamente. El analisis
cromatografico revel6 la presencia de alrededor de 50 sustancias como
coadyuvantes, entre las cuales destaca la presencia de cadenas alifaticas con
grupos ésteres, éteres, amino y boronatos. Ademas, en las sustancias
identificadas se ha detectado ciclos glucofuranosa, glucopiranosida y

galactopiranosa.

TABLA 13 COMPUESTOS IDENTIFICADOS EN ACETATO DE ETILO

N tiempo Nombre Estructura

N

1 3,99 1,2-Bistrimetilsiloxietano \ /O\\_/\\ ,,ﬁ'\

2- acido Etilhexanoico,

2 4125 trimetilsilil ester /\/j/ko/s\
|

a-D-Glucopiranoside, metil \S/
e
2-(acetilamino)-2-deoxi-3- O A\
3 427 o N o
O-(trimetilsilil)-, Ny Hf
cyclicmetilboronato @)
O o

3,6,9-Trioxa-2-
4 450 rioxa \S /o\ /\O /\/o\/
e

silaundecano, 2,2-dimetil

3,6,9-Trioxa-2,10-

disilaundecano, 2,2,10,10- \S/ VANV NN /
5 4,72 tetrametil- / \ /8\




bis-O-trimethylsilyl-

N tiempo Nombre Estructura
. d * ~
3. 3
6 478 Trimetilsilileter de glicerol / Dr\;ﬁ‘:’ A
fa““
; O.
7 4,96 Acido Octanoico /\S/ \/\/\/\/
\
(@]
\ /
/S/O\S\
8 570 Acido fosfonico oo
HN/‘
AN
1-
9 585 P PN
Trimetilsililoxiheptadecano /?
3,6,9,13,16-Pentaoxa-
2,17-disilaoctadecano, .
e O O Sa
11 6,36 Acido decanoico \ o NN
/S\ 3
(@]
3,6,9,12-Tetraoxa-2,13-
disilatetradecano, 5,
12 6,61 N0 O ST
’ 2,2,13,13-tetrametil- /,EI:: 0 07
Acido Nonadecanoico- o _
o SNNNANANNANNNANA NS
13 7,23 glicerina-(1)-monoester, [oN
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N tiempo Nombre Estructura
3,6,10,14,17-Pentaoxa- |
14 7,30 2,18-disilanonadecano, % y
O ON
2,2,18,18-tetrametil- NN TN T /S\
Acido Dodecanoico, o
15 7,34 NN
etiléster ||
(@]
.
o—sa-
Pentitol, 3-desoxy-tetrakis- !
16 7,45 H
O-(trimetilsilil)-
O\IS_
o 1
/
/N
. ~ 7
a-D-Galactopiranose, 6-O- S
(trimetilsilil)-, 1,2:3,4- O\
17 748 bis(methilboronato) O
?/y 0
~Bs o BN
E-7-
o \
18 7,53 Tetradecenol,trimethilsilil /\/\/\/\/\/\/\0/8\
éter
Acido Decanoico, \
19 7,60 TN NN
trimetilsililester A
(@]
O
\ o | \S/
' NN N \
Acido Octanedioico, /\ ||
20 7,87

bis(trimethilsilil) éster
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N tiempo Nombre Estructura
21 807 1-Trimetilsililoxy-2- o /
’ N
undecano SN /S\
/\S;_IOD;S/\
22 8,27 Glifosato NJ/’
H
O
9- Acido Octadecenoico,
2-[(trimetilsilil)oxy]-1- g o P
: e e
23 836 [[(trimetilsililyoxy]metiljetil OTJ [
éster —?—
Acido Azelaico \ o o/
24 8,43 S/ \/\/\/\/\/ \S
A\ (.
(0]
Monocaprilin o ,
o5 850 P /\/\/\/\Of\[os\
’ o
-5~
6 888 9-Acido Tetradecenoico, ﬁ \
, ~
trimetilsililéster NN N
9,12,15-Acido
Octadecatrienoico, 2-
[(trimetilsilil)oxy]-1- \,Soj%/v\/\/\//\/%/\//v
27 912 o ©

[[(trimetilsililloxy]metil]etil

éster,

—g—
|
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N tiempo Nombre Estructura
Acido Decanoico, 2-
/
[(trimetilsilil)oxy]-1- \’S\O/j/o .
28 9,32 T . o
[[(trimetilsilil)oxy]metil] . o
—a—
etiléster !
D-Glucofuranose, 6-O- |
(trimetilsilil)- 1,2:3,5- —s—
. . (@
29 9.57 bis(butilboronato) j
O
o j/
(@]
NN \2\'
O/B\/\/
3,6,9,12-Tetraoxa-2,13- \
30 9,61 disilatetradecano, /\:Si,\ﬁ\/\o/\\/o\/\o,ﬁi(
2,2,13,13-tetrametil
/“‘»MMMH
Etanol, 2-(9-
31 9,79
octadeceniloxi)-, (2)
O
32 969 Z-(13,14-Epoxy)tetradec- L I
’ 11-en-1-ol acetato W/ ~7 o
(@)
gL
o
[
Dasycarpidan-1-metanol,
N
33 986 acetato (éster) HN |

O\
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N tiempo Nombre Estructura
15-Isopropenil-3- —T—
(trimetilsililloxaciclopentad
34 10,05 ecan-2-one Cizi%o
(@]
/i
Acido Laurico , 2,3- “Fo™Os.
o
bis(trimetilsiloxi)propil N
35 10,41 éster H/(
11-cis-Acido
36 10,61 Octadecenoico , 1\
NN TN S
trimethilsilil éster \
i
OH O/\
37 10,78 Vitamina D
HO)\MOH
3,6,9,12-Tetraoxa-2,13-
. N,
disilatetradecane, \ o o "
o -
38 10,85 2,2,13,13-tetrametil i S

1-Decanamina, N,N-

39 10,86 dimetil
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N tiempo Nombre Estructura
Acido Hexadecanoico , 1-
(@]
40 10,95 (hidroximetil)-1,2-ethanedil  ANAAANAANAZA N OANANNNANS
éster Ho' ©
Glicina, N-[(3a,54,7a,12a)-
24-0x0-3,7,12- Oro
o ——y
tris[(trimetilsilil)oxy]cholan- s, \///‘o
41 11,40 24-yl]-, metil éster /j
\/
\,SOJ\A/bh
-s-
Acido Miristico , 2-
(trimetilsiloxi)-1- _
. L . . . ,SO/\ O\/\/\/\/\/\/\/
42 1111 [(trimetilsiloxi)metil]etil oj o
éster —s-
|
Acido Dehidroabiético, or >
43 11,62 trimetilsilil éster
7 o
o /s\
: . N
1-Monolinoleoilglicerol (\/ o I
| e
44 11.70 trimetilsilil éter h ”) hd -
’ v Oo\_~
™
\}/
1-Acido A< e
Aminociclopropanocarbox
45 11,74 -
olic, 2,6-di-t-butil-4- o

metoxifenil éster

ﬂ
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N tiempo Nombre Estructura
Steariltrimetilammonium N
46 11,82 v/
chloride AV Ve VY Vel
2-Monopalmitin trimetilsilil -
i ?O’\IDHW
47 12,08 eter o O
_g_
3,6,9,12-Tetraoxa-2,13-
*
48 12,20 disilatetradecano, ;i(OwO/\\/OwO/JI\
2,2,13,13-tetrametil
i
—g—
Monooleoilgliceroltrimetil o]
49 13,38 P
sililéter o —si—
|
Corinan-17-ol, 18,19-
. . I
didehidro-10-metoxi-, (;E);
S
50 14,45 acetate éster O@H X
/ (@]
/QO

" Elaborado por: Huaraca Luis

TABLA 14 SENALES IDENTIFICADOS EN ACETONITRILO

N tiempo Nombre Estructura
Butano, 1,2,3- A
1 4,32
tris(trimetilsiloxi) 5 HH i
g -..-..‘Hlﬂ '; -
2 4,35 Trimetilsilileter de glicerol [
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N tiempo Nombre Estructura
3,6,9-Trioxa-2- N - . -
3 4,48 "' :.-" o e e,
silaundecano, 2,2-dimetil "

3,6,9-Trioxa-2,10-

4 470 disilaundecano, 2,2,10,10- L e T T
-~ \'. .'r

tetrametil
5 7,21 Acido Dodecanoico e H__;-*l'!'w.

Acido Dodecanoico,

6 7’35 e 'w-_"-"“'“-\..--'""a-_.-'"“-..--""h..-"“'“-a..--"'
etiléster
Lo - O PN S
7 8,38 Acido Tetradecanoico “(\/V\
CH
Heptaetileneglicolmonodo
8 11 ,58 HOwO%OwOmOwOmOwOWx

deciléter

" Elaborado por: Huaraca Luis

En la Tabla 15 se resume los coadyuvantes cuya estructura es similar a las
detectadas y son identificados con patente. En la formulacién GLIFOPAC, se
ha identificado que la sal de glifosato es la isopropilamina de la N - fosfonometil
glicina, debido a presencia del grupo amino en la férmula (tiempo de elucién
8.27 min), comparandose las sustancias emulsificantes y surfactantes
identificadas con patentes de formulaciones comerciales de glifosato. Cabe
senalar, que no todos los elementos identificados en el analisis cromatografico
se encontraron en patentes, por lo cual se requiere realizar un estudio
especifico de la formulacion del herbicida GLIFOPAC, que no se incluye en el

presente trabajo.
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TABLA 15 COADYUVANTES CUYA ESTRUCTURA ES SIMILAR A LAS
DETECTADAS Y SON IDENTIFICADOS CON PATENTE

Tiempo Compuesto Compuesto ..
. . g Fuente Funcidn
(min) identificado comparado
2-Acid ]
cadce Acidoetil  US2012021467
41 Etilhexanoico hexanoico 1 A1 Agente secante
trimethilsilil ester
Glucopiranosida,
metil 2-
acetilamino)-2-
( llamino) D- Sistema
4,2 deoxy-3-0O- ) . CA2558648 Al
) o glucopiranoside surfactante
(trimetilsilil)-,
ciclicomethilboron
ato
Agente que
activa los efectos
47  Trimethilsiiéterde . . US2012021467 bioldgicos del
’ glicerol ter de glicero 1A1 ingrediente
activo
Acido Nonanoico -
glicerina-(1)- , W0200912702 Herbicida para
72 monoester, bis-O- Acido 0A1 prevenir el
’ trimetilsilil Nonanoico crecimiento de
malas hierbas
Acido Dodecanoico
A . W0200912702
7,3 etil éster Acido Laurico 0 AL Tensoactivo
Tetradecenol,
trimetrimetilsilil
7,5 éter EP0268574A1  Surfactante
Tetradecenol
Acido
Octadecenoico, 2- ) surfactante
83 [(trimetilsilil)oxy]m 9-Acido W0200905563
etilletil éster Octadecenoico 2 A2 Anidnico
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Tiempo Compuesto Compuesto .,
. . og: Fuente Funcion
(min) identificado comparado
Acido Azelaico Emulsificante
8,4 bis(trimethilsilil) Acido azelaico  US8461081 B2
éster Anidnico
9,12,15-Acido
Octad tri ico, ;
ctadecatrienoico Metilo US 8,211,832
9,1 2 B2 Surfactante
trimetilsilil)oxy]me linolenato
thillethil éster
Acido Decanoico,
2-
[(trimetilsilil)oxy] us
9,3 1 Y Acido cdprico  2004/0014603 Solvente no polar
Al
[[(trimethilsilil)oxy]
methil]ethil éster
Evita oxidacidn
de acidos grasos
10,7 Vitamina D VitaminaD  --—----- (preservante)
p Propiedades de
Acido < g
. o Acido secado de
11,6 Dehidroabietico, . L e .
. o Dehidroabietico soluciones
trimethilsilil éster
acuosas
Monolinoleglicol . . Sistema
11,70 . o Aceite de Linole EP1001680 Al
trimetilsilil éter surfactante

Elaborado por: Huaraca Luis

4.2 Estudios ecotoxicologicos del herbicida comercial GLIFOPAC sobre D. magna

y A. salina

4.2.1 Estudio de toxicidad aguda D. magna

Los datos del estudio de toxicidad aguda sobre D. magna se pueden observar

en el ANEXO 1. Con los datos se trazaron graficas en las que se representd el

porcentaje de mortalidad (eje y) con respecto a la concentracion de herbicida

(eje x) utilizada como se puede observar en la Figura 23.
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FIGURA 23 CURVA DOSIS-RESPUESTA D. magna EXPUESTA A
GLIFOSATO

100 -+
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40 -
30 ~
20 ~
10 -

%Mortalidad

Elaborado por: Huaraca Luis

Dosis (mg a.i.L?)

Al observar la Figura 23 se puede visualizar que el herbicida GLIFOPAC

provocé una mayor mortalidad de los individuos de D.magna al aumentar la

concentracion de tal manera que para concentraciones mayores a 122 mg a.i.L”
! la mortalidad fue del 100%.

El programa EPA — Probit, empled el valor del parametro Chi — cuadrado de

heterogeneidad de 6,662, siendo el tabulado de 16,919. Por lo tanto, los datos

de mortalidad fueron paramétricos. En la Tabla 16 se reporta los valores de

concentraciones letales (por sus siglas en inglés, LC) obtenidos para los

ensayos de toxicidad aguda de D. magna expuesta a glifosato.

TABLA 16 DATOS DE CONCENTRACIONES LETALES PARA D. magna

Concentracion

Intervalos de confianza al

Punto mg a.i.L” 95 %
Inferior Superior

LC 11,39 6,08 15,10
LC s 14,72 9,25 18,29
LC 1o 16,89 11,54 20,33
LC 5 18,52 13,37 21,87
LC 5 27,38 23,60 31,44
LC g5 40,51 34,70 54,23
LC g0 44 43 37,40 62,72
LC o5 50,96 41,61 78,12
LC g9 65,90 50,49 118,74

Elaborado por: Huaraca Luis
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El valor CLso para el herbicida comercial GLIFOPAC sobre D. magna fue de
27.38 mg a.i.L™" con intervalos de confianza al 95 % entre 23,60 y 31,44 mg

a.il™’.

En el ANEXO 1 se muestran los porcentajes de mortalidad (inmovilidad)
observados en D. magna para cada una de las concentraciones ensayadas del
herbicida comercial GLIFOPAC. Adicionalmente, se muestra el niumero de
individuos vivos por recipiente (vivos/unidad) con los cuales se calculd el
numero de individuos muertos y el porcentaje de mortalidad. Cabe sefialar que
el ensayo se realizd por duplicado. Los valores obtenidos por Alberdi et al.,
1996 para CLso a 48 h del glifosato Rondo (48%) en D. pulex fueron de 29,62
mg a.i.L”". Por otro lado Dominguez et al., 2009, reportan datos de la CLs, del
herbicida comercial Faena (36% pureza) y el ingrediente activo sal
isopropilamina de glifosato (IPA) sobre D. magna a 48 h, en concentraciones
de 7,9 mg faena/lL y 146 mg a.il™ respectivamente. Investigaciones
conducidas por Cubra et al., (2013) determinaron menor toxicidad aguda (LCso,
48 h) sobre clones de D. magna del herbicida Roundup de 3.7 a 10,6 mg.L'1,
que la sal isopropilamina (IPA) de glifosato con valores entre 1,4 a 7,2 mg a.i.L’
' Servizi et al., (1987) reporta efectos agudos (LCso, 96 h) de Roundup y su
surfactante MONO0818, obteniendo valores de 12,24 mg a.i.L' y 3,8 mg

surfactante/L, demostrando que existe mayor toxicidad del surfactante.

Al analizar comparativamente los resultados (CLsy) obtenidos con los datos
bibliograficos se puede evidenciar menor toxicidad aguda del compuesto
ensayado GLIFOPAC (27,38 mg a.i.L™") en relacién a la marca Roundup (3,7 —
12,24 mg a.i.L”") evidenciando la influencia de las sustancias coadyuvantes en
las formulaciones comerciales. La toxicidad del herbicida GLIFOPAC es similar

a la marca comercial Rondo (29,62 mg a.i.L™).

4.2.2 Estudio de toxicidad sub letal del herbicida comercial GLIFOPAC sobre D.
magna

En los ANEXOS 2 (Supervivencia) y ANEXOS 3 (Datos de reproduccion) se
observan en detalle los datos obtenidos en el ensayo durante los 21 dias.

Ademas, en el ANEXO 4 se observa los promedios obtenidos para cada una de
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las concentraciones ensayadas, para lo cual se ha realizado un tratamiento

matematico de la longevidad, supervivencia y parametros reproductivos.

4.2.2.1 Longevidad

Los datos correspondientes a la longevidad reflejan la supervivencia de al
menos 3 individuos en la concentracion ensayada; es decir, a las
concentraciones de 28,8 y 14,40 mg a.il'alos 8 y 15 dias, respectivamente
sobrevivieron 3 (26,6%) individuos (ANEXO 2). La Figura 24 detalla el

comportamiento de este parametro evaluado.

FIGURA 24 SUPERVIVENCIA DE D. magna A 21 DIAS

100
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28.8 14.4 7.2 3.6 1.8 0.9 Control

Cocentracion (mg a.i.L)

Elaborado por: Huaraca Luis

4.2.2.2 Camada por hembra

Los datos de camada por hembra reflejan el numero de partos (camadas) que
tuvo cada Daphnia a los 21 dias. Estos datos se obtuvieron realizando una
inspeccion visual del utero de los organismos cada vez que existian neonatos
en los recipientes. La Figura 25 describe el niumero de camadas por hembra en

las concentraciones ensayadas.
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FIGURA 25 NUMERO DE CAMADAS POR D. magna
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Al analizar los parametros reproductivos se observa una disminucion en el
nimero de camadas por hembra desde 4,1 (Control) hasta 1,8 (7.2 mg a.i.L™)
como se detalla en ANEXO 4. El analisis de varianza (ANOVA) utilizando el test
de normalidad de Shapiro — Wilks y el test de homogeneidad de Levene,
determiné la existencia de diferencias significativas (p<0,01) entre el control y

las concentraciones ensayadas como se puede observar en la Tabla 17.

TABLA 17 TABLA ANOVA (CAMADAS POR HEMBRA)

Variacion (_Brados de Suma de Medial .
libertad cuadrados cuadratica
Entre grupos 4 0,640 0,160 0.333
Intra grupos 20 9.600 0,480
F critico = 2,87

Elaborado por: Huaraca Luis

El posterior test de Dunnetts mostré diferencias significativas (p<0,05) entre el
control y las concentraciones 0,8, 3,6 y 7,2 mg a.i.L”, como se puede observar
en la Tabla 18. En consecuencia, el LOEC para la disminucion en el numero de
camadas por hembra correspondié a 0,8 mg a.i.L™'. Cabe sefialar, que el NOEC
correspondié a una concentracion menor a 1,8 mg a.iLl’ que no se ha

considerado en el presente estudio.
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TABLA 18 TEST DE DUNNETS (NUMERO DE CAMADAS POR HEMBRA)

Concentracion Valor Valor

(mg a.i.L'1) trasformado  calculado T-stat Significancia

Control 4,2 4,2
0,,8 2,8 2,8 2,767 *
1,8 3,2 3,2 1,976
3,6 2,4 2,4 3,558 %
7,2 1,4 1,4 5,634 X

Dunnett tabulado = 2,30 (p = 0,05/df = 20-4)

Elaborado por: Huaraca Luis

4.2.2.3 Tamaiio de camada

Los datos de tamafio de camada reflejan la media de los nUmeros de neonatos
por cada camada en cada una de las concentraciones ensayadas. Dichos
datos se obtuvieron por el cociente del numero totales de neonatos por
recipiente y el numero de camadas en ese dia. En la Figura 26 se puede

observar lo anteriormente descrito.

FIGURA 26 TAMANO DE CAMADA POR D. magna
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Elaborado por: Huaraca Luis
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Al analizar el tamafio de camada, se observa que el glifosato tiene incidencia
en el numero de neonatos por camada, desde 21,6 (Control) hasta 10,6 (7,2
mg a.i.L™") neonatos/camada como se observa en el ANEXO 4. El andlisis de
varianza (ANOVA) utilizando el test de normalidad de Shapiro — Wilks y el test
de homogeneidad de Levene, determind la existencia de diferencias
significativas (p<0,01) entre el control y las concentraciones ensayadas como

se puede observar en la Tabla 19.

TABLA 19 TABLA ANOVA (TAMANO DE CAMADA)

Variacion Grados de Suma de Media, .
libertad cuadrados cuadratica
Entre grupos 4 19,20 4,80 0,380
Intra grupos 20 252,80 12,64
F critico = 2,87

Elaborado por: Huaraca Luis

El posterior test de Dunnetts, mostré diferencias significativas (p<0,05) entre el
control y las concentraciones 3,6 y 7,2 mg a.i.L”", como se puede observar en
la Tabla 20. En consecuencia, el LOEC para la disminucién en el tamafo de
camada por hembra fue de 3,6 mg a.i.L”' y el NOEC corresponderia a una

concentracion de 1,8 mg a.il™.

TABLA 20 TEST DE DUNNETTS (TAMANO DE CAMADA)

Concentracion Valor Valor

(mg a.i.L™) trasformado  calculado T-stat  Significancia

Control 24,40 24,40
0,8 20,00 20,00 1,724
1,8 19,00 19,00 2,116
3,6 16,40 16,40 3,135 X
7,2 8,40 8,40 6,270 X

Dunnett tabulado=2,30 (p=0,05/df=20-4)

Elaborado por: Huaraca Luis
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4.2.2.4 Neonatos totales por hembra

Los neonatos totales por hembra representan el valor medio de la sumatoria de
los neonatos por hembra a los 21 dias, lo cual es el resultado del cociente entre
los neonatos totales en cada recipiente y el numero de camadas por hembra,

tal como se observa en la Figura 27.

FIGURA 27 NEONATOS TOTALES POR HEMBRA
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Elaborado por: Huaraca Luis

El calculo de neonatos totales por hembra se realizé con los datos a los 21
dias, y se como se observa en la ANEXO 4 a mayor concentraciéon de
GLIFOPAC, la produccion de neonatos disminuye desde 55,3 neonatos
(control) a 36,8 (7,2 mg a.i.L'1). El analisis de varianza (ANOVA) utilizando el
test de normalidad de Shapiro — Wilks y el test de homogeneidad de Levene,
determind la no existencia de diferencias significativas (p<0,05), entre el control
y las concentraciones ensayadas. Por lo tanto, no se puede establecer los

valores del NOEC y LOEC como se puede observar en la Tabla 21.
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TABLA 21 TEST DE DUNNETTS (NEONATOS TOTALES POR D. magna)

Concentracion Valor Valor v e ]
(mg a.i.Ll}) trasformado  calculado T-stat Significancia
Control 55,40 55,40

0,8 63,20 63,20 -0,60

1,8 44,40 44,40 0,88

3,6 48,80 48,80 0,53

7,2 29,60 29,60 2,08

Dunnett tabulado = 2,30 (p = 0,05/df = 20-4)
Elaborado por: Huaraca Luis

4.2.2.5 Primera camada

La primera camada representa el valor medio del tiempo al cual se produjo la
primera camada en cada concentracion ensayada, tal como se observa en la
Figura 28.

FIGURA 28 PRIMERA CAMADA
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Elaborado por: Huaraca Luis

Los datos determinaron que a mayor concentracion de GLIFOPAC el tiempo
para la primera camada aumenta desde 8,5 dias (7,2 mg a.i.L”") a 8 (control). El
analisis de varianza (ANOVA) utilizando el test de normalidad de Shapiro —
Wilks y el test de homogeneidad de Levene, determiné la no existencia de
diferencias significativas (p<0.05), entre el control y las concentraciones
ensayadas. Por lo tanto, no se puede establecer los valores del NOEC y LOEC

como se puede observar en la Tabla 22.
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TABLA 22 TEST DE DUNNETTS (PRIMERA CAMADA)

Concentracion Valor Valor v e ]
(mg a.i.Ll}) trasformado  calculado T-stat Significancia
Control 8,0 8,0

0,8 7.6 7.6 0,47

1,8 8,0 8,0 0,00

3,6 8,0 8,0 0,00

7,2 8,3 8,3 -0,47

Dunnett tabulado = 2,30 (p = 0,05/df = 20-4)
Elaborado por: Huaraca Luis

Valores reportados por Cubra et al., (2013) reportan valores de toxicidad sub-
letal del herbicida Roundup sobre D. magna y concluyen que los valores del
NOEC=0,45 y LOEC=1,35 mg a.i.L™! para reduccién de fecundidad.

AL analizar comparativamente los datos obtenidos: NOEC < 0,8 y LOEC =3,6
mg a.i.L”' se evidencia que el herbicida comercial GLIFOPAC es ligeramente
menos toxico para el parametro reproductivo sobre D. magna en comparacion

con el herbicida Roundup.

4.2.3 Estudio de toxicidad aguda sobre A. salina

El ANEXO 5 muestra los porcentajes de mortalidad (inmovilidad) observados
en A. salina para cada una de las concentraciones ensayadas del herbicida
comercial GLIFOPAC. Adicionalmente se muestra el numero de individuos
vivos por recipientes (vivos/recipiente) con los cuales se calcula el numero de
individuos muertos y el porcentaje de mortalidad. Cabe sefalar que el ensayo

se realizé dos veces para calcular el valor medio y la desviacion estandar.

Con los datos que se observan en el ANEXO 5 se trazaron graficas en las que
se representd el porcentaje de mortalidad (eje y) con respecto a la
concentracion (eje x) de herbicida utilizada como se puede observar en la
Figura 29.
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FIGURA 29 CRUVA DOSIS - RESPUESTA PARA ENSAYOS DE TOXICIDAD
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Elaborado por: Huaraca Luis

Al observar la Figura 29 se puede determinar que el herbicida GLIFOPAC

provoco una mayor mortalidad de los individuos al aumentar la concentracion.

Para realizar el tratamiento estadistico, se utilizé el programa EPA — Probit y el

valor del parametro Chi — cuadrado de heterogeneidad calculado fue de 10,47 y

el tabulado de 18,30 lo cual indica que los datos de mortalidad son

paramétricos y la utilizacién del programa EPA — PROBIT es justificada, de tal

manera que los datos de concentraciones letales se observa en la Tabla 23.

TABLA 23 DATOS DE CONCENTRACIONES LETALES PARA A.salina

Concentracion Intervalos de confianza al 95 %

Punto .
mg a.i.L Inferior Superior

LC, 19,6 11,0 27,2
LC; 28,5 18,4 36,7
LC 10 34,8 24,2 43,1
LC 45 39,8 29,1 48,1
LC 5 70,4 61,1 79,2
LC g5 124,6 108,2 154,5
LC oo 142,7 121,3 184,7
LC o5 174,3 143,1 241,9
LC o9 253,6 193,6 404,1

Elaborado por: Huaraca Luis
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La CLsg para el herbicida comercial GLIFOPAC sobre A.salina fue de 70,44 mg
a.i.L”" con intervalos de confianza al 95% entre 61,1 y 79,2 mg a.i.L”. Cabe
sefalar que los ensayos de toxicidad sub-letal sobre A. salina no se realizaron
debido a que la reproducciéon de la especie es sexual, condicidon que
imposibilita obtener datos de inhibiciones reproductivas. Ademas, el dimorfismo
sexual de Artemia hace imposible obtener datos alométricos, debido a que los
machos morfologicamente son diferentes a las hembras, y en el estadio de

metanauplios es imposible reconocer esta condicién.

En la Tabla 24 se puede observar un resumen de los resultados de los ensayos
de toxicidad (aguda y sub-letal) del herbicida sobre los bioindicadores

ensayados.

TABLA 24 TOXICIDAD (AGUDA Y SUB-LETAL) DEL HERBICIDA SOBRE
LOS BIOINDICADORES ENSAYADOS

CLs,-48 h LOEC (mg a.i.L™) NOEC (mg a.i.L™)
Organismo R Camada/ Tamaio de Camada/ Tamaio de
(mga.il”)  Hembra camada  Hembra camada
D.magna 27,38 -—- - - -
A.salina 70,40 0,8 3,6 <0,8 1,8

Elaborado por: Huaraca Luis

Al comparar la toxicidad aguda de los bioindicadores ensayados se observa
que la sensibilidad de D. magna es 2,5 veces mayor que A. salina. Por otro
lado, los ensayos sub-letales sobre D. magna evidenciaron afectaciones
reproductivas a concentraciones menores 0,8 a 3,6 mg a.i.L™". Asi se registré
reducciones de fertilidad hasta en un 57 % para el numero de
camadas/daphnideo y la produccion de neonatos por camada se vio afectada
en un 33%, para el numero de neonatos totales y el tiempo de la primera

camada el estudio no es concluyente.

Los resultados obtenidos se compararon con las posibles concentraciones que
se encontrarian en sistemas acuaticos, para lo cual se tomo6 en cuenta la dosis
recomendada para cultivos que van de 0,25 a 4 kg a.i.ha™ (dependiendo del

cultivo), y tomando en cuenta que aproximadamente el 3% puede llegar a
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cuerpos acuaticos, es posible encontrar concentraciones del orden 0,7 a 0,8

mg a.i.L™".

Si bien en cierto las posibles concentraciones no alcanzan los valores del CLsg
establecidos para los bioindicadores, se podrian manifestar efectos sub- letales
(reproduccion) sobre poblaciones de D. magna, lo que afectaria la distribucion

trofica en sistemas acuaticos de agua dulce.

4.3 Correlacion de metabolitos identificados y ensayo de toxicidad aguda sobre D.

magna y A.salina

4.3.1 Analisis cromatografico del glifosato en medios dulce y salino

En la Figura 30 se observa una comparacion grafica del glifosato (linea negra)
y el medio salino (linea azul). La sefal del minuto 8,27 que corresponde al
glifosato, desaparece en el medio salino, lo que implica que se ha metabolizado

y podria tener presencia del AMPA y otros metabolitos.

En la Figura 31, al analizar graficamente los cromatogramas del medio dulce
(linea azul) y ambiente salino (linea negra) se observa que ciertas sefales son
mas intensas, lo que implica mayor abundancia de una sustancia en este
medio, en especifico en los minutos 4,76 — 4,96 — 6,35 — 11,6, donde se ha
favorecido la presencia de éter de glicerol, acido octanoico (metil linolenato),

acido decanoico, acido miristico.

Como se evidencié que el glifosato se metaboliza en los medios (dulce y
salino), se procedié a buscar la senal correspondiente a la forma acida del
glifosato (AMPA), encontrandose en el medio salino al tiempo de 4,9 minutos,
como se observa en la Figura 32. Pero en el medio dulce, no se registré la
presencia del AMPA (Figura 33) a pesar de registrar un pico al mismo tiempo
de elucion, correspondiente a otra senal. Cabe sefalar, que la presencia de

sarcosina y glicina no se registrdé en ninguno de los medios.
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FIGURA 32 GLIFOSATO EN MEDIO SALINO
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Como se observa en las figuras 32 y 33 a pesar de que en el minuto 4,90 se
tiene un “peak” en los dos medios, la naturaleza de los compuestos
identificados no es la misma (comparacién en la forma de la sefial). En el
medio salino, se identificé un compuesto fosforado de naturaleza acida AMPA
(metabolito) relacionando bibliograficamente a los tiempos de elucion
propuestos por Arkan et al.,, (2016). Mientras, que en el medio dulce la

identidad de la sustancia corresponde a un éter de glicerol (coadyuvante).

Por lo tanto, de forma preliminar se evidencia que la presencia del AMPA en
agua salada, es un factor determinante en la toxicidad del herbicida sobre
Artemia salina, por otro lado en medio dulce al no tener la presencia del AMPA
la presencia de los coadyuvantes cobra importancia en la toxicidad sobre D.

magna.
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La correlacion de toxicidad especifica de los coadyuvantes se realizd
considerando los criterios de afinidad de dichos compuestos a los
compartimentos ambientales. En la Tabla 25 se detalla la clasificaciéon de
afinidad ambiental de compuestos en funcién de propiedades fisico — quimicas,

relacionadas con los compartimentos ambientales.

TABLA 25 AFINIDAD DE LAS SUSTANCIAS EN FUNCION DE LAS
PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS

Aire

Agua Suelo
Afinidad N y H
Solubilidad (g.L™) (Pam*/mol) log koc

Alta >1 >10 >5
Media alta 1-107? 10 - 10" 5—4
Media 10%-10" 10" - 107 4-2
Media baja 10°-10"° 102-10" 2 -1
Baja <10° <10™ <1

H (constante de Henry): Presion de vapor/solubilidad en agua

Fuente: CEPIS (2017)

Por otro lado Camean (1995) relaciona la afinidad del Factor de

Bioconcentracion (FBC) en el medio acuatico. Como se observa en la Tabla 26.

TABLA 26 RELACION DE BCF Y AFINIDAD

FBC Afinidad
<1 No bioconcentrable
<10 Baja
10-100 Medio
>100 Alto

Fuente: Camean (1995)

La Tabla 27 muestra los valores de solubilidad, Koc, Kow, H y BFC para las

sustancias identificadas como caudyudantes en el herbicida GLIFOPAC.
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Con los criterios de afinidad propuestos, se relaciond la afinidad en funcién de
las propiedades fisico — quimicas de las sustancias coadyuvantes identificados
en las patentes de herbicidas comerciales a base de glifosato (Tabla 27). Dicha

relacion cualitativa se puede observar en la Tabla 28.

TABLA 28 RELACION CUALITATIVA DE LOS COADYUDANTES Y LA
AFINIDAD EN EL AMBIENTE

N Compuesto Solubilidad H log Kow log Koc BCF

1 Acido etil hexanoico Alta Media baja  Media baja Media baja Baja

2 D-glucopiranosida Alta Baja Media baja  Media baja Baja

3  Eter de glicerol Media baja Alta Media alta  Media alta Alta

4  Acido Nonanoico Media alta Media alta Media alta  Media baja Baja

5 Acido Laurico Media alta Media alta Alta Media Baja

6 Tetradecenol Media baja Alta Alta Media Alta

7 9Acdo Media baja  Media alta Alta Mediaalta  Media

Octadecenoico

8 acido azelaico Media alta Baja Media baja Media Baja

9  Metil Linolenate Media baja Media alta Alta Media alta Alta

10 Acido caprico Media alta Media alta Media alta  Media baja Baja

11 Vitamina D Media baja Baja Media alta  Media alta Alta

12 g‘;‘gizroabietico Mediabaja  Media Alta Mediaalta  Media
13 Linoleoil Media baja Baja Alta Media Alta

Elaborado por: Huaraca Luis

Una vez identificadas las sustancias con alta disponibilidad en medios
acuaticos (acidos nonanoico, laurico, caprico y tetradecenol) se recopilaron
datos bibliograficos de toxicidad (CLsp -48 h) sobre D. magna para evaluarlos
en funcién de la toxicidad observada. Dicha informacion se observa en la Tabla
29.

TABLA 29 DATOS DE TOXICIDAD (CLs - 48H) PARA COADYUVANTES
BIODISPONIBLES EN AMBIENTES ACUATICOS

Sustancia Toxicidad (CL5o — 48h) Fuente
Acido Nonanoico 96 mg.L™ FS OXEA
Acido Laurico No toxico FS APLICHEM
Tetradecenol 0,1—1mg.L" FS SASOL
Acido caprico (1 — decanol) 3mg.L” FS ROTH

FS: Ficha de seguridad

Elaborado por: Huaraca Luis
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Mediante la identificacion cualitativa de la composicion quimica del
herbicida GLIOFOPAC, se determiné la presencia de al menos 50
sustancias como coadyuvantes, dentro de las cuales los acidos
nonanoico, laurico, caprico y tetradecenol son importantes debido a

su bio disponibilidad en ambientes acuaticos.

Los ensayos de toxicidad aguda sobre D. magna y A. salina
determinaron que el herbicida GLIFOPAC tiene incidencia directa en
la toxicidad sobre los bioindicadores ensayados, siendo D. magna
mas sensible en aproximadamente 2,5 veces (CL 50— 48h =27.38 mg
a.i.L”") que A. salina (CL 5o — 48h = 70.40 mg a.i.L™"). Mientras que,
los ensayos sub-letales determinaron afectaciones reproductivas
tales como camada por hembra y tamano de camada, sobre D.

magna a concentraciones superiores a 0,8 mg a.il™.

El estudio comparativo del ambiente salino respecto al agua dulce
determind que en el medio salino la presencia del AMPA es un factor
determinante en la toxicidad sobre Artemia; mientras que en el
ambiente de agua dulce, la presencia del tetradecenol como

coadyuvante aumenta la toxicidad sobre D. magna.

Finalmente se concluye que la presencia del herbicida comercial
GLIFOPAC en ambientes acuaticos es un factor con potencial toxico
a corto y mediano plazo para organismos como Daphnia magna y

Artemia salina.
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5.2 Recomendaciones

- Ensayos en bioindicadores terrestres deberian realizarse para
determinar el efecto directo de Glifosato y AMPA en sedimentos de

medios acuaticos en el Ecuador.

- Ensayos cromatograficos especificos debe realizarse para determinar
sustancias de naturaleza nitrogenada, debido a que en los

coadyuvantes identificados existen estructuras similares al POEA.

- Para determinar el parametro de crecimiento en ensayo de toxicidad
sub-letal sobre D. magna, se deberia realizar a 7 dias (primera
camada), debido a que la mortalidad a los 21 dias no se obtiene

suficientes datos para realizar el analisis de varianza.

- Los ensayos de toxicidad sub-letal se deberian realizar sobre un
bioindicador salino, en el que Ila reproduccion sea por
partinogénesis, para tales efecto se recomienda realizar ensayos de

toxicidad crénica sobre el bioindicador Tisbe longuicornis.
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ANEXO 1
DATOS RECOPILADOS DE TOXICIDAD AGUDA SOBRE D.

magna
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ANEXO 2
DATOS RECOPILADOS DE TOXICIDAD SUBLETAL SOBRE D.
magna (SUPERVIVENCIA)
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ANEXO 3
DATOS RECOPILADOS DE TOXICIDAD SUBLETAL SOBRE
D.magna (REPRODUCCION)
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ANEXO 4
PROMEDIOS DE LOS DATOS DE TOXICIDAD SUB LETAL
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. . . . Camadas Tamafio de Neonatos por Primera
Concentr?cwn Longevidad  Supervivencia por hembra camada hembra camada (dias)
(mg a.i.L™) (dias) (%)

Valor Desv Valor Desv Valor Desv Valor Desv
28,8 8 - - - - - - - - -
14,4 15 - - - - - - - - -
7,2 21 40,0 1.8 05 106 19 36,8 10,25 85 0,7
3,6 21 53,3 2,25 0,9 169 4,15 488 26,11 8 1
1,8 21 60,0 3 0,7 19 53 4432 7,48 8 1
0,8 21 73,3 32 08 20 4,6 63,05 2143 75 0,71
Control 21 80,0 42 04 216 53 55,3 18,8 8 1
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ANEXO 5
DATOS RECOPILADOS DE TOXICIDAD AGUDA SOBRE Artemia

salina
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Resultados 48 horas (D. magna)

Concentracion | Ensayo 1 Ensayo 2
(mg a.il”) Vivos/ Mortalidad |Vivos/ Mortalidad | Media | Desv
recipiente Muertes 1 Posilo Muertes 2

243,8 0 0 0 30 100,0 0 0 0 30 100,0 100,0 {0,0

121,9 0 0 0 30 100,0 1 0 0 29 96,7 98,3 |24

106,6 3 4 1 22 73,3 4 2 1 23 76,7 750 |24

91,4 5 2 0 23 76,7 6 3 4 17 56,7 66,7 |14
75,9 4 7 3 16 53,3 5 6 5 14 46,7 50,0 4,7

60,9 6 3 3 18 60,0 4 6 4 16 53,3 56,7 |4,7

45,7 5 8 6 11 36,7 6 8 6 10 33,3 350 |24

30,5 8 7 6 9 30,0 7 9 9 5 16,7 23,3 |94

22,8 7 109 4 13,3 9 8 10 3 10,0 11,7 2,4

15,2 9 9 10 2 6,7 9 9 10 2 6,7 6,7 0,0

7,6 10 10 10 O 0,0 10 10 8 2 6,7 3,3 4.7

3,8 10 10 9 1 3,3 10 9 10 1 3,3 3,3 0,0

Control 10 10 10 0 0,0 10 10 10 0 0,0 00 100




