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GLOSARIO

ERITROPOYESIS: Proceso mediante el cual se forman las células sanguineas.

ERITROCITOS: Células sanguineas, con nucleo, encargadas de transportar oxigeno a los
tejidos del organismo, estas células fueron las utilizadas en el estudio para observar los
micronucleos.

MICRONUCLEQS: fragmento acéntromérico o0 un cromosoma rezagado que no son
halados por el huso acromatico en la etapa de anafase en la mitosis, estos son envueltos por
una membrana en la etapa de telofase y después de que se da la citocinesis es cuando se va
a observar que una de las dos células hijas tiene el microndcleo.

ROUNDUP (Glifosato): Plaguicida organofosforado, compuesto por un ingrediente activo
(N-fosfometilglicina) y compuestos inertes (Poea, cosmoflux).

TILAPIA NILOTICA (Oreochromis niloticus): Pez originario de Africa central y del
Norte.



INDUCCION DE MICRONUCLEOS In vivo EN ERITROCITOS DE
BRANQUIAS DE Oreochromis niloticus POR EFECTO DE
ROUNDUP

Palabras claves: Tilapia nilética (Oreochromis niloticus), Microndcleos, Roundup
(Glifosato), eritrocitos, genotoxicidad.

RESUMEN

El uso masivo de plaguicidas y herbicidas en el mundo se ha convertido en un grave
problema de la sociedad actual por la polémica desencadenada referente a su toxicidad. Los
plaguicidas organofosforados como el Roundup (Glifosato) ademas de tener un compuesto
activo tienen compuestos inertes, cuya funcion es aumentar su eficacia; la exposicién a
estos ultimos suele ser mas toxica que la de los compuestos activos, como en el caso de los
surfactantes como el POEA, entre otros.

Colombia basa principalmente su economia en la agricultura, sector en el que se utilizan
cantidades exuberantes de diferentes plaguicidas como el Roundup para eliminar malezas
de cultivos basicos, madurar cafia de azUcar, yuca y platano. También es implementado en
el Plan Colombia para eliminar cultivos considerados ilicitos como coca, marihuana y
amapola. Se han reportado efectos adversos en la salud humana tanto por aspersiones
aéreas como por la manipulacion inadecuada en la agricultura (Personerias Municipios
Valle del Guamuéz, 2001), ocasionando también un desequilibrio ambiental en los
diferentes ecosistemas, desencadenando problemas a largo plazo como procesos de
mutagénesis, carcinogénesis, teratogénesis asi como la extincion de diferentes especies y
problemas reproductivos, poniendo en riesgo las futuras generaciones.

En este proyecto se utilizd el biomarcador de microndcleos in vivo en eritrocitos de
branquias de Oreochromis niloticus, una prueba muy ventajosa principalmente por su
sensibilidad, ya que a bajas concentraciones de exposicion hay formacion de micronucleos
(Hooftman y Raat, 1981). También se evalud los parametros fisico-quimicos universales
para determinar el efecto en el ecosistema acuatico.

El objetivo general de la investigacion fué evaluar el efecto Genotoxico in vivo del Roundup
en eritrocitos de branquias de Tilapia nilética (Oreochromis niloticus) mediante el
biomarcador de micronucleos.

En el estudio se utilizaron peces de la sp. Oreochromis niloticus, en los cuales se determiné
la concentracion letal cincuenta (0.015 ml/Lde Roundup), la cual se tuvo como punto de
referencia para seleccionar las concentraciones alta, media y baja del grupo experimental.



Dichas concentraciones fueron aplicadas en 3 acuarios con una capacidad de 12 litros y en
cada uno se distribuyeron 8 peces. Ademas se tuvo un acuario con un grupo control
negativo el cual fué agua natural, solvente que se utilizé en todos los tratamientos; el disefio
experimental empleado fué hecho por bloques aleatorizados, el cual tuvo tres repeticiones.
El tiempo de muestreo fue de ocho dias, en el cual cada dos dias se sacrificaron 2 peces, a
los cuales se les extrajeron las branquias y se leyeron cuatro mil eritrocitos por tratamiento
(dos mil por pez). Los datos arrojados fueron ingresados al paquete estadistico SPSS,
donde el andlisis se hizo principalmente mediante la prueba no parametricas de kruskal-Wallis.
El nimero promedio de micronucleos (Mn) (n°XMn/2000 eritrocitos) fue estadisticamente
significativo en los tratamientos con Roundup (7.625, 6,583, 4.292 Mn) respecto al
control (2.0417 Mn), mostrando una respuesta dosis-efecto, al igual que Grisolia (2002),
quien reportd que Roundup en Tilapia rendalli indujo un incremento significativo de
microntcleos en las tres dosis (42 mg/Kg, 85 mg/Kg, 170 mg/Kg), observandose que
Roundup incrementd la induccion Mn tanto a dosis altas como bajas.

los parametros fisico-quimicos de los tratamientos en concentraciones altas, medias y bajas
mostraron un cambio significativo durante el transcurso del experimento, comparado con la
caracterizacion fisico-quimica del tratamiento del agua natural en pardmetros tales como:
turbiedad, concentracion de gas carbonico disuelto, pH, conductividad, concentracion de
solidos disueltos totales, amonio, fosfatos y fosforo.

La demanda biolégica de oxigeno (DBOs), demanda quimica de oxigeno (DQO),
concentracion de oxigeno disuelto y su porcentaje de saturacion, no presentaron una
incidencia directa negativa, excepto en la concentraciébn mas baja, donde se noto un
incremento de los procesos de degradacion de la materia organica; razon por la cual, las
demandas de oxigeno disuelto son mayores y la concentracion de iones indicadores
quimicos de procesos de degradacion de materia organica aumentan progresivamente, lo
cual a la vez, se puede corroborar con el incremento en la concentracion del gas carbénico
disuelto y su incidencia directa en la baja del pH (aumento de la acidez total) y del estado
trofico del sistema hidrico, en cuanto a los valores registrados para la conductividad y en la
concentracion de los solidos disueltos totales (TDS).

Con este estudio se contribuye a fortalecer la validacion de la prueba de micronucleos en
peces en la comunidad cientifica del mundo y asi incentivar a los investigadores del pais a
adelantar méas estudios relacionados con los efectos de los plaguicidas en especial el
Roundup en diferentes ecosistemas y organismos que en él interactian y de esta forma
determinar efectos tanto a corto como a largo plazo (mutagénicos, carcinogénicos,
teratogénicos). Ademas motivar a las entidades que controlan y vigilan la salud y el
ambiente para crear estrategias de prevencion, control y reduccién del uso de los
plaguicidas en especial del Roundup.



INTRODUCCION

El uso extensivo de plaguicidas por parte de las industrias, entidades gubernamentales
como el ministerio de salud y defensa, para la erradicacion de vectores trasmisores de
enfermedades como el paludismo y de cultivos ilicitos, en la agricultura para el control de
malezas en cultivos basicos, a nivel doméstico; ha generado un desequilibrio ambiental que
afecta a los ecosistemas y en los organismo efectos a corto (tdxicos) y largo plazo como los
efectos mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos.

Los efectos a corto plazo causados por los plaguicidas son bien conocidos, pero los efectos
a largo plazo aun no han sido bien estudiados. Se han reportado efectos toxicos de los
plaguicidas en diferentes sistemas bioldgicos en sistema nervioso, respiratorio y motriz
(MacConnel, 1990; Henao et al, 1991; La Dou, 1993). Se conocen pocos estudios sobre los
efectos de los plaguicidas organofosforados como el Roundup principalmente en
organismos de sistemas acuaticos como los peces. Los pocos estudios existentes se han
realizado in vivo e in situ en sistemas icticos, para evaluar efectos genotdxicos,
teratogénicos de aguas contaminadas (Hooftam and Raat, 1981; Al-Sabti and Metcalfe,
1995; Grisolia y Cordeiro, 2000), también estudios sobre el efecto en el desarrollo de las
fases tempranas del crecimiento en peces (Weis and Wies, 1989); (Wisk and Cooper,
1990).Usar peces como organismos modelos para evaluar los efectos genotoxicos de aguas
contaminadas resulta ventajoso por la facilidad con que se adaptan y mantienen en
condiciones de laboratorio y por la respuesta a quimicos como los plaguicidas.

El Roundup es un plaguicida organofosforado, no selectivo, de amplio espectro, tiene un
compuesto activo de gran actividad bioldgica que es la N-(fosfonometil) glicina y
compuestos inertes que lo hacen mas toxico, puede llegar a los rios, quebradas y lagos por
efecto de escorrentia, por los agricultores que utilizan las fuentes hidricas para lavar los
utensilios que se emplean en las aspersiones de los plaguicidas y de esta manera
contaminan los sistemas hidricos que son fuente de consumo para el hombre.

Dada la polémica sobre la toxicidad de Roundup en paises como Colombia, donde su
principal actividad economica es la agricultura y ademas que se ha implementado su
utilizacion para la eliminacién de cultivos ilicitos, se considera importante y necesario
evaluar el efecto genotoxico del Roundup en organismos acuéticos, debido a que hay gran
similitud en el sistema enzimatico del metabolismo de los peces que a menudo responden a
los quimicos toxicos de manera similar a los vertebrados superiores (Yang et al., 1990;
Washburn and Di Giulio, 1989; Stegeman and Lech, 1991) y por lo tanto pueden emplearse
para determinar el potencial efecto genotoxico en humanos. Sin embargo la aplicacion mas
directa en el uso de peces como indicadores es determinar la distribucién y los efectos
toxicos de quimicos contaminantes como los plaguicidas en los ambientes acuaticos, por lo



que es importante analizar el eventual efecto del Roundup sobre los parametros fisico-
quimicos hidricos que se consideran como indicadores de calidad de aguas naturales.

Para evaluar el efecto genotoxico de aguas contaminadas, la prueba de micronicleos en
eritrocitos de branquias de peces, es considerada la mas indicada y efectiva por su
sensibilidad, facilidad y costos (Hoftman y Raat, 1981), ademas resulta exitosa bajo
condiciones de laboratorio y de campo (Al-sabti, K,1995; Gustavino, B, 2001) con varias
especies de peces (De flora et al, 1993; Al-Sabti y Metcalfe , 1995; Minissi, 1996).

El género Oreochromis es ampliamente utilizado en estudios de mutagenicidad,
genotoxicidad y carcinogénesis debido a su sensibilidad (Cavas y Ergene-Gozukara, 2003).
Los peces ademas de ser individuos centinelas de genotoxicidad también son modelos para
analizar calidad de aguas, por su habilidad de metabolizar xenobidticos y acumular
poluentes.

El objeto de este estudio fue evaluar el efecto genotdxico in vivo del Roundup en eritrocitos
de branquias de Tilapia nilética (Oreochromis niloticus) mediante el biomarcador de
microndcleos.

Simultdneamente al experimento de genotoxicidad se evaluaron los parametros fisico-
quimicos del agua tratada. Este proyecto se llevo a cabo en el laboratorio de toxicologia
genética y citogenética de la Universidad del Cauca (Colombia).



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El incremento de la produccion agricola debido a las demandas exigidas por el mercado
mundial en su interés por conseguir alimentos de forma acelerada y de “buena calidad”, la
necesidad de erradicar los cultivos ilicitos, eliminar vectores transmisores de enfermedades por
parte de los programas de salud y el uso doméstico, han ocasionado una alta dependencia en el
uso de sustancias quimicas como los plaguicidas.

Los paises en via de desarrollo como Colombia, basan su economia en la agricultura,
especialmente en la region sur-occidental en donde se utilizan grandes cantidades de diferentes
plaguicidas. EI Roundup es utilizado como madurante de cafia, de platano, para eliminar
malezas en cultivo de yuca, papa y ademas para erradicar los cultivos ilicitos que actualmente
es una problematica social porque causa efectos adversos en la salud de personas (Personerias
Municipios Valle del Guamuéz-Putumayo, 2001) y otros organismos. Los plaguicidas también
contaminan ecosistemas aéreos, terrestres, acuaticos, Yy destruyen cultivos de productos
basicos para la alimentacion que constituyen la fuente fundamental para la subsistencia de
muchas comunidades campesinas e indigenas y ademas pueden tener efectos en la salud, a
largo plazo como son los efectos genotoxicos que permiten o inducen el desarrollo de
problemas como el cancer (Band, et al. 1990), en lo cual se cuenta con escasos estudios
reportados.

La poblacién expuesta al Roundup, no visualiza la gran dimension del problema, e ignora la
gran controversia acerca de los efectos dafiinos que el Roundup puede tener en los seres
humanos. Al desconocer sus posibles efectos adversos y por ende no tomar las medidas
necesarias para su proteccién y/o prevencion, se encuentra altamente expuesta a este herbicida,
el cual puede inducir dafios irreversibles en el material genético, expresados en problemas de
salud como el cancer y reproductivos, afectando a las futuras generaciones (Hoyos, 1994). Se
ha observado una clara relacion entre la exposicion a plaguicidas y problemas de salud como el
cancer (Brown et al. 1990).

Por ser los rios uno de los sistemas afectados por el Roundup ya sea cuando cae por aspersion
aérea, por escorrentia o cuando la comunidad se encarga de contaminarla lavando utensilios de
fumigacidn, se alteran los factores abioticos como los parametros fisico-quimicos de calidad de
aguas y bidticos como la fauna y flora, produciendo un desequilibrio en la estructura del
ecosistema y de esta forma atentando contra la biodiversidad en la zona afectada.



El Roundup es un plaguicida que pertenece al grupo de los organofosforados que segun la
IARC son sustancias genotdxicas y potencialmente carcinogénicas (IARC,1987), ademas los
componentes inertes que se le adicionan al Glifosato se caracterizan por ser los mas toxicos de
todo el compuesto (Roundup) una de estas sustancias es el POEA, vy de esta forma el
compuesto se convierte a una forma mas toxica por los efectos sinérgicos, aditivos, y
potenciadores de la sustancia resultante (Gold, 1990). Teniendo en cuenta lo anterior y que
existen muy pocos estudios sobre el efecto genotdxico del Roundup, es una prioridad realizar
estudios sobre los efectos genotdxicos de aguas contaminadas con plaguicidas empleando
biomarcadores como los micronucleos con el propdsito de motivar al control y regulacion del
uso del Roundup, problema que actualmente se enfrentan principalmente en los departamentos
de la zona sur-occidental como son Cauca, Narifio y Putumayo, por el extensivo uso del
Roundup en donde se distribuyen la mayor parte de cultivos licitos e ilicitos del pais.

Este estudio respondié a las preguntas: ¢ Roundup altera la calidad del agua por los cambios
fisico-quimicos que induce? ¢Roundup induce microndcleos en los eritrocitos de Oreochromis
niloticus?

En este trabajo se plantearon las siguientes hipdétesis.

Si Roundup altera las condiciones fisico-quimicas se espera que afecte la calidad del agua.

Si Roundup afecta a la Tilapia nilética (Oreochromis niloticus), se espera que incremente la
frecuencia de micronucleos en eritrocitos de peces tratados con relacion a la frecuencia de
microndcleos de peces no tratados.



2. JUSTIFICACION

La comunidad cientifica mundial tiene un gran interés en conocer los efectos genotdxicos
de los plaguicidas, debido a la polémica acerca de la toxicidad de este tipo de sustancias en
los diferentes ecosistemas.

La pertinencia de la investigacion se enmarca dentro de uno de los problemas nacionales
como es el de la toxicidad de plaguicidas y el deterioro de la calidad de vida, por ser
Colombia uno de los paises que masivamente utiliza Roundup para erradicar cultivos
ilicitos o para usos agricolas. Los resultados de este estudio contribuyen a fortalecer las
investigaciones relacionadas con los efectos genotoxicos de estas sustancias, ademas
permiten motivar a las entidades gubernamentales que vigilan y controlan el uso extensivo
de los plaguicidas, la salud, el ambiente, asi como los ministerios pertinentes, para motivar
a una de actitud reflexiva y el disefio y ejecucion de programas educativos, de vigilancia
epidemioldgica e intervencion y prevencién oportuna de los riesgos de salud como el
Cancer.

Los organismos acuaticos como los peces han sido empleados desde muchos afios para
detectar polucién acuatica y determinar actividad genotéxica de diferentes sustancias en
ambientes acuaticos (Hoftman y Raat, 1981). Este modelo cobra importancia por la gran
similitud entre el sistema enzimatico del metabolismo del pez y de los vertebrados
superiores, que a menudo responde a los quimicos toxicos de manera muy parecida (Yang
et al., 1990; (Washburn and Di Giulio, 1989; Stageman and Lech, 1991) y por lo tanto
pueden emplearse para determinar el potencial efecto mutagénico, carcinogénico y
teratogénico a mediano y largo plazo en el hombre.

En este proyecto se utiliz6 el biomarcador Micronucleos (Mn) en eritrocitos de branquias
de Tilapia nilética (Oreochromis niloticus). El desarrollo de la prueba con organismos
acuaticos en especial especies icticas se constituye como ventajosa respecto a otras pruebas,
como las aberraciones cromosomicas, porque es una prueba simple, de facil ejecucion y
lectura. La literatura soporta su confiabilidad debido a que la mayoria de estudios de
genotoxicidad en peces utilizan microndcleos, en donde se obtuvieron resultados que
demuestran la genotoxicidad de sustancias, dandole mucha mas validacién, ademas los
costos son muy bajos respecto a las pruebas clésicas; el interés cientifico que existe por la
prueba de microntcleos es tan amplio que se ha establecido el gran “Proyecto de
Micronucleos”, en donde se busca validar el biomarcador (URL:http://www.elsevier.nl/gej-
ng/10/32/31/52/23/50/abstract.html). La determinacion del efecto del Roundup sobre los
parametros fisicoquimicos universales del agua da a conocer de una forma mas amplia el
efecto de sustancias quimicas que alteran la calidad del agua, de este modo afecta los
ecosistemas acuaticos y causa un deterioro de la salud y del ambiente.



http://www.elsevier.nl/gej-ng/10/32/31/52/23/50/abstract.html
http://www.elsevier.nl/gej-ng/10/32/31/52/23/50/abstract.html

La prueba de micronucleos en peces, fortalece e incrementa la variedad de pruebas que
existen actualmente en el laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética de la
Universidad del Cauca, para evaluar los efectos genotdxicos in vivo e in vitro y
potencialmente in situ.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto genotdxico in vivo del Roundup en eritrocitos de branquias de Tilapia nilotica
(Oreochromis niloticus) mediante el biomarcador de microntcleos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer la concentracion letal cincuenta (CLgp) de Roundup en Tilapia nil6tica

(Oreochromis niloticus) como punto de referencia para seleccionar las concentraciones
experimentales alta, media y baja.

e Determinar si Roundup altera las condiciones fisico-quimicas afectando la calidad del
agua en condiciones de laboratorio.

e Establecer la frecuencia de micronucleos de peces tratados en relacion con la frecuencia
de micronucleos de peces no tratados.



4. ANTECEDENTES

La experimentacion con especies icticas tiene sus inicios en el campo de la Toxicologia
Acuética (URL http://www.ag.arizona.edu/azaqua/lista/reports/castillo.pdf). En el afio 1863
se realizaron las primeras pruebas de toxicidad aguda en peces. A partir de 1940, se
incrementa el uso de sustancias quimicas como los plaguicidas, lo cual aumenta los niveles
de contaminacion en ecosistemas acuéticos, creando la necesidad de realizar numerosos
trabajos experimentales con peces. En 1960 se establecen las dosis letales en experimentos
de toxicidad aguda y cronica y de esta forma determinar los efectos genotoxicos,
patoldgicos, comportamentales, u otros de determinados xenobidticos. A partir de 1970 y
sobre todo a partir de los 90, los peces son cada vez mas utilizados como modelos
experimentales, sobre todo en estudios de biomedicina. La prueba de microndcleos con
peces es Util para evaluar genotoxicidad de sustancias potencialmente toxicas en los
ambientes acuéaticos y ademas se considera muy importante para demostrar las condiciones
de calidad de agua (Al-Sabti and Metcalfe, 1995).

La prueba de microndcleos se ha empleado desde 1959 (Evans et al), quienes utilizaron la
frecuencia de micronucleos para medir el dafio citogenético inducido en los meristemos de
raices por efecto de rayos X y en ausencia y presencia de oxigeno, desde entonces ha sido
considerada como biomarcador de efecto citogenético. Posteriormente en 1966-1970
Schrodder, emple6 medula 6sea para determinar el dafio in vivo que podian causar algunos
mutégenos y relacionar el dafio citogenético con el origen de micronucleos en células de
medula dsea.

Se ha reportado una variedad de ensayos con peces (ver cuadro 1), los cuales son usados
como sistemas modelos para desarrollar estudios referentes a la toxicidad y bioquimica.
(Yang et al, 1990). Los peces han sido ampliamente utilizados para determinar el desarrollo
de las fases tempranas del crecimiento y los efectos teratogénicos que pueden causar los
contaminantes ambientales (Weis and Wies, 1989); (Wisk and Cooper, 1990).

Kligerman et al (1975), Prein et al (1978), Hooftman and Vink (1981) realizaron las
primeras investigaciones citogenéticas con peces, induciendo aberraciones cromosomicas
como una prueba util para detectar actividad genotoxica en ambientes acuaticos, emplearon
agentes mutagénicos conocidos, obteniendo resultados positivos.

La prueba de micronucleos fue modificada por Hoftman y Raat en el afio 1981, quienes fueron
los primeros investigadores que utilizaron esta prueba en eritrocitos de sangre periférica de
peces bajo condiciones de laboratorio, evaluaron el Etilmetanosulfonato en Umbra pygmea, la
ruta de exposicion utilizada fue intraperitoneal, obteniendo resultados positivos. En los afios



posteriores Al-Sabti en el afio 1986 continla desarrollando varios estudios utilizando la prueba
de micronucleos en eritrocitos de peces de diferentes especies para evaluar compuestos
genotdxicos como el Benzo-a-pireno comprobando su genotoxicidad con una frecuencia
estadisticamente significativa entre 21,1%, y 27,0 %o + 1,4 Mn a 10 mg/Kg de Benzo-a-
pireno, en eritrocitos de carpa herbibora (Ctenopharyngodon idella), en carpa comuin
(Cyprinus carpio) y Tilapia mossambica (Oreochromis mossambicus), en este afio también
investigo la genotoxicidad del Aroclor 1254 a diferentes concentraciones en Cyprinus carpio,
Tinca tinca y Ctenopharyngodon idella, registrandose una alta frecuencia de micronucleos
que oscilan entre 16%o. +1,3 y 97.6% +1,8 en las tres especies.

En 1986, Manna y Sadhukhan , evaluaron el efecto genotoxico en eritrocitos de branquias de
Tilapia mossambica (Oreochromis mossambicus) con Cloruro de Cadmio via intraperitoneal
encontrando una frecuencia de 127 Mn comparado con un numero espontaneo de 10 Mn en
1000 células. Simultaneamente extrajeron las células del rifion, donde encontraron frecuencias
de 91 %o Mn en peces expuestos y 8%, Mn en peces expuestos al control negativo.

Das y Nanda en 1986, estudiaron los desechos contaminantes de rios de una fabrica de papel
utilizando eritrocitos del pez gato (Heteropneustes fossilis), donde obtuvieron 0.69%., 1.25%.,
0.5%o0 y 0.3 %0 + 0.2 Mn a concentraciones de 10 mg/L, 20 mg/L, 40 mg/L y 60 mg/L.

Hose et al en 1987 en un estudio in situ investigaron la genotoxicidad de hidrocarburos
clorinados DDT y PCB encontrando una frecuencia de 3.4%o + 2.7%o0 y 6.8 %0 + 5.8, en
eritrocitos de Corvina blanca (Genyonemus lineatus) y en Cabrilla sargacera (Paralabrax
clathratus) respectivamente y en ambas especies una frecuencia basal de Mn de 0.8 %, + 1.1.
En el mismo afio Hose et al también evalud el efecto de contaminantes ambientales (mezcla de
hidrocarburos aromaticos policiclicos) con las especies utilizadas en el anterior estudio y
obtuvo las mismas frecuencias de micronucleos tanto en peces expuestos como en los no
tratados.

Metcalfe en 1988, determind el efecto genotoxico del compuesto Etilmetanosulfonato en
condiciones de laboratorio aplicando el compuesto por via intraperitoneal en los peces Umbra
limmi y Bagre (Ictalurus nebulosus) a 25 ug/g, 50 ug/g, y 100 ug/g. Para Bagre(Ictalurus
nebulosus) y se obtuvo una frecuencia de Mn de 1.71%o, 0.50%0 y 0.43 %o.; para Umbra
(Umbra limmi) la frecuencia de Mn fue de 3.71%o,, 2.0%o, 0.86 %o, la frecuencia basal de Mn
para ambas especies es de 0.14 %, . También en el mismo afio Metcalfe evalua el efecto
genotoxico del Benzo-a-pireno en eritrocitos de Bagre (Ictalurus nebulosus) obteniendo una
frecuencia de Mn de 0.43%,, 1.0%, Y 2.2%, a concentraciones de 5 ug/g, 25 ug/g y 50 ug/g.

Utilizando eritrocitos de Perca (Perca fluviatilis) en un estudio in situ , Al-Sabti y Harding en
1990 determinaron el efecto genotdxico de hidrocarburos arométicos policiclicos y registraron
una frecuencia de 18%o, + 3.2 microntcleos.

Ueda et al en 1992, determind los efectos clastogénicos de la Mitomicina C por ruta
intraperitoneal, induciendo micronucleos en eritrocitos de carpa prusiana (Carassius auratus)
tratados a los 2 dias con concentraciones de 0.2 mg/Kg, 2 mg/Kg, 20 mg/Kg y 200 mg/Kg,
obtuvo una frecuencia de 34%., 72.2%,, 24.3%0 y 18.8%0. Mn de los peces expuestos, los



controles presentaron un valor de 0.0 %o; un segundo grupo fue muestreado a los 4 dias, estos
estaban expuestos a concentraciones de 2 mg/Kg, 4 mg/Kg, 10 mg/Kg y 20 mg/Kg, registraron
una frecuencia de 4.4 %o, 22.4 %o, 50.3 %o, 182.8 %, Mn respectivamente.

Williams y Metcalfe en 1992, utilizaron los hepatocitos de Trucha arco iris (Oncorhynchus
mikiss), aplicaron por via intraperitoneal Dietilnitrosamina a una concentracion de 100 mg/g, la
frecuencia espontanea de Mn fué de 0.0%o y la de los peces expuestos es de 5 %o. Otro grupo
de Oncorhynchus mikiss fue expuesto a 50 mg/g y 100 mg/g del compuesto
Etilmetanosulfonato, que arroj6 un valor de micronucleos de 3.6 %o Yy 4.2%, respectivamente.

Radiaciones gama fueron evaluadas por Kurihara y otros en 1992, la especie ictica que
utilizaron fué Carpa prusiana (Carassius auratus) y umbra (Umbra limi), en células de la aleta,
ambas especies fueron irradiadas con rayos X (1.9 Gy), se report6 una frecuencia de Mn 33.60
%o, .Al-Sabti investigd in situ la genotoxicidad del cesio-137 presente en un lago, empled
eritrocitos de Exos Lucius donde encontré una frecuencia de Mn 10.1+ 0.8 %o, la frecuencia de
Mn esponténeos fué de 5.3%. + 1,1. Shultz et al en 1993, irradiaron la Trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) con rayos X (4 Gy), determinaron la frecuencia de micronicleos en
eritrocitos, donde obtuvieron un valor de 6 %o, Mn, el valor de Mn espontaneo fué de 1 %.o.

En 1993, De flora et al, emplearon eritrocitos de Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) para
determinar si en un rio Italiano existen compuestos contaminantes, encontraron una frecuencia
de 1.1, %o Mn, se presentd una frecuencia de micronucleos espontaneos de 0.33 %o, + 0.49 .
Un afio mas tarde Al-sabti et al realizd un estudio similar en un rio de Eslovenia, donde
empled eritrocitos de carpa prusiana (Carassius auratus gibelio) , en el que se presentd una
frecuencia de exposicion de 27.0%o + 2.0 Mn y de control negativo 13.0 %o + 1.0.

Al-Sabti en 1994 evalud el efecto de varios metales pesados en eritrocitos de carpa prusiana
(Carassius auratus gibelio). Con cromio VI por exposicién en condiciones de laboratorio a
concentraciones de 25 ng/mL, 50 ng/mL y 100 ng/mL durante 7 dias, encontré una frecuencia
de 14%., 23%o0 y 30 %o Mn. En el mismo afio realizé un estudio in vitro en la misma especie
para evaluar el efecto genotoxico del metil-mercurio a concentraciones de 10 ng/smL, 25
ng/SmL y 50 ng/SmL, donde la frecuencia espontanea de micronucleos es 5.2 %o y la
frecuencia arrojada en los individuos tratados es de 52.6%o., 80.7%,, 113.1%0 Mn
respectivamente a las concentraciones. Simultaneamente se evalud el efecto del mercurio a las
mismas concentraciones anteriores obteniendo frecuencias de 38%o., 57.6%o, 69.3%0 Mn. En el
estudio in vitro con Selenio IV a concentraciones de 250 ng/5ml, 500 ng/5ml, 100 ng/5ml
encontr6 una frecuencia de 25.3 %, 38.6 %, 69.2 %,Mn/1000 eritrocitos. Los efectos
genotoxicos a baja concentraciones de Mercurio Hg?*, Selenio 1V, Cloruro de Metilmercurio
(CHsHQgCI) fueron analizados por Al-Sabti en 1994, en una prueba in vitro con eritrocitos
binucleados de Carpa prusiana ( Carassius auratus gibelio), en donde utilizo citocalasina para
bloquear la citocinesis.

En 1995, Minissi et al, emplearon eritocitos de Barbo (Barbus perplejus) de dos ambientes
naturales, y detectaron mutagenos en agua natural en riveras del Tiber y Mignone mediante un
muestreo en diferentes épocas del afio. En este mismo afio Al-Sabti desarrolld la técnica del



blogqueo de la citocinesis de células hepaticas de trucha arco iris (Oncorhynchus mikiss),
evaluando metales pesados como el selenio, mercurio y metil-mercurio. Odeigah and
Osanyinpeju  determinaron el potencial genotdxico de efluentes industriales vy
Etilmetanosulfonato en eritrocitos de Barbudo (Clarias lazera) bajo condiciones de laboratorio
expusieron a los peces 2 y 3 semanas respectivamente.

En 1996 Poongothaik, et al. Evaluaron el efecto genotoxico de aguas contaminadas y metales
pesados en cinco especies diferentes de peces, obteniendo una alta sensibilidad a la prueba de
microndcleos principalmente en el género Lepidocephalus.

Nepomuceno et al, en 1997, detectd la frecuencia de micronucleos en eritrocitos de carpa
comun (Cyprinus carpio), que estaban expuestas a concentraciones de 2.0 mg/L, 20.0 mg/L y
200.0 mg/L de HgO, en las concentraciones mas altas se encontré un incremento significativo
de Mn. En el mismo afio Sanchez et al, determinaron el nimero de micronucleos en eritrocitos
de rifidn de Salmon (Salmo trutta), expuestas a contaminantes por influencia antrdpica en los
diferentes ecosistemas acuaticos de Asturias (Espafia).

En marzo de 2000, F. Ayllon y E. Garcia evaluaron eritrocitos de rifion de Piscardo (Phoxinus
phoxinus) y Gupy (Phoecilia latipinna) varios compuestos aplicados por via intraperitoneal;
Colchicina 10mg/Kg, ciclofosfamida 40mg/kg y mitomicina C 20mg/Kg. Comprobando la
genotoxicidad de los tres compuestos catalogados como carcinogénicos. También analizaron la
frecuencia de micronucleos y anormalidades nucleares de Trucha arco iris (Oncorhynchus
mikiss) expuestos a seis compuestos (mutagénicos, agentes alquilantes) que son frecuentemente
usados como controles positivos en la prueba de microntcleos por su potencial clastogénico:
Colchicina, Ciclofosfamida, mitomicina C, acrilamida, Etilmetanolsulfonato, N-etilnitrosourea.
(Miller and Adler, 1990; Lynch y Parry,1993, Suzuki et al.,1995; Pacheco y Santos, 1997;
Parton y Garito, 1997; Campana et al.,1999) encontrando que la ciclofosfamida induce la
formacion de micronucleos y anormalidades nucleares; N-etilnitrosourea, acrilamida y
Colchicina inducen unicamente micronucleos; mitomicina C induce solamente anormalidades
nucleares pero no micronucleos. Metilmetanelsulfonato no induce anormalidades nucleares en
este experimento.

Grisolia y Starling en el afio 2000, monitorearon tres sitios del lago Paranoa en Brasil, los
cuales representan diferentes estados de antropizacion (alto, medio y bajo), las especies
muestreadas fueron Tilapia herbivora (Tilapia rendalli) y carpa comun (Cyprinus carpio), de
las cuales se encontré un numero considerado de individuos y una de las caracteristicas a tener
en cuenta es que estas especies no migran en todo el afio. La frecuencia de micronucleos fue
muy baja en las especies estudiadas con una diferencia estadistica no significativa entre los
sitios muestreados. La frecuencia de micronucleos en los peces tratados con ciclofosfamida fue
muy alta.

Grisolia'y Cordero en el afio 2000, indujeron micronucleos en Tilapia (Tilapia rendalli), Tilapia
nilotica (Orechromis niloticus) y carpa comun (Cyprinus carpio) colectadas en el lago Paranoa
y aclimatadas en el laboratorio durante 10 dias en tanques con agua declorada a 20°C y pH=7.
Los peces fueron tratados con Bleomicina, ciclofosfamida, 5-fluoracil y mitomicina C, por
periodos de 2, 7, 14, 30 dias después de la inyeccion intraperitoneal. Hubo una diferencia



significativa entre especies y los quimicos pero a los 30 dias no se observo diferencia
significativa entre especies. La especie mas sensible fue Tilapia (Tilapia rendalli).

En 2002,Grisolia y Palhares, realizaron una comparacion entre la frecuencia de micronucleos
de eritrocitos de rifion y agalla en tilapia (Tilapia rendalli), tilapia nilotica (Orechromis
niloticus) con tratamiento de mitomicina C y ciclofosfamida. La frecuencia de eritrocitos
micronucleados vario significativamente entre los individuos tratados pero no se observo
diferencia significativa entre la frecuencia de microndcleos de eritrocitos de rifion y agalla.
Tilapia (Tilapia rendalli) present6 altos niveles de eritrocitos micronucleados en comparacion
con tilapia nilética (Oreochromis niloticus). Unicamente en Tilapia (Tilapia rendalli) se
observo eritrocitos con deformaciones nucleares.

Cavas T, Goziikara S, analizaron eritrocitos en Chipe (Garra rufa) expuesta a concentraciones
de 0.005 ug/l, 0.01 ug/L y 0.005 ug/l de Lambda-cyhalothrin por 36 horas, la frecuencia de
microndcleos tuvo un incremento significativo. En el mismo afio Gravato C, Santos M,
evaluaron en Robalos (Dicentrarchus labrax) varios biomarcadores como la prueba de
Micronucleos en eritrocitos de sangre periférica para evaluar la genotoxicidad de benzo-a-
pireno ( B(a)P) y la biotransformacion de B(a)P mediante las enzimas del metabolismo en
higado(P450 y GST). Simultdneamente a estos dos experimentos Cesar Koppe Grisolia, realizo
un estudio en el que compard la frecuencia de micronucleos arrojada en Tilapia (Tilapia
rendalli) y en Albino suizo por exposicion a mitomicina C a tres concentraciones diferentes, la
frecuencia de micronucleos fue poco significativa en ratén y muy significativa en el pez.

Gravato C, y Santos M, en el afio 2003, determinaron el efecto de efluentes de un rio
influenciado por contaminacion urbana e industrial mediante la genotipificacion de los genes
del metabolismo relacionados con las enzimas del metabolismo (P450 y GST) en Robalos
(Dicentrarchus labrax). En este afio Cavas T, indico el efecto cito-genotoxico de efluentes de
industrias textiles en Tilapia nilética (Oreochromis niloticus) mediante la prueba de
micronucleos en eritrocitos de branquia, observé una frecuencia de microndcleos significativa.

En Colombia se desarrollaron dos investigaciones en el 2003, en las cuales se empled la técnica
de Micronucleos en eritrocitos de branquias de peces. En la Universidad de Antioquia,
Pefialosa, Camargo y Palacio, 2003; determinaron el efecto genotoxico del cloruro de mercurio
en Bocachico ( Prochilodus magdalence ), donde encontraron una relacion dosis-efecto a
concentraciones de 0.001 mg/L, 0.003 mg/L, 0.027 mg/L durante 7 dias. En la Universidad del
Quindio, Hoyos y Lopez, evaluaron el efecto genotoxico de los efluentes de zonas con
influencia agricola en Cariassius caucanus, los resultados revelaron que existe una frecuencia
significativa de micronucleos tanto en las estaciones muestreadas como en diferentes épocas
del afio.



Cuadro 1. Estudios con pruebas de genotoxicidad y parametros fisico-quimicos*
(1982 - 2003).

SISTEMA

RUTA
/EXPOSICION

BIOMARCADOR

SUSTANCIA

RESULTADO

REFERENCIA

Eritrocitos de
Umbra (Umbra

pygmaea)

Intraperitoneal

(ip)

Micronucleos

(Mn)

Etilmetanosulfo
nato (EMS)

Positivo

Hoofman, R. Y
Raat, W. 1981

Eritrocitos de
carpa herbivora
(Ctenopharryngo
don idella)

i.p.

Mn

Benzo-a-
pireno

Positivo

Al-Sabti, 1986

Eritrocitos de
Carpa comdn
(Cyprinus
carpio)

Mn

Aroclor 1254

Positivo

Al-Sabti, 1986

Eritrocitos de
Tilapia
mossambica
(Oreochromis
mossambicus)

Mn

Cloruro de
Cadmio

Positivo

Manna and
Sadhukhan,
1986

Eritrocitos de
Pez gato
(Heteropneustes
fossilis)

Mn

MMC

Positivo

Das y Nanda,1986

Eritrocitos (in
situ) de
Corvineta
blanca
(Genyonemus
lineatus) y
Cabrilla
sargacera
(Paralabrax
clathratus)

Exposicidon en
condiciones de
laboratorio

Mn

DDT

Positivo

Hose et al 1987

Eritrocitos de
Umbra (Umbra
limi)

i.p.

Mn

ETM

Positivo

Metcalfe,
1988

Eritrocitos de
Perca (Perca
fluviatilis)

Exposicion in situ

Mn

Efluentes de
fabrica de papel

Positivo

Al-Sabti y Hardig,
1990

Eritrocitos de
Perca (Perca
fluviatilis)

i.p.

Mn

Efluentes de
fabrica de papel

Positivo

Al Sabti y Hardig,
1990

Eritrocitos de
Platija
(Pseudopleuron
ectes
americanus)

Exposicion in situ

Mn

hidrocarbonos
clorinados

Negativo

Longwell et al,
1983; Hughes and
Hebert, 1991




SISTEMA

RUTA
/EXPOSICION

BIOMARCADOR

SUSTANCIA

RESULTADO

REFERENCIA

Eritrocitos de
carpa prusiana
(Carassius
auratus)

i.p.

Mn

Mitomicina C

Positivo

Ueda, et al,
1992

Hepatocitos (in
vivo) y Trucha
arco
iris(Oncorhync
hus mikiss)

Mn

Diethilnitrosami
nas

Positivo

Williams y
Metcalfe. 1992

Hepatocitos de
trucha arco iris
Oncorhynchus
mikiss

Mn

EMS

Positivo

Williams y
Metcalfe. 1992

Eritrocitos de
Lucio (Esox
lucius)

Iradiacion

Mn

Radiacién
Cesio-137

Positivo

Al-Sabti,1992

Eritrocitos de
carpa prusiana
(Carassius
auratus) y
Umbra (Umbra
limi)

Irradiacion

Mn

Rayos X

Positivo

Kurihara.,et al.
1992

Eritrocitos de
trucha arcoiris
(Oncorhynchus
myKkiss)

Irradiacion

Mn

con rayos X(4
Gy

Positivo

Shultz et al en
1993.

Linfocitos
Humanos

in vitro

Intercambio de
Cromatidas
Hermanas

GLIFOSATO
(2.5mg/L)

Negativo

RODRIGUEZ,
Janeth, et al. 1993

Eritrocitos de
Trucha arco iris
(Onconrhynchus
mikiss)

Exposicion in situ

Mn

Agua Natural
Rio Lambro

Negativo

De Flora, S et al,
1993.

Eritrocitos de
carpa prusiana
(Carassius
auratus gibelio)

Exposicion en
condiciones de
laboratorio

Mn

Cromo VI
25ng/mL
T=7dias

Positivo

Al-Sabti, 1994

Eritrocitos de
carpa prusiana
(Carassius
auratus gibelio)

Exposicion en
condiciones de
laboratorio

Mn

Cromo(Ill)

Positivo

Al Sabti et al.1994

Eritrocitos de
carpa prusiana
(Carassius
auratus gibelio)

in vitro

Mn

Mercurio

Positivo

Al Sabti et al.1994

Eritrocitos de
carpa prusiana
(Carassius
auratus gibelio)

in vitro

Mn

Selenio(1V)

Positivo

Al Sabti et al.1994




RUTA

SISTEMA /EXPOSICION BIOMARCADOR SUSTANCIA RESULTADO REFERENCIA
Eritrocitos de in vitro Mn Selenio, Positivo Al-Sabti, 1994.
Carpa(Carassiu Cloruro de
S auratus metilmercurio,
gibelio Mercurio
Microsomas Test de Ames Pesticidas Positivo Zehra, R.etal,
Salmonella sp. Exposicion en DDT, Aldrin, a- 1995

condiciones de BHC, DDD
laboratorio
Eritrocitos de Mn Mutagenos en Positivo Minissi, Sandra et
Barbo (Barbus | Exposicion in situ aguas frescas al 1995
plebejus)
Eritrocitos
Higado de
Trucha arcoiris in vitro Mn Selenio, Positivo Al-Sabti, K. 1995.
(Oncorhynchus Mercurio y
mykiss) metilos
Eritrocitos de Mn Efluentes positivo Odeigah and
barbudo Exposicion en industriales, Osanyinpeju, 1995
(Clarias lazera) | condiciones de EMS
laboratorio
Eritrocitos in situ Mn Aguas Positivo Poongothaik,
cinco especies contaminadas y et al. 1996.
de peces metales pesados
Eritrocitos de Mn Mercurio Positivo Nepomuseno JC. et
Carpa comuln Exposicion in situ al.1997
(Cyprinus
carpio)
Eritrocitos de | Exposicion in situ Mn Polucion agua Positivo Sanchez,S.et
trucha comun al.1997
(Salmo trutta)
Linfocitos in vitro Cometa Aflotoxina B, Positivo Gamal A.et
humanos al.1999
Eritrocitos de l.p Mny Colchicina, Positivo Ayllon and Garcia.
rifion de Trucha anormalidades Ciclofosfmida, 2000
comudn nucleares mitomicina C,
(Oncorhynchus acrilamida,
mykiss) EMS, N-
etilnitrosourea
Eritrocitos i.p Mn Descarga de positivo Grisolia y Starling.
Tilapia. alcantarillado 2000
Rendalli,
Orechromis
niloticus y
Cirpinus
carpio.
Eritrocitos i.p Mn Ciclofosfamida, Positivo Grisoliay
Tilapia rendalli Bleomicinay Cordeiro. 2000
y O. niloticus mitomicina C.




RUTA

SISTEMA /EXPOSICION BIOMARCADOR SUSTANCIA RESULTADO REFERENCIA
Eritrocitos de l.p Mn Ciclofosfamida, Negativo Grisoliay
Orechromis Mitomicina C, Countinho. 2000
niloticus y Deltanmetrina,

Ratén albino dicofol,
suizo glifosato y

mazapyr
*Rio tejo area Medicion Analisis parametros | Pesticidas, Positivo Carejeira, M, 2001
catchment fisico-quimicos | clorofevifos,

endosulfan,

metoalclor
Eritrocitos de i.p. Mn GLIFOSATO(50 Positivo Grisolia, K.C. 2002
Tilapia (Tilapia. mg/Kg)
Rendalli)
Eritrocitos de i.p. Mn Ciclofosfamida, Positivo Grisolia 'y Dario
agallay rifion Mitomicica C Palhares, 2002
Oreochromis
niloticus y
Tilapia rendalli
Eritrocitos de i.p. Mn Mitomicina C Positivo Grisolia, K.C. 2002
Tilapia (Tilapia
rendalli)
Eritrocitos de i.p. Mn Mitomicina C Positivo Grisolia, K.C.
Tilapia nilotica 2002
(Oreochromis
niloticus)
Eritrocitos de Exposicion en Mn Lanbda- Positivo Cavas T and
branquias de condiciones de cyhalothrin Gosukara, S, 2002
Garra rufa laboratorio
Eritrocitos de Exposicion en Mny Enzimas del | Benzoapireno Positivo Gravato y Santos.
robalo condiciones de metabolismo 2003
(Dicentrachus laboratorio
labrax)
Eritrocitos de Exposicion en Mn Effluent mill Positivo Cavas T and
tilapia nilotica condiciones de textil Gosukara, S, 2003
(Oreochromis | Jaboratorio
niloticus)
Eritrocitos de Exposicion en Mn 'y Genes del Effluent mill Positivo Gravato y Santos.
Robalo condiciones de metabolismo (GST vy | textil 2003
(Dicentrachus laboratorio P-450)
labrax)
Eritrocitos de Exposicion en Mn Cloruro de Positivo Pefialosa, M;
Bocachico condiciones de Mercurio Camargo, M y
(Prochilodus laboratorio Palacio. .2003
magdalence)
Eritrocitos de Exposicion en Mn Efluentes en Positivo Hoyos, C. Y Ldpez

branquias de
Carassius
caucanus

condiciones de
laboratorio

zonas agricolas

M. 2003




5. MARCO TEORICO

Una gran variedad de quimicos industriales y ambientales pueden causar dafios
citogenéticos en animales experimentales. Efectos genotdxicos pueden ocurrir en humanos
expuestos ocupacionalmente, por su estilo de vida o por la contaminacion ambiental.
(Heddle. et al.,1983). Los métodos clasicos utilizan el estadio de metafase para observar
las aberraciones cromosomicas (AC) y asi determinar los efectos genotoxicos que ha
ocurrido en las células de personas u organismos expuestos. Una alternativa al uso de
metafases para andlisis citogenético es la Prueba de micronlcleos, que permite en forma
mas rapida y menos tediosa en peces para evaluar el efecto genotoxico de aguas
contaminadas in vivo y potencialmente in situ.

5.1 ROUNDUP.

El Roundup es un herbicida catalogado en categoria IV de toxicidad (baja), se caracteriza
por ser sistémico, porque ataca el xilema y floema de las plantas; no selectivo, es decir no
discrimina vegetales; de amplio espectro y se esparce con facilidad en el ambiente; Es
usado para eliminar maleza perenne y anual de los cultivos, también es utilizado como
madurante de cafia, yuca, platano y en los Gltimos afios se ha implementado en el Plan
Colombia para erradicar cultivos ilicitos como la marihuana, la coca y la amapola. Es
altamente soluble en agua, practicamente insoluble en solventes organicos. Su compuesto
activo es la sal N-fosfometilglicina que vine en forma de sal isopropilamida (IPA), cuando
cae al suelo se metaboliza en AMPA (&cido aminometilfosfénico), y formaldehido y con la
saliva en N-nitroso glifosato, los tres con la caracteristica comun de ser cancerigenos, a
este se le adicionan una serie de compuestos inertes para volverlo mas efectivo como:
POEA (surfactante) que produce dafio gastrointestinal, alteraciones del Sistema Nervioso
Central (SNC), problemas respiratorios, destruccién de los glébulos rojos, dafios al higado
y rifiones, corrosivo de ojos y fuertemente irritante de piel. Ademas es cancerigeno y puede
aumentar entre 7 y 22 veces la toxicidad oral aguda del Roundup en humanos respecto a la
toxicidad del glifosato en ratas; Cosmo Flux 411F (surfactante), sin que se hayan hecho
estudios sobre sus posibles efectos tdxicos, ha sido aprobado su uso en Colombia. No
forma parte de la formulacion comercial, pero se le afiade para aumentar el nivel de accion
del herbicida. Se ha demostrado que aumenta en 4 veces el efecto del Roundup al
incrementar el poder de penetracion del Glifosato (citado por: Elsa Nivia, 2000).

Roundup y Roundup ultra de Monsanto son los nombres como comercialmente se conoce
al Glifosato, del cual existen varias formulaciones, que generalmente contiene 480 g/L de
sal IPA de Glifosato y el surfactante POEA (polioxietil amina), existen diferencias en las
concentraciones de los ingredientes y en la clase 0 mezclas de POEA, el cual es una familia



de alquilaminas polietoxiladas sintetizadas de acidos grasos de origen animal. En algunos
casos pueden contener surfactantes adicionales (citado por: Elsa Nivia, 2000).

Las fumigaciones aéreas para erradicar cultivos ilicitos empezaron con el programa del
gobierno del Plan Colombia, las primeras fumigaciones se hicieron en la region del
Putumayo del 22 de diciembre del 2000 hasta el 28 de enero del 2.001 y se fumigaron de
25.000 a 29.000 hectareas, segun el Summary Counternarcotics Operations in Putumayo de
la Embajada de los Estados Unidos en Colombia. Las fumigaciones se realizaron con
Roundup-Ultra, el cual contiene Glifosato y POEA en su formulacién comercial.
Adicionalmente se ha afiadido Cosmoflux 411F para que actle como surfactante (citado
por: Maldonado et al. 2001).

A pesar de que solamente se cuenta con datos débiles positivos o negativos sobre la
mutagénesis de Glifosato, hay datos epidemiol6gicos que sugieren relacion entre
carcinogenesis y la exposicion a Glifosato aun cuando los mecanismos no se conocen, hay
algunas hipdtesis, como la del mecanismo epigenético: en donde el Glifosato ha
demostrado disminuir tanto los niveles del citocromo P-450 en los microsomas de las
Células hepaticas y las actividades de la etoxicumarina O-detilasa y la PPO hidroxilasa en
el higado (citado por: Garcia, M y Mejia, N 2001).

Varios reportes hablan de poblaciones indigenas de Colombia que habian sufrido nauseas,
sarpullidos y problemas estomacales después de que los aviones fumigaran sobrevolando
sus comunidades. Campesinos del Rio Blanco de Sotar (Narifio), denunciaban también
quejarse de vomitos, nauseas, mareos, sarpullido, problemas de la vision y dolores de oido
y estdbmago. Otros informes reportan que el Glifosato es el tercer plaguicida que provoca
maés problemas de salud entre los trabajadores rurales de California: “su aplicacion produce
fitoestrogenos en las verduras, que actian como las hormonas en los mamiferos y podrian
causar graves alteraciones en el sistema reproductivo” (citado por: Elsa Nivia, 2001).

El Roundup Ultra se caracteriza por afectar al aparato digestivo con mareos, nauseas,
vomitos, dolor gastrico y diarreas; problemas respiratorios con rinitis, tos seca o productiva
que puede llegar a neumonia y disnea; puede generar fiebre, taquicardias y aumento de la
presion arterial por la penetracion del quimico en la sangre asi como decaimiento general,
pérdida de fuerzas, alergias y lesiones de piel y 0jos, incluso hasta el fallo renal, todos estos
sintomas han sido reportados por las personas que han sido afectadas después de las
aspersiones aéreas. También se han presentado quejas de comunidades ecuatorianas que
limitan con regiones colombianas donde se realizan aspersiones, presentando
sintomatologias debidas al Glifosato, especialmente edemas en la piel (URL: www. accion
ecolodgica, Reporte 2001).



5.2 TILAPIA NILOTICA (Oreocs niloticus)

Figura 1. Tilapia nilotica Oreochromis niloticus
Fuente: URL http://www.mag.go.cr/incopesca/acui_foto4.htm

Oreochromis niloticus.

Familia: Ciclidae

Subfamilia: Pseudocrenilabrinae
Nombre comun: Tilapia nilotica

La Tilapia nilotica es originaria de Africa central y del Norte, ha sido introducida en la
zona subtropical y tropical, adaptandose muy bien y constituyendose en una especie
euritopica, ya que resiste cambios en las condiciones fisico-quimicas del ambiente donde se
desarrolla. Esta especie ictica se puede encontrar en temperaturas que varian de 8 a 42 °C
aunque su temperatura ideal es 28,5 °C; el pH del medio donde habita es de 7,2, es una
especie ovipara. Se introdujo en nuestro pais desde los afios ochenta. Fué utilizado por
primera vez el vocablo tilapia por Smith en 1840, perteneciente al idioma Swahili que
significa pez (URL http://www.ag.arizona.edu/azaqua/lista/reports/castillo.pdf).

Se han reportado fosiles de Tilapia que datan 18 millones de afios de antigiiedad cerca al
Lago Victoria en Africa, tomaron mayor importancia desde su redescubrimiento en el siglo
pasado. Las tilapias tienen ancestros netamente marinos adaptados a los ambientes 16ticos y
Iénticos de aguas continentales, lo que la hace una especie dptima para la produccién en
proyectos de piscicultura, siendo la segunda especie mas importante a nivel mundial con
una produccién de 1.000.000 toneladas métricas a partir del afio 2000. La produccion de
tilapia se incrementa continuamente en cantidades significativas ubicando a Colombia en
uno de los principales productores de las Américas.

La sensibilidad del género Oreochromis a la contaminacion de sistemas acuéticos, la ha
convertido en una organismo centinela, optimo para llevar a cabo investigaciones sobre los
efectos genotoxicos por exposicion ambiental ademas de su facil adaptacion en condiciones



de laboratorio (Manna y Sadhukhan, 1986; Grisolia y Starling, 2000; Cavas y Gozukara,
2001), que previamente fue corroborado en este estudio.

Estas caracteristicas hacen que la Tilapia nilética (Oreochromis niloticus) sea una de las
especies icticas mas utilizadas en las investigaciones sobre genotoxicidad acuética,
empleando los eritrocitos de las branquias.

Figura 2. Branquia de Oreochromis niloticus (6rgano empleado en el estudio).
Fuente: URL http://www.ag.arizona.edu/azaqua/lista/reports/castillo.pdf

5.3 PRUEBA DE MICRONUCLEOS

Un micronucleo es considerado una aberracién cromosomica que se forma cuando un
fragmento acéntromerico o un cromosoma rezagado no es halado por el huso acromatico en
la etapa de anafase en la mitosis, en su lugar, estos son envueltos por una membrana en la
etapa de telofase y después de darse la citocinesis es cuando se va a observar que una de las
dos células hijas tiene el microntcleo, el cual se tifie igual que el ndcleo corroborando que
es material genético (cromatina), razén por la cual los microndcleos se registran en células
interfasicas a diferencia de las aberraciones cromosomicas e intercambio de crométidas
hermanas que se registran en células metafésicas,

La prueba de micronucleos es una prueba que esta en proceso de validacién, ya que en la
comunidad cientifica tiene gran aceptacion por las ventajas que presenta como:
Sensibilidad porque responde a bajas concentraciones de diferentes sustancias,
confiabilidad debido a que esta prueba es respaldada por varios estudios, economia
porque se utilizan pocos reactivos y facilidad al desarrollarla (Hoftman y Raat, 1981). La
prueba de micronicleos en peces tiene ventajas sobre técnicas como aberraciones
cromosomicas e intercambio de cromatidas hermanas, debido a que son pruebas



metafasicas. En peces el numero y tamafio de cariotipo varia dependiendo de la especie,
razon por la cual se dificulta la lectura de las metafases para analisis de genotoxicidad
(Kligerman, 1982).

La prueba de micronlcleos es til para determinar el efecto genotdxico de sustancias
contaminantes en organismos de ecosistemas acuaticos y de esta forma poder establecer el
riesgo potencial en el hombre, el cual en muchas ocasiones puede conllevar al desarrollo de
enfermedades como el cancer. La mayor ruta de exposicion de poblaciones humanas a
quimicos toxicos es la comida y los peces son los principales vectores para transferir
contaminantes a humanos, por ejemplo en los peces marinos y mariscos, que son la
principal fuente de proteina en muchos paises, se ha detectado que estan contaminados con
altas concentraciones de metil mercurio (WHO, 1990).

Figura 3. esquema que ilustra la formacion de micronucleos.
Fuente: Reformado de (Al-Sabti, 1995)
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54 EFECTO DEL ROUNDUP EN LA CALIDAD FISICO-QUIMICA DE LAS
AGUAS NATURALES.

Es indispensable analizar en detalle, el eventual efecto que sobre los pardmetros fisico-
quimicos hidricos se consideran como indicadores de calidad de aguas naturales que
puedan causar diferentes concentraciones del Roundup (Glifosato). Se pretende determinar
hasta qué punto, esta sustancia de naturaleza organofosforada actia como “tensor” e incida
en variaciones significativas en los valores que se consideran como “estdndar” bajo el
punto de vista de calidad de aguas naturales.



5.4.1 Parametros fisico-quimicos a analizar.

A continuacién se relacionan los parametros que se consideran como fundamentales en los
estudios de calidad de aguas naturales y sobre los cuales, se hara el estudio de los posibles
efectos del Glifosato, asi:

- Relacion térmica ambiental e hidrica. De qué manera la sustancia problema afecta las
relaciones térmicas, las cuales a su vez, podrian afectar otros parametros, ej: tasas de
degradacién de materia organica, porcentaje de saturacion de OD.

- Turbiedad y su relacion con solidos suspendidos totales, capacidad de penetracion
luminica. Hasta qué punto, la presencia del Glifosato incrementa los niveles de sélidos
suspendidos y por ende, afecta los procesos luminicos y bioenergéticos que se generan en
medio natural.

- Concentracion de oxigeno disuelto, su porcentaje de saturacion y gas carbdnico
disuelto. Cémo afecta las concentraciones de estos gases, los cuales son indicativos de las
relaciones produccion-respiracion en los ecosistemas acuaticos, de los niveles
trofodinamicos de la biota acuética y en general, del estado tréfico del sistema.

- pH vy su relacion con la acidez total y alcalinidad total. Es necesario establecer la
incidencia del ingrediente activo (sal-isopropilamida glicina) y sus compuestos inertes de
diferente naturaleza (Roundup) en la composicién &cida y/o alcalina del sistema hidrico y la
eventual sinergia que podria afectar otros parametros.

- Dureza total y carbonacea. A la vez, muy importante es determinar la influencia que
podria ejercer sobre la capacidad amortiguadora del sistema (relacion en términos de %
entre la dureza total y la temporal) y; sobre los niveles de productividad natural, con base
en las concentraciones de los iones Ca®* el cual forma parte integral de los procesos
metabdlicos de la biota acuaticay Mg ?* que forma parte integral de la molécula de
clorofila.

- Conductividad y su relacion con la concentracion de sélidos disueltos totales. De qué
manera, la presencia del compuesto puede afectar el estado tréfico del sistema hidrico en
funcién de la actividad iénica que se genera como producto de los procesos naturales de
transferencia de materia y energia.

- Nutrientes. Al analizar los eventuales efectos sobre el estado trofico del sistema hidrico,
es indispensable conocer la influencia sobre el desarrollo normal de los ciclos de nutrientes,
principalmente compuestos nitrogenados y fosforados. A la vez, esto permite establecer las
variaciones de las concentraciones de los iones que se consideran como indicadores
quimicos de procesos de degradacion de materia organica: Amonio, Nitritos, Nitratos,
Fosfatos y Cloruros. Dichas variaciones, en términos de porcentaje, permitiran dimensionar
espacio-temporalmente, el desarrollo del ciclo de vida, los procesos de oxidacion, las



demandas de oxigeno y las eventuales alteraciones de otros parametros indicadores de
calidad e agua naturales.

- Relacion entre DBOs y DQO. Como consecuencia de lo anterior, es fundamental
establecer las respectivas demandas de oxigeno, bien sea por parte de los microorganismos
bacterianos que intervienen en los procesos de degradacidn de materia organica (DBOs) y/o
por todos los procesos de oxidacion que ocurren tanto en la columna de agua como en el
sustrato.



6. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

En el estudio se tuvo en cuenta dos variables, una de tipo dependiente que es el numero de
Micronucleos, la cual toma esta clasificacion porque su frecuencia va a depender de las 3
concentraciones de Roundup, constituyéndose esta Ultima en una variable de tipo
independiente. Ambas variables son de naturaleza cuantitativa debido a que se puede
cuantificar haciendo que su nivel de medicion sea de razon numérica. Las concentraciones de
Roundup también se pueden considerar como tipo categérico (nominal) cuando se las clasifica
como concentracion alta, media, baja y control negativo.

El analisis estadistico se hizo mediante pruebas no parametricas debido a su naturaleza y
tamafio de la muestra, no cumplen con todas las asunciones respectivas para aplicarle prueba
paramétrica.

Los parametros fisicoquimicos se analizaran mediante una estadistica descriptiva.

Cuadro 2. Variables

NOMBRE TIPO DE NATURALEZA NIVEL DE ANALISIS
VARIABLE MEDICION ESTADISTICO
MICRONUCLEO (Mn) DEPENDIENTE CUANTITATIVA | RAZON REGRESION LINEAL
3 CONCENTRACIONES INDEPENDIENTE CUANTITATIVA | RAZON REGRESION LINEAL

Para identificar la concentracion letal cincuenta (CLso) de Roundup en tilapia nil6tica
(Oreochromis niloticus), se utilizd 8 individuos para cada uno de los experimentos ensayo-
error, el Roundup que se utiliz6 en su presentacién comercial, viene en formulacion liquida con
480g/L del compuesto activo (sal N-fosfonometilglicina). Esta prueba se inicio con 25 mL del
compuesto puro, agregados a 12 litros de agua natural del acuario, a una concentracién de 2,08
mL/L y para genotoxicidad utilizamos 8 individuos en cada uno de los 12 acuarios para un
total de 96 peces .




Cuadro 3. Evaluacion de letalidad y genotoxicidad

GRUPO TRATAMIENTO |No No No CELL No
ANIMALES |REPETICIONES |ANALIZADAS |PLACAS
CLs Roundup 8 9 - -
CONTROL - Agua Natural 8 3 4000/TTO 4
Dosis Alta 8 3 4000/TTO 4
EXPERIMENTAL | Dosis Media 8 3 4000/TTO 4
Dosis baja 8 3 4000/TTO 4

Cuadro 4 . Parametros fisico-quimicos hidricos a evaluar.

PARAMETRO

Relaciones térmicas; ambiental e hidrica.

Gases disueltos: O.D; % sat. OD y CO2

pH vy relacion con Acidez total y Alcalinidad total.

Turbiedad y sélidos suspendidos totales.

Dureza total y Carbonacea. Capacidad “buffer” del sistema.

Conductividad y solidos disueltos totales.

Indicadores quimicos de procesos de degradacion materia
organica: Amonio, Nitritos, Nitratos, Fosfatos, Cloruros.

Relacion entre DBO5. y DQO.




6.1 SELECCION DE LOS PECES OBJETO DE ESTUDIO (Oreochromis niloticus).

Los peces objeto de estudio, Oreochromis niloticus, después de ser colectados en una estacion
piscicola de Timbio (Cauca) (ver figura 4), fueron llevados al laboratorio de Toxicologia
Genética y Citogenética de la Universidad del Cauca, donde se aclimataron en un acuario con
capacidad de 200 litros de agua natural aireada continuamente, alimentados 4 dias a la semana
con pescarina. Todos los individuos presentaban una longitud de 4. 5a 6 cm, un peso de 5a 8
gramos, se encontraban en etapa alevina y el sexo fue tomado en forma aleatoria.
Transcurridos 7 dias, tiempo que se considera adecuado para la adaptaciéon en condiciones de
laboratorio (Countiho y Grisolia, 2000), se inicid6 con los experimentos de toxicidad,
genotoxicidad y evaluacion de los pardmetros fisicoquimicos para determinar el efecto del
Roundup sobre la calidad de las aguas.

El agua que se utilizo en el experimento tenia condiciones fisico-quimicas adecuadas para los
peces. Fue recolectada en el Rio Molino parte alta, este se encuentra ubicado a 5 Km de la
ciudad de Popayan, via al Huila (ver figuras 5y 6); se caracteriza por ser un rio en el que no se
observa una influencia antrdpica directa, el agua natural fue transportada al laboratorio y
aireada constantemente para el desarrollo del estudio.

Figura 4. Estanque de la estacion pisicola de Timbio-Cauca (C.R.C.), donde se obtuvieron
los peces Oreochromis niloticus del estudio.




Figura 5. Rio Molino (Sitio de recoleccion del Agua).




6.2 PRUEBA CLso (Concentracion Letal cincuenta)

En un acuario se colocaron 8 peces en 12 litros de agua natural recolectada en el Rio Molino
Km. 5 via al Huila. El tratamiento inicial fué 25mL de Roundup (2.08mL/L). Se Observo el
comportamiento de los animales por 72 horas. Segun los resultados de la prueba anterior se
aument6 o disminuyd la concentracion mediante ensayo-error, hasta que al menos la mitad de
los individuos (4 peces) muera. Despues de encontrar la concentracion letal cincuenta de
Roundup (CLso)en Oreochromis niloticus, se confirmd esta concentracion con dos
experimentos mas. Simultdneamente se tomaron datos de los pardmetros fisico-quimicos
fundamentales. Las condiciones de luz y oscuridad fueron adaptadas (12 horas luz y 12 horas
de oscuridad), debido a que el laboratorio se acondiciond con tejas transltcidas, condiciones
que se asemejan a la realidad.

Figura 7. (a) Un acuario con 8 peces para realizar prueba CLso, (b) La mitad de la
poblacién se muere (CLso), (¢) Se comprueba la CLsgcon un nuevo experimento.

(@) (b) (©)

6.3 SELECCION DE LAS CONCENTRACIONES EXPERIMENTALES

El Roundup se disolvid en agua natural para obtener la concentracién final esperada para cada
tratamiento, y se las obtuvo de la siguiente manera:

La Concentracion alta (C.Alta): El 80% de la CLso se seleccioné como la concentracion
experimental alta, que constituye la Concentracion Méxima Tolerada. Esto se determind
mediante la siguiente formula: C.Alta = 80% (CLso) = CMT

La Concentracion media (C.Media): La mitad de la concentracion maxima tolerada se
estableci6 como la concentracion media, se calculé6 mediante la siguiente formula: C.Media=
(80% CLso)/2.

La Concentracion baja (C.Baja): La cuarta parte de la concentracion maxima tolerada se
establecio como la concentracion baja, se calculé mediante la siguiente formula: C.Baja= (80%
CLso)/4.



6.4 SELECCION DE LA CONCENTRACION CONTROL

Control negativo: Los peces se sometieron al control negativo que es agua natural, el
disolvente empleado. En este control lo Unico que varia de los demas tratamientos es la
ausencia de plaguicida.

6.5 PRUEBA DE GENOTOXICIDAD

Antes de iniciar con los experimentos, los responsables de este trabajo de grado estandarizaron
la técnica de Micronucleos en eritrocitos de peces en el laboratorio. Se trabajé con un disefio
de bloques aleatorizados y se utilizaron 12 acuarios distribuidos en 3 bloques de 4 acuarios
cada uno. La distribucion de los blogues se realizé de la siguiente manera. El bloque 1:
Tenia 4 acuarios, de los cuales a 3 se les aplicé las concentraciones Alta, Media y Baja de
Roundup respectivamente y 1 acuario con el control Negativo. El bloque 2 y 3: llevaron la
misma distribucion del blogue 1 con la Unica diferencia de que los tratamientos se dispusieron
de forma aleatoria en cada acuario. En cada acuario se colocaron 8 peces de la misma edad, se
sacrificaron 2 peces por acuario con un intervalo de 48 horas, por lo tanto se realizaron 4
muestreos con una duracion total de 8 dias.

Figura 8. Distribucion de los tratamientos en bloques aleatorizados para la evaluacion del
efecto genotoxico.

1)
Control Negativo Conc. ALTA Conc. MEDIA Conc. BAJA

Conc. BAJA Conc. MEDIA

3)
Conc. BAJA Conc. MEDIA Conc. ALTA Control Negativo



6.5.1 Distribucion de los bloques en el laboratorio.

La distribucion de los tratamientos se realizé de forma aleatorizada en cada acuario (ver fig.10),
un total de 12 acuarios divididos en 3 bloques de 4 acuarios (ver fig. 11) para los distribuir los
tratamientos y un acuario grande (ver fig.9) en el cual los peces se aclimataron por 15 dias y
se alimentaron durante el transcurso del experimento.

Figura. 9. Distribucién de 3 bloques con sus respectivos acuarios (4) de forma
aleatorizada y un acuario grande de aclimatacion y alimentacion.
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Figura 10. Distribucion de acuarios por cada bloque.




6.5.2 Protocolo de micronucleos en eritrocitos de las branquias de tilapia nilética
(Oreochromis niloticus)

Para la obtencidn de eritrocitos de branquia en peces, se llevo a cabo el desarrollo de un
protocolo, el cual fué ensefiado en el laboratorio de citogenética y genética molecular de la
Universidad de Antioquia por la Mg. Mercedes Pefialosa, este protocolo fue estandarizado
en el laboratorio de Toxicologia Genética y Citogenética de la investigacion, se realizaron
algunas variaciones en el tiempo de envejecimiento de las placas, y el tiempo requerido
para una optima tincion.

A continuacion se citan los pasos requeridos para realizar el protocolo de .microndcleos en
eritrocitos de las branquias de pez (ver figura 12).

Para obtener los eritrocitos de las branquias del pez, se abre el opérculo branquial y se
corta con un bisturi la branquia desde la parte basal, la cual se puede identificar porque es
de color rosado claro, con la ayuda de una pinza la retiramos con mucho cuidado.
Inmediatamente se saca una gota de sangre de la branquia y se coloca en un portaobjetos
que previamente ha sido limpiado y codificado para luego realizar doble ciego en la lectura
de las placas y de esta forma evitar sesgos que puedan alterar los resultados. Con un
cubreobjetos se realiza un extendido muy fino con el fin de que las células no se traslapen y asi
obtener una buena visualizacion al microscopio. Luego se seca la placa por unos 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, es importante fijar la placa con metanol por 5 segundos.
Al dia siguiente se tifie con Giemsa al 5% por 7 minutos. Se observa al microscopio donde se
analizan 4000 células por tratamiento (2000 células por pez) con objetivo de 100x.

Cuadro 5. Actividades para realizar en el protocolo.

ACTIVIDAD MATERIALES Y TIEMPO
EACTIVOS
Extraccion de branquia Bisturi, tabla de disecciony | --
pinza

Colocar una gota de sangre | Portaobjeto --
en el portaobjeto

Realizar un extendido Cubreobjeto --

Secado de la placa a °T 30 minutos
ambiente

Fijacion de la placa Metanol 5 segundos

Tincién 5% 7 minutos




Figura 12. Protocolo de la prueba de microndcleos en branquias de pez.
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6.6 PRUEBA “CALIDAD DE AGUAS”

Las concentraciones experimentales (Alta, Media y Baja) y control Negativo, se
distribuyeron en 4 acuarios en 12 litros de agua natural, los cuales eran oxigenados
constantemente, todos los acuarios tuvieron las mismas condiciones (luz, temperatura,
sustrato entre otros). La medicion de los parametros fisico-quimicos se realiz6 de forma
simultanea al desarrollo del experimento de genotoxicidad, con equipos adecuados y
calibrados, para asegurar datos confiables.

Los pardmetros fisico-quimicos universales que se evaluaron a diario fueron la temperatura
( Ambiental y Agua ), concentracion de oxigeno disuelto (mg/L), conductividad (uMhos/cm),
solidos disueltos totales (mg/L), concentracion de gas carbonico disuelto (mg/L), porcentaje de
saturacion de oxigeno(%), pH (Unidades).

Los pardmetros que se evaluaron tanto al inicio como al final del experimento fueron la
turbiedad (NTU), amonio ( NHa ), nitritos ( NO2), nitratos (NOs), fosfatos (POs), demanda
bioldgica de oxigeno (DBOs) y la demanda quimica de oxigeno (DQO).

El analisis estadistico para los parametros fisico-quimicos del experimento, fue realizado
mediante un analisis descriptivo (Cualitativo).

6.7 REGISTRO Y PROCESAMIENTO DE DATOS.

Los datos se registraron en cuadros individuales para cada prueba (ver cuadros 6, 7,8y 9).
Para la prueba de letalidad CLso , los datos tanto de parametros fisico-quimicos como las
observaciones de toxicidad fueron registrados en cuadros (ver cuadros 6y 7).

En la prueba de genotoxicidad (Prueba de micronucleos), las placas obtenidas en los
muestreos fueron codificadas y analizadas al microscopio con doble ciego para eliminar
algun tipo de sesgo y garantizar la confiabilidad de los resultados, teniendo en cuenta los
mejores campos para el conteo y el registro fotografico. Simultdneamente se analizo y
registrd los parametros fisico-quimicos del agua y los datos obtenidos de micronucleos.

Los datos de frecuencia de micronucleos en 2000 eritrocitos por pez fueron llevados a
cuadros maestros (ver cuadro 9). Luego los datos fueron ingresados a programa excel y una
vez organizados se transfirieron al paquete estadistico SPSS (Statiscal Package for to Social
Scientific), para el analisis estadistico descriptivo y referencial. Se aplicaron pruebas de
normalidad, independencia y homogeneidad de varianza para determinar si los datos
cumplieron con los requerimientos para aplicar pruebas parametricas. EI nimero promedio
de Micronucleos correspondiente a la concentracién de Roundup cumple con la asuncién de
igualdad de varianza (Levene: p>0.05), pero no se adapta a la distribucién normal (Shaphiro-
WilK: p<0.05); por lo tanto el andlisis estadistico de los datos se realiz6 mediante las pruebas
no parametricas como la de Kruskal-wallis (homologa de la ANOVA, prueba paramétrica).



Cuadro 6. Cuadro de registro de datos para la prueba de letalidad (CLso)

EXPERIMENTO |Tto mL de Roundup/L agua|Tiempo(horas) | Total peces [No muertos |No Vivos

1
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Cuadro 7. Cuadro de registro de los Parametros fisico-quimicos en el experimento
Concentracion Letal cincuenta (CLso).

%
Tto mL de Temperatura| Salinidad |Conductividad( |pH CO2 O2 Saturaci
EXPERIMENTO |Roundup/ L agua (°C) (%) uMhos/cm) unidades [(mg/L) (mg/L) |on

1
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Cuadro 8. Parametros fisico-quimicos en prueba de genotoxicidad

ACUARION®°  MUESTREON°__
FECHA | T°a | T° | O.D. % CO2 pH Con TDS | Tub | NHs | NO2 | NOs | POs4 | DBOs | DQO | OBSERVACIONES
ce H |[(mg/L) | sat | (mg/L) | unidades | (uMHos/cm) | mg/L | NTU | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L)
ce %

Te°a: Temperatura ambiental (C°)
T°H Temperatura hidrica (C°)
0O.D: Oxigeno disuelto ( mg/L)

% Sat: Porcentaje de saturacion

Con: Conductividad (uMHos/cm)
CO,: Concentrac. de gas carbdnico ( mg/L) TDS: Sélidos disueltos totales
pH (unidades)

NH,: Amonio ( mg/L)

NO;: Nitritos ( mg/L)
NOs: Nitratos ( mg/L)
PO,: Fosfatos( mg/L)

DBOs: Demanda biolégica de Oxigeno ( mg/L)
DQO: Demanda Quimica de Oxigeno ( mg/L

Tub: Turbiedad (NTU)




Cuadro 9. Registro de frecuencia de micronucleos en Oreochromis niloticus

MUESTREO No Fecha: / /2003
BLOQUE | ACUARIO PEZ 1 PEZ 2
N® N® Cell | No | Coordenadas | Codigo | Cell | No | Coordenadas | Codigo
Total | Mn | importantes Total | Mn | importantes
1
! 2
3
4
1
5 2
3
4
1
3 2
3
4




7. RESULTADOS

7.1 TOXICIDAD DE ROUNDUP (CLsy ) EN TILAPIA NILOTICA (Oreochromis

niloticus)

En el cuadro 10 y figura 13, se presentan los resultados del analisis de toxicidad del Roundup
en Tilapia nilética (Oreochromis niloticus), con el fin de identificar la concentracion letal

cincuenta (CLso) y la Concentracion Mé&xima Tolerada (CMT).

Cuadro 10. Datos de Toxicidad CLsg

EXPERIMENTO | ml de Roundup/L agua Tiempo(horas) | Total peces |[No muertos |No Vivos

1 2.0833 72 8 6 2
2 0.041666667 72 8 3

3 0.005 72 8 0 8
4 0.008333333 72 8 0 8
5 0.01 72 8 2 6
6 0.011666667 72 8 2 6
7 *0.015 72 8 4 4
8 0.015 72 8 4 4
9 0.015 72 8 4 4

*0.015 mL/L, es la concentracién letal cincuenta.




Figura 13. Frecuencia de peces muertos vrs concentraciones de Roundup.
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Con base en la figural3 y cuadro 10, se observa una relacion dosis-efecto o asociacion positiva ya

gue a medida que la concentracion de Roundup aumenta, la letalidad también aumenta a las 72
horas.

Para identificar la CL 5o se hicieron un total de 9 experimentos, cada uno de ellos con 8 peces, la
experimentacion se inicié con una concentracion de Roundup al azar (2.083ml/L) que provoco la
muerte de 6 individuos, es decir una letalidad del 75%, con base en esta informacion se realizaron 6
experimentos mas disminuyendo o aumentando la concentracion hasta lograr identificar la

concentracion de 0.015mL/L que mato a la mitad de los animales tratados. Esta concentracion fue
confirmada con dos experimentos.

A partir de esta concentracion letal cincuenta de Roundup (0.015mL/L) se
concentracién alta (0.012 ml/L), media (0.006mL/L) vy baja (0.003mL/L) de  Roundup, esta
seleccion se hizo teniendo calculando el 80% de ClLso, para concentracién alta, el 50% de

concentracion maxima tolerada para concentracion media y el 25 % de la concentracion maxima
tolerada para concentracion baja de Roundup.

selecciono la



7.2 PRUEBA DE GENOTOXICIDAD DEL ROUNDUP EN TILAPIA NILOTICA
(Oreochromis niloticus).

En la Tabla 1. y Figura 14 se presenta, el nimero promedio de micronucleos en 2000
eritrocitos; con su respectivo error estandar, desviacion estandar y el tamafio de la muestra (n),
correspondiente a las diferentes concentraciones de Roundup y diferentes dias de muestreo.

El nimero promedio de Micronucleos correspondiente a la concentracion de Roundup cumple
con la asuncién de igualdad de varianza (Levene: p>0.05), pero no se adapta a la distribucion
normal (Shaphiro-WilK: p<0.05); por lo tanto el analisis de los datos se hizo principalmente
mediante pruebas no paramétricas.

Tabla1l .Concentraciones de muestreo vs Tiempo de muestreo en dias.

Concentracion Tiempo de MEDIA ERROR DESVIACION N
(mL/L) muestreo(dias) ESTANDAR ESTANDAR

2 2.500 1.220 1.51658 6

4 3.167 1.220 2.99444 6

0 6 2.167 1.220 2.04124 6

8 0.333 1.220 0.51640 6

Total 2,0417 0,643 24

2 5.833 1.220 3.86868 6

4 6.500 1.220 2.88097 6

0,003 6 3.333 1.220 1.75119 6

8 1.500 1.220 0.83666 6

Total 4,292 0,634 24

2 7.500 1.220 1.37840 6

4 9.667 1.220 6.83130 6

0,006 © 6 3.167 1.220 2.71416 6

8 6.000 1.220 2.75681 6

Total 6,583 0,634 24

2 10.167 1.220 2.92689 6

4 9.333 1.220 4.27395 6

0,012° 6 5.333 1.220 2.65832 6

8 5.667 1.220 1.63299 6

Total 7,625 0,634 24

p*=0.000 p<0.05

a. Nivel de Significancia ® para comparar las concentraciones, calculado mediante la
prueba no paramétrica de Kruskal-wallis.

b. ElI nimero promedio de Micronucleos de las diferentes concentraciones difiere
significativamente (p<0.05) de los tratamientos 0 y 0.003 mL/L, calculado mediante la
prueba de correlacion maltiple de Duncan.



Figura 14 . Frecuencia de Micronucleos / 2000m eritrocitos de branquias de Tilapia
nilética vrs Concentraciones de Roundup (mL/L).
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En latabla 1. Se observa que existe una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) en el
nimero promedio de microndcleos en 2000 eritrocitos entre los cuatro tratamiento de
Roundup incluido el control negativo. En la figura 14. se observa una respuesta dosis-efecto,
porque a medida que aumenta la concentracion de Roundup hay un incremento en la frecuencia
de micronicleos. La concentracién de Roundup que presentd la mayor frecuencia de
microndcleos (7.625 Mn/2000) fue la concentracion 0.012mL/L. Hubo una diferencia
estadisticamente significativa entre el nimero promedio de micronucleos (n° XMn/2000
eritrocitos) registrada para las concentraciones alta y media (7.625 y 6.583 XMn/2000
eritrocitos) (ver Figura 16 y 17) respecto de la concentracion baja y control negativo (4.292 y
2.0417 XMn/2000 eritrocitos) (ver Figura 18 ).

En la Tabla 1 y Figura 15 se observa que en general el nimero de micronicleos por 2000
eritrocitos disminuye al transcurrir el tiempo (dias) de muestreo.

Mediante analisis de regresion (ver figura 15) se puede inferir que la variabilidad observada en
el numero de Mn/2000 eritrocitos se debe en un 13% al tiempo de exposicion, es decir que
sobra un 87% sin explicar, que posiblemente se debe a otros factores no considerados en el
experimento.

El experimento se hizo mediante un disefio de bloques aleatorizados, el cual no influy6 en la
induccién de microndcleos por el Roundup, ya que no hubo diferencia significativa (Kruskal-
Wallis: p>0.05) entre ellos.

Con base en los andlisis estadisticos realizados podemos concluir que Roundup resulto
genotdxico en Oreochromis niloticus incrementando la frecuencia de microndcleos a medida
gue se aumentan las concentraciones (0.003, 0.006, 0.012 mL/L) del compuesto, este efecto
genotdxico se observo especialmente para las concentraciones alta (0.012mL/L) y media
(0.006mL/L). Se observo que hubo una disminucion en la frecuencia de micronucleos al pasar
los diferentes muestreos (dias).



Figura 16. Micronucleos observados en sangre periférica de branquias de Oreochromis
niloticus con concentracion alta (0.012mL/L) de Roundup.
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Figura 17. Micronucleos observados en sangre periférica de branquias de Oreochromis
niloticus con concentracion media (0.006 mL/L) de Roundup.




Figura 18. Micronucleo observado en sangre periférica de branquias de Oreochromis
niloticus con concentracion baja de Roundup.
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Figura 19. Anomalias o deformaciones nucleares observadas en algunas placas.
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7.3 PARAMETROS FISICO-QUIMICOS PARA DETERMINACION DE CALIDAD
DEL AGUA.

Al comparar los pardmetros fisico-quimicos del control negativo (agua natural) con los
tratamientos en concentraciones altas, media y baja, se observa que en estos ultimos hubo
un cambio significativo durante el transcurso del experimento en parametros tales como:
turbiedad, concentracion de gas carbonico disuelto, pH, conductividad, concentracion de
solidos disueltos totales, amonio, fosfatos y fosforo.

No se aprecio incidencia directa negativa sobre la concentracion de oxigeno disuelto inicial,
excepto en el tratamiento con la concentracion mas baja, igual situacion sucedio en relacién
con el porcentaje de saturacion de oxigeno disuelto y su porcentaje de saturacion, DBOs y
DQO (ver cuadro N° 12).

Los valores registrados para el agua natural (control), indican un indice de calidad
adecuado para el normal desarrollo y distribucién de la biota acuatica y de los normales
flujos de materia y energia, en donde se puede apreciar baja turbiedad, porcentaje de
saturacion de oxigeno disuelto que alcanz6 el minimo 6ptimo (80%), concentracion de gas
carbonico disuelto que indica procesos normales de respiracion, pH ligeramente &cido,
conductividad y concentracion de sélidos disueltos totales, lo cual se puede verificar al
analizar los valores hallados para los indicadores quimicos de procesos de degradacion de
materia organica (amonio, nitritos, nitratos), DBOs, DQO y ausencia en la columna de agua
de compuestos a base de fésforo.

Los valores arrojados en la dosis alta (0.012ml/L), muestran un incremento en los
siguientes parametros: turbiedad, pH (tendencia a la alcalinidad), conductividad, sélidos
disueltos totales, DBOs, amonio; Yy significativamente fosfatos y fdsforo total;
disminuyendo curiosamente la DQO. Con la dosis media (0.006mL/L), se puede apreciar
disminucion en la concentracion de oxigeno disuelto y leve incremento en la de gas
carbdnico disuelto, lo que refleja cierto tipo de actividad de oxidacién y/o respiracion,
puesto que se registraron valores para fosfatos, fosforo total y amonio. Con la dosis baja
(0.003mL/L), se observa un incremento significativo de la turbiedad, del gas carbdnico
disuelto, de la conductividad, solidos disueltos totales, DBOs, DQO, fosfatos y fosforo total
y disminucion marcada de la concentracion de oxigeno disuelto y del pH.



Cuadro 11. Pardmetros fisico-quimicos en el experimento Concentracion Letal 50.

Temperatura | Salinidad | Conductividad |PH Concent |congent. Saturacion
EXPERIMENTO [Tto mL de Roundup/ L agua C) (%) (uMhos/cm) _|(unidades) CO2MIL) lo,(mg/L)  |de 02 (%)

0.9

1 0,1666 17,5 0 200 6,38 35 39
11

2 0,041666667 175 0 200 6,05 33 37
15

3 0,005 17 0 200 6,04 3,4 38

2

4 0,008333333 17 0 200 6 3,9 40
175

5 0,01 17,8 0 190 6 4,1 42

1

6 0,011666667 17,8 0 180 5,5 3,9 39
15

7 *0,015 175 0 170 5,57 4,1 41
15

8 *0,015 17,5 0 170 5,57 4,1 41
15

9 *0,015 175 0 170 5,57 4,1 41

*0.015 = Concentracién Letal cincuenta (CLso)




Cuadro 12 . Parametros fisico-quimicos analizados (valores promedio) para la prueba de

genotoxicidad.

TRATAMIENTO (mL/L)

PARAMETRO ALTA (0,012) | MEDIA(0,006) BAJA (0,003) | (Agua
natural)
Temperatura(®C) 175 175 175 175
Turbiedad (NTU) 6 5 15 1
Oxigeno 6.6 6.2 3.7 7.1
disuelto (mg/L)
% Saturacién 71 68 40 80
Oxigeno
CO, (mg/L) 2 25 3.80 2
pH (Unidades) 7.18 7.31 6.70 6.74
Conductividad 90 96 100 62
(uMhos/cm)
Solidos 36 38.4 40 24.8
disueltos totales
(mg/L)
Salinidad (%) 0 0 0 0
DBOs (mg/L) 2.5 2.0 3.5 1.5
DQO (Mg/L) 66 43 85 76
Amonio(mg/L) 7 7 7 0.25
Nitritos(mg/L) 0.01 0.01 0.01 0.01
Nitratos(mg/L) 90 90 65 90
Fosfatos(mg/L) 0.88 0.072 2.11 No se
detectd
Foésforo(mg/L) 0.32 0.24 0.69 No se

detect6




Figura. 20 . Valores de temperatura (*C) versus concentraciones de Roundup.
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Figura. 21 . Valores de turbiedad (NTU) versus concentraciones deRoundup
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Figura 22 . Valores de Oxigeno Disuelto (mg/L) versus concentraciones de Roundup.
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Figura. 23. Valores de % de Saturacidon de Oxigeno versus concentraciones de Roundup.
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Figura 24. Valores Concentracién de CO, (mg/L) versus Concentraciones de Roundup.
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Figura. 25. valores de pH(Unidades) versus concentraciones de Roundup.
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Figura. 26. valores Conductividad (uMhos/cm) versus concentraciones de Roundup.
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Figura 27. Valores Solidos disueltos totales (mg/L) versus concentraciones de Roundup.
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Figura. 28. valores de salinidad %oversus concentraciones de Roundup.
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Figura. 29. valores de DQO (mg/L) versus concentraciones de Roundup.
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Figura. 30. Valores Concentracién de DBOs (mg/L) versus concentraciones de Roundup.
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Figura. 31 . Valores de Amonio (mg/L) vrs concentraciones de Roundup.
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Figura 32 . valores de Nitritos (mg/L) vrs concentraciones de Roundup.

0.01 0.01 001 0.01
014

0.0081j

NITRITOs 9-0061]
0.004 4

(mg/L)

0.002 1

O ALTA(0.012)
@ MEDIA(0.006)
B BAJA(0.006)
B AGUA NAT

0

concentraciones de roundup(ml/L)

Figura 33.valores de Nitratos (mg/L) vrs concentraciones de Roundup.
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Figura. 34. valores de Fosfatos (mg/L) vrs concentraciones de Roundup.
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Figura 35 . valores de Fosforo (mg/L) vrs concentraciones de Roundup.
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8. DISCUSION

El extensivo uso del plaguicida Roundup en la erradicacion de cultivos ilicitos, ha sido el
punto central de polémicas sobre todo por su toxicidad, aunque sus efectos a corto plazo se
conocen (dolor de cabeza, dermatitis, problemas respiratorios, conjuntivitis, mareos, etc.),
los efectos a largo plazo como los mutagénicos, carcinogénicos, teratogénicos son poco
conocidos; luego es importante y prioritario realizar investigaciones para evaluar el efecto
genotoxico de los plaguicidas como el Roundup no solo in vitro como se han realizado
algunos estudios, sino también in vivo y lo que es mas importante en sistemas acuaticos,
que permitan predecir los potenciales efectos genotdxicos no solo en humanos que
consumen aguas contaminadas por efecto de escorrentia de los plaguicidas sino también
ambientes acudticos. Existe una gran similitud en el sistema enzimatico del metabolismo de
los peces, que a menudo responde a los quimicos toxicos de manera similar a los
vertebrados superiores, caracteristica que los hace un modelo de experimentacién adecuado
(Yang et al., 1990; Washburn and Di Giulio, 1989; Stegeman and Lech, 1991). En
consecuencia, al evaluar el efecto genotoxico del Roundup en los peces, se podria
establecer el potencial efecto en humanos. La toxicidad de los plaguicidas muestran
diferencias cuando se emplean los ingredientes activos y la formulacion comercial, debido
a que esta ultima contiene ingredientes activos, compuestos inertes o surfactantes que
pueden tener un efecto aditivo, sinergistico o potenciador del ingrediente activo
(plaguicida). Este estudio muestra la importancia de evaluar la genotoxicidad de la
formulacién comercial de Roundup, que es la que realmente se aplica a los cultivos.

Es claro que Oreochromis niloticus y Tilapia rendalli presentan alta sensibilidad a
compuestos quimicos como pesticidas (Grisolia y Palhares, 2002; Grisolia y Cordeiro,
2000). En condiciones de laboratorio la Tilapia rendalli muestra dificultades para
adaptarse, ya que como fase previa al experimento de toxicidad, genotoxicidad y
parametros fisicoquimicos del agua, sometimos individuos de tilapia rendalli y de
Oreochromis niloticus a una etapa de aclimatacion y adaptacién en las mismas condiciones,
observando que Tilapia rendalli fue mas vulnerable y la mayoria de individuos murieron al
poco tiempo, mientras que Oreochromis niloticus respondi6 positivamente a la adaptacion.

El pez objeto de estudio fue la Tilapia nilética (Oreochromis niloticus). Los animales
fueron colectados en la estacién piscicola de la CRC (Timbio-Cauca) (ver figura 4), nacidos
y criados bajo las mismas condiciones ambientales controladas sin influencia de sustancias
quimicas en los efluentes naturales que surten de agua a los estanques. Los peces fueron
cuidadosamente trasladados al laboratorio, donde se aclimataron en un acuario aireado
constantemente y con suficiente capacidad durante siete dias. Los peces se mantuvieron a
condiciones luminicas naturales (12 horas luz-12 h oscuridad). Aspectos como la edad, talla



y el peso fueron tenidos en cuenta antes de iniciar el experimento. El agua que se utilizo en
el experimento tenia las condiciones fisico-quimicas optimas para los peces (pH: 7.0), fue
recolectada y llevada al laboratorio desde un punto del rio molino sin influencia antrépica
directa. Todos estos aspectos se implementaron en base a la revision bibliografica, donde
autores como Grisolia (2000), Grisolia y Palhares, (2002) De flora et al, (1993) los
recomiendan.

Con Tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus) se han reportado varios estudios en donde se
evallan compuestos como los efluentes de industrias textiles (Cavas y Ergene-Gozukara,
2003), quimicos carcinogenicos como mitomicina C y ciclofosfamida (Grisolia y Starling,
2000; Grisolia y Palhares, 2002), donde se demostrd la sensibilidad que tiene esta especie
para ser usada en la determinacion de compuestos genotoxicos como contaminantes de
ambientes acuéticos (Grisolia y Contiho, 2000).

El Roundup que se utiliz6 en el experimento tenia como componente activo 480g/L de N-
fosfonometilglicina. EI compuesto empleado tenia una presentacién liquida. En la prueba
CLso se inici6 con 25 ml del compuesto puro, los cuales se agregaron en los 12 litros de
agua natural del acuario a una concentracion de 2.08ml/L. Ocho peces se emplearon para
cada experimento de letalidad, donde se esperd 72 horas para observar lo que ocurria con
los individuos, este tiempo fue basado en el reportado por Tolga y Ergene-Gozukara, 2003.
el cual fue de 48 horas. Se realizaron siete experimentos para llegar a la CLso (0.015 ml/L
de Roundup) y se confirmé con dos experimentos mas. Los datos sobre los efectos toxicos
del Roundup en tilapia nildtica, confirma la sensibilidad que tiene esta especie, debido a
que la concentracion letal cincuenta fue baja teniendo en cuenta las concentraciones que se
aplica via intraperitoneal (Grisolia, 2002).

En la prueba de genotoxicidad, los tratamiento en los acuarios se distribuyeron en bloques
aleatorizados, lo que permitio eliminar factores externos como luz, temperatura, humedad;
que pueden influenciar en el experimento. Se utilizaron ocho peces en cada uno de los doce
acuario, para un total de 96 peces. De cada uno se analizaron 2000 células, que es un
numero apropiado para un analisis estadistico con buen poder, teniendo en cuenta que se
han contado 1000 eritrocitos por pez (Ayllon y Garcia, 2000). Varias estudios con la prueba
de micronucleos en varias especies de peces han demostrado que el umbral para la
formacion de Mn es entre el 1°y 5° dia después del tratamiento (Al-Sabti y Metcalfe, 1995;
Grisolia y Cordeiro, 2000). En nuestro estudio muestreamos a los 2, 4, 6, 8 dias, en donde
encontramos que el nimero promedio de Mn en 2000 eritrocitos (n°XMn/2000eritrocitos)
de Mn (7.625) disminuyo al trascurrir el tiempo, datos similares reportaron Grisolia y
Palhares con eritrocitos de rifion y de agalla de Tilapia rendalli y Oreochromis niloticus
expuestos a mitomicina ¢ por 1, 3 ,5, 7, 15 dias, respuesta que no presentaron con
ciclofosfamida ya que con este compuesto se incremento la frecuencia de micronuicleos al
pasar el tiempo; este tipo de variaciones en la frecuencia de Micronucleos probablemente
ocurrié debido a la farmacocinesis de los compuestos usados y la velocidad del ciclo
hematopoyetico en cada especie (Grisolia y Palhares, 2002).



En este estudio el nimero promedio de micronucleos (n°XMn/2000 eritrocitos) fue
estadisticamente significativo en las concentraciones de Roundup (7.625, 6,583, 4.292 Mn)
respecto al control (2.0417 Mn), mostrando una respuesta dosis-efecto. Grisolia(2002)
reportd que Roundup en Tilapia rendalli indujo un incremento significativo de
microntcleos en las tres dosis (42, 85, 170mg/Kg), observandose que Roundup incrementd
la induccién de Mn tanto a dosis altas como bajas, mientras que el herbicida Imazapir s6lo
indujo micronucleos a dosis altas. En un trabajo anterior, Grisolia y Continho (2000)
reportaron resultados negativos en Oreochromis nilotucus y Raton suizo expuesto via
intraperitoneal a cuatro agrotéxicos dentro de los que se encuentra el Roundup

Segun Grisolia y Starling (2000) Oreochromis niloticus y Tilapia rendalli presentaron una
alta frecuencia de microntcleos inducidos por la ciclofosfamida pero en la exposicion a la
mitomicina C Tilapia rendalli fue mas sensible a este compuesto que Oreochromis
niloticus, al igual que un estudio comparativo realizado por Grisolia (2002) en donde se
observa que Tilapia rendalli incrementa la frecuencia de micronucleos a dosis bajas de
Roundup y en raton se observaba que habia incremento de microndcleos a dosis altas
(Dosis méximaTolerada); comparando ambos sistemas se concluye que la Tilapia rendalli
es mas sensible que el raton para realizar estudios de evaluacién genotoxica como este.
Luego los peces son organismos centinelas de la polucion ambiental para la evaluacion de
efecto genotdxico en ecosistemas acuaticos (Hergene-Gozukara, 2001; Grisolia y Starling,
2001; Guha et al, 2002).

Los eritrocitos de agallas son células centinelas muy apropiadas para evaluar la
genotoxicidad de quimicos; por lo tanto se escogio este tipo de células para determinar la
genotoxicidad del Roundup en Oreochromis niloticus. Grisolia y Palhares (2002) no
encontraron diferencia significativa entre la frecuencia de micronucleos de eritrocitos de
rifidn y agallas, teniendo en cuenta que el rifion es el principal érgano hematopoyetico en
los peces, en donde se esperaria encontrar mas eritrocitos micronucleados, debido a que los
micronucleos se forman durante la proliferacién celular.

Los estudios reportados en el cuadro 1 muestran que los peces son generalmente expuestos
a los compuestos quimicos por via intraperitoneal y expuestos directamente en el agua por
un determinado tiempo. Esta Ultima es una forma de exposicion que se acerca mucho mas a
la realidad, ya que mientras el pez capta el oxigeno por medio del agua también esta
absorbiendo el quimico presente en ella mediante las branquias, que por lo general son
plaguicidas, desechos de fabricas etc.

Las anomalias nucleares son deformaciones que se observan en el nacleo de la celula (ver
figura 19), es importante considerar este tipo de anomalias, ya que hasta el momento no se
tiene certeza de que su origen se deba directamente al quimico evaluado o sea causa de una
deficiencia de acido fdlico como lo reporta Yokote (1982). En el andlisis de los eritrocitos
de Oreochromis niloticus expuestos a Roundup, se encontrd algunas anomalias nucleares,
las cuales han sido reportadas en varias investigaciones (Ayllon y Garcia. 2000; Grisolia y
Palhares, 2002) Ayllon y Garcia (2000) consideran que estas anomalias pueden ser un



complemento a la prueba de micronicleos en peces para la evaluacion de agentes
genotoxicos en ambientes acudticos, ya que encontraron una alta frecuencia de
anormalidades nucleares en eritrocitos de Phoxinus phoxinus expuesto a mitomicina ¢ por
24 horas.

Gravato y Santos en el afio 2003, determinaron el efecto de efluentes de un rio
influenciado por contaminacion urbana e industrial mediante la genotipificacion de los
genes del metabolismo relacionados con las enzimas del metabolismo (P450 y GST) en
Dicentrarchus labrax. Es importante realizar este tipo de estudios basados en genética
molecular, donde se pueda evaluar la susceptibilidad de las especies icticas a diferentes
contaminantes del agua, constituyéndose como herramienta para la conservacion de
especies y la salud humana.

Los estudios reportados por Hoftman y Ratt en el afio 1981, Al-Sabti en el afio 1986, Hose
et al en 1987, Metcalfe en 1988, Al-Sabti y Harding en 1990, Ueda et al en 1992, Williams
y Metcalfe en 1992, Kurihara y otros en 1992, En 1993, De flora et al, Al-sabti en 1994,
Minissi et al 1995, Nepomuceno et al, en 1997, Sanchez et al con varias especies como
Umbra pigmea, Oreochromis mossambicus, Genyonemus lineatus, Ictalurus nebulosus,
Perca fluviatilis, Carassius auratus, Oncorhynchus mikiss, Carassius auratus,
Oncorhynchus mykiss, Carassius auratus gibelio Barbus perplejus, Cyprinus carpio, Salmo
trutta. respectivamente, en donde evaluaron varios compuestos, algunos carcinogenicos
como mitomicina C, corroborando el potencial mutagénico de estas sustancias. Como se
puede observar, los estudios con sistemas acuaticos, se han incrementado al transcurrir el
tiempo, ya que en la época actual esta prueba es muy utilizada por investigadores que se
dedican a evaluar la polucion acuatica.

Esta investigacién hace un gran aporte a la literatura cientifica, y los resultados son de gran
interés en nuestro pais. Se han reportado dos investigaciones mas, en las cuales se empled
la técnica de Micronucleos en eritrocitos de branquias de peces. En la Universidad de
Antioquia, Pefialosa y Camargo (2003) determinaron el efecto genotoxico del cloruro de
mercurio en Bocachico, quienes encontraron una relacion dosis-efecto empleando la prueba
de micronucleos. En la Universidad del Quindio, Hoyos y Lopez (2003), evaluaron el
efecto genotdxico de los efluentes de zonas con influencia agricola, los resultados revelan
que existe una frecuencia significativa de micronicleos en peces en las estaciones
muestreadas en relacion al control.

Es importante complementar las pruebas de genotoxicidad en organismos acuaticos como
los peces con la medicion y analisis de los parametros fisico-quimicos hidricos universales,
pues estos pueden ayudar a entender de mejor forma la dinamica del compuesto dentro del
sistema acuatico que se esta estudiando. Se observa un efecto directo del Glifosato sobre
algunos parametros indicadores de calidad de aguas naturales, que méas adelante se
mencionara en la discusion. No se puede aseverar que en este caso, el deterioro de la
calidad del agua incida directamente en la genotoxicidad de la fauna ictica, pero aspectos



de genotoxicidad en ella pueden ser indicativos de deterioro de la calidad de las aguas
naturales por aplicacion de este compuesto. Seria indispensable continuar con este tipo de
estudios, con el fin de determinar con mayor precision, para saber si estos efectos se dan en
ambas vias.

Al comparar la calidad de las aguas naturales en donde se aplicd cada uno de los de los
diferentes tratamientos con Roundup y la no tratada, que sirvié como marco de referencia,
se puede indicar lo siguiente: los parametros fisico-quimicos de los tratamientos en
concentraciones altas, media y baja mostraron un cambio significativo durante el transcurso
del experimento, comparando con la caracterizacion fisico-quimica del tratamiento del agua
natural en pardmetros tales como: turbiedad, concentracion de gas carbonico disuelto, pH,
conductividad, concentracion de sélidos disueltos totales, amonio, fosfatos y fésforo.

No se aprecio incidencia directa negativa sobre la concentracion de oxigeno disuelto inicial,
excepto en el tratamiento con la concentracion mas baja, igual situacion en relacion con el
porcentaje de saturacion de oxigeno disuelto y su porcentaje de saturacion, DBOs y DQO
(ver cuadro 12). Esta condicion es curiosa, puesto que la aplicacién del Roundup en las
aguas naturales inhibe el proceso de degradacion de la materia organica presente, sobretodo
en relacion con los compuestos a base de fosforo, si se analiza puntualmente la aplicacion y
el efecto inmediato. No obstante, a menores cantidades se nota un incremento de los
procesos de degradacion de la materia organica; razon por la cual, las demandas de oxigeno
disuelto son mayores y la concentracion de iones indicadores quimicos de procesos de
degradacion de materia organica aumentan progresivamente, lo cual a la vez, se puede
corroborar con el incremento en la concentracion del gas carbonico disuelto y su incidencia
directa en la baja del pH (aumento de la acidez total) y del estado tréfico del sistema
hidrico, en cuanto a los valores registrados para la conductividad y en la concentracion de
los solidos disueltos totales (TDS).

Los valores registrados para el agua natural sin ningin tipo de tratamiento con Roundup
(control), indican un indice de calidad adecuado para el normal desarrollo y distribucion de
la biota acuatica y de los normales flujos de materia y energia, en donde se puede apreciar
baja turbiedad, porcentaje de saturacion de oxigeno disuelto por encima del minimo 6ptimo
(80%), concentracién de gas carbonico disuelto que indica procesos normales de
respiracion, pH ligeramente &cido, condicion natural de este tipo de aguas que provienen de
la vertiente occidental de la cordillera central, por incidencia de los suelos de origen
volcanico en atencion a la presencia de la cadena volcanica de Los Coconucos,
conductividad y concentracién de sélidos disueltos totales que reflejan actividad i6nica por
tratarse de aguas naturales en donde se presentan flujos normales de materia y energia, lo
cual se puede verificar al analizar los valores hallados para los indicadores quimicos de
procesos de degradacion de materia organica (amonio, nitritos, nitratos), DBOs, DQO y
ausencia en la columna de agua de compuestos a base de fosforo.

No obstante, al aplicar los diferentes tratamientos, se pudieron apreciar las siguientes
variaciones: para el tratamiento con la dosis alta (0.012ml/L), se incrementaron los



siguientes parametros: turbiedad, pH (tendencia a la alcalinidad), conductividad, sélidos
disueltos totales, DBOs, amonio; y significativamente fosfatos y fosforo total;
disminuyendo curiosamente la DQO, lo cual explica que el Roundup incide mas como
tensor organico que inorganico. A la vez, aungue baja un poco la concentracion de oxigeno
disuelto, no se presento variacién alguna en relacién con la concentracion de gas carbénico
disuelto, lo cual explica disminucion en el proceso normal de degradacion de materia
organica, pues era de esperarse incremento en la concentracion de este gas por procesos de
respiracion y/o oxidacién y alta demanda oxigeno disuelto.

Para el tratamiento con la dosis media (0.006mL/L), se puede apreciar disminucion en la
concentracion de oxigeno disuelto y leve incremento en la de gas carbénico disuelto, lo que
refleja cierto tipo de actividad de oxidacion y/o respiracion, puesto que se registraron
valores para fosfatos, fésforo total y amonio, parametros que se consideran como
indicadores quimicos de procesos de degradacion de materia organica, marcando actividad
i6nica lo cual se puede corroborar con los registros de conductividad y de sélidos disueltos
totales.

Para el tratamiento con la dosis baja (0.003mL/L), se observa un incremento significativo
de la turbiedad, del gas carbonico disuelto, de la conductividad, sélidos disueltos totales,
DBOs, DQO, fosfatos y fdsforo total y disminucion marcada de la concentracion de
oxigeno disuelto y del pH. Lo anterior corrobora que en el sistema se presenta actividad de
oxidacion de materia organica y en este tratamiento en donde el Roundup disminuye su
accion inhibitoria del proceso de degradacion de materia organica, permitiendo que ése se
desarrolle normalmente.

De todas maneras, la presencia en los sistemas de acuarios de una biota acuética
representada por la especie ictica objeto de la investigacién, Tilapia nilética (Oreochromis
niloticus), ademas de una microbiota natural acompafante (por tratarse precisamente de
aguas naturales), la cual elimina permanentemente residuos provenientes de sus procesos
metabolicos, hace que las descargas organicas se den progresivamente; esto se refleja en los
valores registrados en los diferentes tratamientos para amonio, nitritos y nitratos. Su
presencia daria a pensar que en funcion del tiempo y con la presencia del oxigeno disuelto,
los ciclos naturales del nitrogeno y del fosforo se dieran en la medida del incremento de la
carga organica. Sin embargo, se puede apreciar que los valores de amonio y nitritos
permanecen constantes en los tres tratamientos, con disminucion de nitratos en la
aplicacion de la dosis baja. Esta ultima situacion obedece posiblemente a que el ciclo del
nitrégeno no se cumplio totalmente en el momento del muestreo. Pero el incremento
significativo de fosfatos y de fdsforo total en la columna de agua, es indicativo para los
diferentes tratamientos, en especial el de dosis baja, de actividad de degradacion, con
procesos de oxidacion (degradacion), que marcan DBOs, DQO y actividad ionica en el
medio acuatico.

Es de esperarse que en funcion del tiempo, con el aumento del grado de dilucion de la
columna de agua, al disminuir la concentracion del Glifosato, los procesos de oxidacion se



den mas acentuadamente en el ecosistema acuatico; razon por la cual, los efectos de la
aplicacion de este compuesto se van a reflejar en un tiempo posterior a la aplicacion y uso
del mismo. En otras palabras, los efectos negativos no se aprecian inmediatamente, sino
con el correr del tiempo, condicion tipica de tensores que se camuflan (solapan)
momentaneamente y los efectos sinérgicos se presentan en un tiempo posterior, aspecto
importante a tener en cuenta en los analisis de calidad de aguas naturales y su evaluacion en
estudios de impacto ambiental sobre los recursos hidrobiolégicos.

Estas investigaciones contribuyen a fortalecer la validacion de la prueba de microndcleos
en peces por parte de la comunidad cientifica del mundo. Con este tipo de trabajos se puede
incentivar a los investigadores de nuestro pais a adelantar mas estudios relacionados con los
efectos de los plaguicidas en especial del Roundup (Glifosato) en diferentes ecosistemas y
organismos que en él interactdan, de esta forma determinar efectos tanto a corto como a
largo plazo (mutagénicos, carcinogénicos, teratogénicos). Principalmente previniendo el
deterioro de la salud humana y sistemas acuaticos..

Los resultados de este estudio seran divulgados en eventos cientificos y comunicados a las
entidades que regulan y manejan el control de los plaguicidas con el propdsito de
motivarlos a la reflexion critica y al disefio de estrategias de prevencién, control y
reduccién del uso de plaguicidas como el Roundup, que es empleado extensivamente en la
eliminacion de cultivos ilicitos.



9. ALCANCES

Esta investigacion servira como pauta para posteriores trabajos donde se pueda determinar el
efecto genotdxico de sustancias en especies icticas como las estenotdpicas ( sensibles a
pequefias alteraciones fisicoquimicas) y especies nativas para evaluar los efectos del Roundup.

Con este tipo de trabajos se puede incentivar a la comunidad cientifica de nuestro pais a
adelantar mas estudios relacionados con los efectos de los plaguicidas en especial Roundup
(Glifosato) en diferentes ecosistemas y organismos que en €l interactian, de esta forma
determinar efectos tanto a corto como a largo plazo (mutagénicos, carcinogénicos,
teratogénicos). Principalmente previniendo el deterioro de la salud humana.

Con la realizacion de estudios encaminados a determinar la influencia de Roundup (Glifosato)
en los parametros fisico-quimicos del agua, se visualizaria y confirmaria el efecto directo o
indirecto que altera la fisiologia del pez.

Esta investigacion puede aplicarse en proyectos de saneamiento ambiental para iniciar procesos
de tipo reglamentario por parte de las entidades que vigilan y controlan el ambiente.



10. RECOMENDACIONES

Mediante un estudio de espectroscopia de masas, seria interesante evaluar la influencia
del tiempo en la concentracion del Roundup (Glifosato) en estudios in vivo e in situ.

Seria de gran importancia evaluar los efectos de Roundup (Glifosato) en ambientes
acuaticos aledafios o pertenecientes a zonas donde se aplican el plaguicida tanto para
erradicar cultivos ilicitos como para la agricultura, con el fin de acercarse mas a la
realidad ambiental.



11. CONCLUSIONES

La concentracién letal cincuenta en Oreochromis niloticus fue de 0.015 mL/L de
Roundup.

En este experimento in vivo se demostré que Roundup (Glifosato) es genotdxico para
Oreochromis niloticus.

Roundup puede tener un efecto potencialmente genotoxico en el hombre a largo plazo,
desarrollando procesos mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos.

El nimero promedio de microndcleos se incrementa significativamente respecto a las
concentraciones de Roundup que varia entre 4,242 y 7,645 Mn/2000 células.

La frecuencia de microndcleos disminuye respecto al tiempo en todas las
concentraciones del experimento.

La distribucion de los bloques no muestra estadisticamente una influencia para la
frecuencia de micronucleos.

Por los resultados de la caracterizacion fisico-quimica hidrica, el Roundup
(Glifosato) en las aguas naturales inhibe transitoriamente el proceso de degradacion
de la materia organica presente, sobretodo en relacién con los compuestos a base de
fosforo, si se analiza puntualmente la aplicacion en altas concentraciones y el efecto
inmediato.

Los efectos del Roundup (Glifosato) sobre la calidad de las aguas naturales se
pueden reflejar en tiempo posterior a su aplicacién, razon por la cual, a grandes
concentraciones no se puede detectar el efecto inmediato, pero al aumentar la
capacidad de dilucion en el sistema por incremento hidroldgico, o sea, disminucion
de la concentracion del compuesto, estos efectos se reflejan en los procesos de
oxidacion y degradacion de la materia organica
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