/

UnNiUeERSIDAD auTONOMma
DE aGUaSCaLIENTES

CENTRO DE CIENCIAS BASICAS

DEPARTAMENTO DE TOXICOLOGIA

TESIS

Efecto del glifosato y formulaciones comerciales del rotifero
dulciacuicola Lecane papuana: estimacion del riesgo
ambiental mediante la distribucion de la sensibilidad de
especies.

PRESENTA
Monica Sarai de Alba Jiménez

Para obtener el grado de Maestria en Ciencias en el area de Toxicologia

INTEGRANTES DEL COMITE TUTORAL

Tutor: Dr. Roberto Rico Martinez
Cotutor: Dr. Mario Alberto Arzate Cardenas

Asesor: Dr. Fernando Martinez Jerénimo

Aguascalientes, Ags, junio del 2021



Autorizaciones

DICTAMEN DE LIBERACION ACADEMICA PARA |NICIAR LOS TRAMITES DEL

..,,.,.m.;._uaw EXAMEN DE GRADD ’
DN G T B
Fecha de dictaminacion dd/mm/aa: 33 de junio, 2021
NOMBRE:  MONICA SARAIDE ALBA IMENE? *© — %
MAESTRIA EN CIENCIAS ARER BIOTECHOLOGIA VEGETAL T LGAC Idet
PROGRAMA: TOKICOLOG LA posgrado): ToRCOLOGTA
TIPO DE TRABAJO: [ % ) Tesis 1 1 Trabajo practice

Efecto del glifosato y formulacienes comerciales del rotifern dulciacuicola Lecane papuana: estimacidn del riesgo ambéental mediante la
TITULOD: distribucidn de la sensibilidad de especies,

Ampliar el comnocimiente sobre la toxicidad del glifesato para

IMPACTO SOCIAL (sefialar el impacto lograda): dimensionar major el riesgo ambiental en Mésico

INDICAR SI/NO SEGUN CORRESPONDA:

Elementos pars i revisitn académica del trabajo de tesis o trabajo practico:
S Eltrabajo o3 congruente con las LGAC del programa de posgrado
£ La problemitica fue abordada desde un enfoque multidscipbnaria
5 Existe coherencia, continuidad v orden Kgico del tema central con cada apanado
£ Les resultacos del trabajo dan respuesta 5 las preguntas de investigacion o a I problemitica que aborda
Los resultados presentadas en el trabajo son de gran relevancs Gentifica, tecnologica o profesional segun el drea
El rabajo demuestra mas de una aportackn ariginal al conocimients de su Areg
Las aportaciones responden akas problemas prioritarios del pals
Generd transferesia del canocimiento o tecnoldgica

Ei ggrasado cumple con lo siguiente:
sf Cumple con ko seflalado por el Reglamento General de Docenda
Cumple con bos requisitos sefalados en el plan de estudies (eréditas curriculares, optatives, actividades complementarias,estancia, predocioral, sic)

i
5f Cuenta con kos votos aprobatorios del comité tutoral, en caso de les pasgradas profesionales si tene salo tutorpodrd liberar solo e tutor
NA Cuenta con la cama de satisfaccidn del Usuario
sf Coincide con e titulo y objetivo registrado
s TeENE CONEMUENCla 00N CUBTpos araddmicos
sf Tigne &l CVU del Conacyt actuslizado
WA Teene el articulo aceptade o publicado y cumple con los requistos institucicnales (en taso que proceda)
En caso de Tesis por articuios centificos publicadas:
NA Acepiacidn o Publicacidn de |os articulos segdn el nivel del programa

F& El estudiante es el promer autor
NA El autor de correspondencia es el Tutor del Niclep Académico Basko
KA Er o articulos se ven reflejados los objetivos de la tesis, ya que son produdo de este rabad de investigacidn,

MNA Los articulas integran los capitubcs de |3 tesis y s¢ presentan en elidioma en que fueron publicados
A La sceptacion o publicacidn de lgs articulis en revistas indexades de Htg impacto

Con base a estos criterios, $e autoriza se continden con los tramites de titulaclén y programacidn del examen de grado
FLE h No

FIRMAS

f:::;; ¥ FIRMA BEL CONSEJERD SEGUN LA LGAC DE ADSCRIPCION: éﬁ?ﬁ #%ﬁe{?ﬁ{ﬁx é&ij'

NOMBRE ¥ FIRAMA DEL SECRETARI TECNICO:

ro Alba

* En cana de conflaci g aimnees, frm ok un andisor meembig el SAR de la LGAL cofespoadients distino al bator & 0 ded gamild tatoral, asignady gar o

Rt ?7‘#34-7-5{(’*’? '

WOMBRE ¥ FIRNGA DEL SECKETARIO DE INVESTIGACION ¥ POSGRADO: Dra. en C. Haydée Martinez

Autarizd:
NOMBRE ¥ FIRMA DEL DECANO: M. en €. Jorge Martln Alféred Chives

Nota: procede el trémite para el Depto, de Apoyo ol Posgrode
En cumplimierio com ol A, L05C el Raglamento Genesal de Docencia gue 4 s balrs ksl entie ay funtiones del Consejo Aeadimica ... Culdr 1§ Scienay briminal el prograim de poagrads v el An. 105F las hunciones del
TR0 Tk, lewar o seguimienia g o8 slumas,

Elszaado por. 0, Mpoyo sl Poig Revisadi gr: [, Control Eacolen/, Gastion de Cabdad Agrobeda por: . Control Estola) D. Apoyo ol Fusg. Codgo: DO-SEEFO-1S mcualzacdn 01 Emiskn: 20/06/19



JORGE MARTIN ALFEREZ CHAVEZ
DECANO (A) DEL CENTRO DE CIENCIAS BASICAS

PRESENTE

Por medio del presente como Miembros del Comité Tutoral designado del estudiante MONICA SARAI DE
ALBA JIMENEZ con ID 14698 quien realizé |a tesis titulado: EFECTO DEL GLIFOSATO Y FORMULACIONES
COMERCIALES DEL ROTIFERO DULCIACUICOLA Lecane popuana: ESTIMACION DEL RIESGO AMBIENTAL
MEDIANTE LA DISTRIBUCION DE LA SENSIBILIDAD DE ESPECIES, un trabajo propio, innovador, relevante
e inéditoy con fundamento en el Articulo 175, Apartado II del Reglamento General de Docenciadamos
nuestro consentimiento de que la versién final del documento ha sido revisada y las correcciones se han
incorporado apropiadamente, por lo que nos permitimos emitir el VOTO APROBATORIO, para que ella
pueda proceder a imprimirla asl como continuar con el procedimiento administrativo para la obtencién
del grado.

Ponemos lo anterior a su digna consideracién y sin otro particular por el momento, le enviamos un cordial
saludo.

ATENTAMENTE
“Se LumenProferre”
Aguascalientes, Ags., a 16 de junio de 2021.

Dr. Roberto Rico Mapfi rio Al Cardenas
- __Co- rde tesis

ZAsesor de tesis

c.c.p.- Interesado
c.c.p.- Secretaria Técnica del Programa de Posgrado

Elaborado por: Depto. Apayo al Posgrado. Codigo: DO-SEE-FO-16
Revisado por: Depto. Control Escolar/Depto. Gestién de Calidad. Actualizacién: 00
Aprobado por: Depto, Control /Depto. Apoyo 3 Emisién: 12/05/19




T\

N H%
'

& ,

UMNILUERSIDAD auTONOMA
DE aGuascaLentcs

CENTRO DE CIENCIAS BASICAS

MAESTRIA EN CIENCIASAREA TOXICOLOGIA

PROYECTO

Efecto del glifosato y formulaciones comerciales en el
metabolismo energético de Lecane papuana (Rotifera:
Monogononta)

PRESENTA
Monica Sarai de Albas Jiménez

Vo. Bo.
COMITE TUTORAL

# \ S—— o

Or. Roberto Rico Martinez
Cotutor:
ok

o

('/" : (
A4 ¢

Dr. Fernando Martinez Jerénimo
© Asaesor:

| /
=4

Aguascalientes, Ags., 7 de junio, 2018




9

UNILERSIDAD auToNOMa
DE aGUASCALIENTES

CENTRO DE CIENCIAS BASICAS
MAESTRIA EN CIENCIASAREA TOXICOLOGIA

PROYECTO

Efecto del giifosato y formulaciones comerciales en ol
metabolismo energético de Lecane papuana (Rotifera:
Monogononta)

29 de noviembre, 2019




Agradecimientos

Quiero agradecer a todos los que hicieron posible realizar este proyecto
de tesis. Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnoldgia (CONACyYT) y a la
Uiversidad Autonoma de Aguascalientes por los apoyos y becas que me
permitieron acceder a los estudios de maestria.

Agradezco también a mi comité tutoral por su instruccion y apoyo, en
especial al Dr. Roberto Rico por su dedicacion y direcciébn constante con
humanidad y profesionalismo, enriqueciendo mi proceso y mi educacion con su
experiencia y sabiduria.

Al rector el Dr. Avelar, al decano el Dr. Alférez, jefes de departamento y
todos los que forman parte del programa de la maestria, coordinadores,
profesores y los que hicieron posible que la 132 generacion de maestria
pudiéramos completar el programa con éxito y llevando nuevas y agradables
experiencias que enriquecen nuestras vidas profesionales y personales.

Un agradecimiento especial para los Dres. Gustavo Santos y Daniel
Robles por su gran apoyo y por todo lo que aprendi por ellos que fue parte
crucial para poder llevar a cabo mi proyecto de tesis, ademas de la motivacion
y fuerza que me aporté su amistad y comprension.



Dedicatorias

A mi esposo, mi complice y amigo, a mis hijos que son mi motivacion
principal y la fuerza para continuar y dar lo mejor de mi.

A mi papé que cree en mi, me apoya siempre, que admiro y quiero con
el corazon.



Indice general

Indice de tablas. ...........ooeeee e 3
INdICE dE fIQUIAS. ... ...coeeeie e, 4
o (o 12T 1 PP 5
RS UM BN, ... 6

ADSHREESI . .............ccccoeveeeieiiiennnenennne. . (U . ... ........... .. 7

IRINtrOdUCCION............oovviiieeeiiiie s eernneaneas b R .. ....... 8

AR Glilesato. ................................ SOREERERRIARINN: . W ... 8

b. Evaluacion de riesgos ecolOgiCoS. ........ccovviiiiiiiiinenenannn. 11

c. Impacto ambiental y estudios de sensibilidad .................... 12

d. Rotiferos y ecotoxicologia..............cooiiiiiiiiiiiiiiii i 13

e. Generalidades de Lecane papuana.............cccoevveeeeennnnn. 15

f. Pruebas detoxicidad ............coooiiiiiiiiii 16

2. ANtECEUBNIES. ... it 22

Bl ustificacion.................. W, ...............c.ccc0cneeeee.. . 20

EIDOtESIS. ..o .. L 21

5. ODJLIVOS. ..ttt 21

6. Metodologias. .......c.oeieieii 22

a. Cultivo de rotiferos.........cocooiiiiiii 22

b. Pruebas de toxicidad aguda...............cocooiiiiii 22

c. Pruebas de inhibicion de la fecundidad............................ 23

d. Inhibicién de la eclosion en huevos amicticos.................... 23

e. Evaluacién de las reservas energéticas de Lecane papuana

expuesto a concentraciones subletales de glifosato............. 24
f. Comparacion de la sensibilidad de especies y obtencion de
concentraciones de seguridad para la proteccion de la biota
acuatica a través de la “Distribucion de la sensibilidad de
ESPECIES, SSD . .. 25



g. Andlisis estadistico..............ooiii 26

T RESUIATOS. . ... 27
a. Pruebas de toxicidad aguda................ccooiiiiiii, 27
b. Inhibiciéon de la eclosién en huevos amicticos.................... 30

c. Evaluacién de las reservas energéticas de Lecane papuana
expuesto a concentraciones subletales de glifosato............. 33

d. Comparacion de la sensibilidad de especies y obtencion de
concentraciones de seguridad para la proteccion de la biota

acuatica a través de la “Distribucion de la sensibilidad de

ESPECIES, SSD ... 39

B SCUSION. .o eee e e e aeeee s snenameeranaa s 4. . . . 43

O, CONCIUSIONES........coiiiiiiiiet it e s e et seenaasaee s chunanaaat 57
RefSREIIBIBIS . ...........c.ccvenveeieevinenrennne. R, ... 58
Anexsil ... .. .. ... .. ... SRR ... B 66



indice de tablas

Tabla 1. Valores de toxicidad de glifosato puro y en férmula comercial
ROUNAUP® . e 34

Tabla 2. Valores de efecto de inhibicion de la eclosion de los huevos amicticos
por exposicion a glifosato puro y formula comercial Roundup®.................. 36

Tabla 3. Valores de toxicidad subletal de glifosato puro y en formula comercial
ROUGBIMEER ..........................cccoiiiiiiieieieeiiieeee e . . . ... 39

Tabla 4. Valores de toxicidad subletal de glifosato con concentraciones
decrecienteS de algas .......o.viviiiiiii e 43

Tabla 5. Distribucién de Sensibilidad de las Especies de agua dulce. Valores

para proteger el 95% de las especies del glifosato..................ccocoiiiiennnn. 46
Tabla 6. Concentracion Prevista sin Efecto ............c.cooooviiiiiiiiiiii i, 46
Tabla 7. Concentraciones Ambientales medidas de glifosato en México........ 58



indice de figuras
Figura 1. Fotografias de Lecane papuana en pruebas agudas a 24 horas...... 32

Figura 2. Fotografias de huevos amicticos de Lecane papuana en pruebas de

inhibicion de la eclosion @ 24 horas..........ovviiiiiii e 33
Figura 3. Concentracion Letal con Glifosato puro..............ccoovieiiiiiinn.... 33
Figura 4. Concentracion Letal con Glifosato en Round up®........................ 35

Figura 5. Concentracion Efectiva de Glifosato para inhibicion de la eclosion de
RUEBVOS @MICHICOS. .. ..o e 35

Figura 6. Concentracion Efectiva de Glifosato en su presentacion comercial
Roundup ® para inhibicion de la eclosién de huevos amicticos.................. 36

Figura 7. Concentracion Efectiva de Glifosato en pruebas de exposicion
CrON{IRENENN ... ... _....._.....L.... . OSSN . B 37

Figura 8. Concentracion Efectiva de Glifosato en su presentacion comercial
Round up ® para pruebas de exposicion cronica...............ccoeeviiiiiiinannnnn. 38

Figura 9. Concentracion Efectiva con Glifosato para pruebas de exposicion
cronica decreciente de algas con 5x105 células/ml..................ooinii. 40

Figura 10. Concentracion Efectiva con Glifosato para pruebas de exposicion
cronica decreciente de algas con 2.5x105 células/ml.................ccooien.. 40

Figura 11. Concentracion Efectiva con Glifosato para pruebas de exposicion
cronica decreciente de algas con 1.25x105 células/ml......................... .. 41

Figura 12. Concentracion Efectiva con Glifosato para pruebas de exposicion
cronica decreciente de algas con 5x104 células/ml.................coooiiiiiinn. 41

Figura 13. Concentracion Efectiva con Glifosato para pruebas de exposicion
cronica decreciente de algas con 2.5x104 células/ml.................c.ooiiiinnll. 42

Figura 14. Distribucion de Sensibilidad de las Especies de Invertebrados de
agua dulce para el parametro LOEC de glifosato...........ccocevviiiiiiiiinnannn. 44

Figura 15. Distribucion de Sensibilidad de las Especies de agua dulce para el
parametro LOEC de glifoSato.........oueiuiiiiiii i e aeaas 45



Figura 16. Distribucion de Sensibilidad de las Especies de agua dulce para el
parametro LC50 de glifoSato........o.oeieieieii i 45

Acronimos
AF: Assessment Factor (Factor de evaluacion)
AMPA: Acido Aminometilfosfonico
ANOVA: Analisis de Varianza
ATP: Adenosin de trifosfato

CEso: Concentracién de Efecto en el que hay una reduccion del 50% en el
parametro a medir

Clso: Concentracion Inhibitoria 50

CLso: Concentracion Letal n en la que se espera que mueran aproximadamente
el 50% de los individuos.

EPA: United States Environmental Protection Agency (Agencia de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos)

EWG: Environmental Working Group, Washington D.C. (Grupo de Trabajo
Ambiental)

FDA: Food and Drug Administration (Administracion de alimentos y farmacos)

HC5: Hazardous Concentration for 5% of Species (Concentracion de Riesgo
para el 5% de las especies)

LOEC: Lowest Observed Effect Concentration (Concentracion en la que se
observa el efecto minimo)

MEC: Measured Environmental Concentration (Concentracion Ambiental
Medida)

NOEC: No observed effect concentration (Concentracion a la cual no se
observa efecto).

OMS: Organizacion Mundial para la Salud
PNEC: Predicted Non- Effect Concentration (Concentracidon Prevista sin Efecto)

QSAR: Quantitative Structure-Activity Relationships (Relaciones Cuantitativas
Actividad-Estructura)



SSD: Species Sensitivity Distribution (Distribucidén de la Sensibilidad de las
Especies)

Resumen

El glifosato es un herbicida de amplio uso agricola y doméstico en
muchos paises, por muchos afios se tenia la creencia que su nivel de toxicidad

era muy bajo para las personas y otros seres no vegetales.

Para contribuir a la comprension de la toxicidad del glifosato y una de
sus formulaciones comerciales Roundup® en organismos no blanco
importantes en las cadenas troficas de muchos ecosistemas, y en particular los
cuerpos de agua dulce de México y Aguascalientes, se presentan
concentraciones letales (Glifosato CLso= 91.2mg/l, Roundup® CLso= 45.7mg/l),
de inhibicion de eclosion de huevos amicticos (Glifosato CEso= 214.5mgl/l,
Roundup® CEso= 229.5mg/l) y sub-letales (Glifosato CEso= 21.2mg/l,
Roundup® CEso= 3.7mg/l), decrecientes de algas (5X10° células/ml
CEs0=45.9mg/l, 2.5X10° células/ml CEso=16.4mg/l, 1.25X10°> células/ml
CEs0=8.7mg/l, 5X10* células/ml CEs0=3.3mg/l y 2.5X10* células/ml
CEso=2.2mg/l) del rotifero Lecane papuana, asi como su inclusion de esta
especie en un estudio de Distribucion de Sensibilidad de las Especies (SSD) y
Concentracion Prevista sin Efecto (PNEC) en comparacién las concentraciones
medidas en el ambiente (MEC) para dar una posible perspectiva del riesgo

ambiental.



Abstract

Glyphosate is an herbicide of wide agricultural and domestic use in too
many countries, for a long time it was believed that toxicity level was very low
for people and other non-plant beings.

To contribute to the understanding of the toxicity of Glyphosate and its
commercial formulation Roundup® in important non-target organisms in the
trophic chains of many ecosystems, and in particular the freshwater bodies of
Mexico and Aguascalientes, lethal concentrations are presented (Glyphosate
LCso= 91.2mg/l, Roundup® LCso= 45.7mg/l), hatching inhibition of amictic eggs
(Glyphosate ECso= 214.5mg/l, Roundup® ECso= 229.5mg/l) sublethal
(Glyphosate ECso= 21.2mg/l, Roundup® ECso= 3.7mg/l), decreasing algae
(5X10° cells/ml ECs0=45.9mg/l, 2.5X10° cells/ml ECso=16.4mg/l, 1.25X10°
cells/ml ECs0=8.7mg/l, 5X10% cells/ml ECs0=3.3mg/l and 2.5X10* cells/ml
CEso=2.2mg/l) of the rotifer Lecane papuana, as well as its inclusion of this
species in a study of Species Sensitivity Distribution (SSD) and Predicted Non-
Effect Concentration (PNEC) compared the Measured Environmental

Concentration (MEC) to give a possible perspective of environmental risk.



Introduccion

Glifosato

El glifosato (N-(fosfonometil) glicina) es un herbicida de amplio espectro
sistémico no selectivo (Munira, et al. 2018) que inhibe la enzima 5-enolpiruval-
shikimato-3-fosfato sintasa que cataliza la sintesis de aminoacidos aromaticos
esenciales en las plantas, algunas bacterias y hongos (Sanchez, et al. 2019). El
herbicida se administra por dispersores y llega a la planta penetrando las
células gracias a los adyuvantes que contienen las férmulas comerciales, que
generan una sinergia para penetrar las membranas plasmaticas y potenciar los

efectos toxicos del glifosato (Silva, et al 2020).

El glifosato es el herbicida mas utilizado en todo el mundo, y el segundo
para uso doméstico debido a su efectividad y bajo costo, ademas de la
creencia de que no era téxico para los mamiferos y las dosis que pudieran
contener los alimentos no representaban un peligro para la salud (Dabney y
Patifio, 2018).

En un principio el glifosato se utilizaba antes de la siembra para eliminar
todas las malezas y dejar el campo listo para la siembra. Desde 1997,
Monsanto comercializa semillas de trigo, frijol, maiz, avena, soya, canola,
algodon, alfalfa y remolacha azucarera transgénicas resistentes al glifosato, por
lo que se administra la férmula comercial del mismo Monsanto llamada
Roundup® de una manera indiscriminada, desgraciadamente los productores
tomaron la mala decision de aumentar el nimero de dosificaciones. Encontrar
otro herbicida tan eficaz como el glifosato no ha sido posible, y no hay buenas

expectativas para desarrollar otro en el futuro cercano (Green, 2018).

Los productos transgenicos resistentes al glifosato producen proteinas
del llanto toxicas para los insectos y nematodos lo que esta agravando la
situacion ya delicada del decremento de la poblacién de abejas (Seide, 2018).
La proteina del llanto es una inclusion paraesporal que provoca un efecto toxico
a una especie que no es blanco, en este caso a las abejas (Crickmore et al.
1998).



Al agregar el glifosato en las plantas transgénicas durante su crecimiento
y antes de la cosecha ha provocado que los productos estén cada vez mas
contaminados con el herbicida. Pruebas realizadas por la Administracion de
Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos de América (FDA por sus siglas
en inglés) encontraron cantidades relevantes en leche y huevo (por la
alimentacion contaminada de vacas y gallinas) y cantidades aun mayores en
frutas y verduras, aun en los cultivos orgénicos por contaminacién cruzada,

aungque en menor proporcion (Ren et al. 2018).

Otros estudios realizados por Grupo de Trabajo Ambiental de Estados
Unidos de América (EWG, por sus siglas en inglés) encontraron glifosato en los
productos provenientes de transgénicos de Monsanto de soya, avena, trigo y
maiz, hasta 400 ppm mas del maximo permitido que es de 160 ppm, por
considerarse una concentracion mas alta no segura para la salud humana
(EWG, 2018).

Recientemente, por la evidencia descubierta, se ha catalogado al
glifosato en el grupo 2A- como probable carcinogénico para los humanos,
siendo la exposicion laboral la mas importante, sin embargo, se ha encontrado
en las muestras de orina de personas que estan expuestas por la alimentacion
(Nova et al, 2020).

El glifosato es un herbicida sistémico, lo que quiere decir que se absorbe
dentro de la planta y se distribuye, por lo que personas y animales terminan
consumiendo partes de la planta contaminadas. La vida media del glifosato en
el cuerpo humano se calcula entre 5.5 y 9 horas (Connolly, et al. 2017).

Estudios en ratones han mostrado neurotoxicidad, citotoxicidad y
toxicidad reproductiva. En ratones embarazadas provocé fallo ovarico,

interferencia en la secrecion hormonal y estrés oxidativo (Ren, et al. 2018).

En peces se inhibe la acetilcolinesterasa lo que induce estrés oxidativo y
genotoxicidad, manifestandose en lesiones en agallas e higado (Sanchez, et
al.2019).

Caenorhabditis elegans expuestos a concentraciones agricolas

relevantes de herbicida que contiene glifosato, mostraron inhibicion del
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complejo Il en las mitocondrias. Los niveles de ATP se redujeron de manera
significativa y las concentraciones de peroxido de hidrégeno y especies
reactivas de oxigeno aumentaron en los gusanos tratados (Burchfield, et al.,
2018).

El glifosato como compuesto puro es menos toxico que la preparacion
con coadyuvantes y surfactantes que incrementan la efectividad al aumentar la
solubilidad del glifosato. Los niveles de concentracion letal media LCso de
glifosato puro son menores en bacterias, microalgas y micro-crustaceos que las
preparaciones como el Roundup®, y dependiendo de la preparacion es su
grado de toxicidad (Sanchez, et al.2019).

Los adyuvantes de la férmula ayudan al glifosato a penetrar en las
células, resultando en bioacumulacién, biodisponibilidad y generando
interacciones de los receptores (Ren, et al. 2018). Uno de los componentes de
la férmula de una de las formulaciones comerciales conocido como Roundup
es la amina de sebo polietoxilada afiadida como emulsificante y considerada un
ingrediente inerte que resulta ser mas toxico que el glifosato (Hetrick y
Blankinship, 2015).

Al ser una molécula anfotérica, por el grupo amino, carboxilato
fosfonato, el glifosato estd en su forma aniénica en un pH entre 4-8 con una
alta afinidad por los iones metalicos AI** y Fe®* y puede formar complejos con
Ca?*, este fendmeno disminuye al aumentar el pH. Compiten con los fosfatos

inorganicos, lo que incrementa su movilidad en el suelo (Okada, et al. 2016).

Una vez que llega al suelo se mineraliza por la actividad microbiana. La
enzima oxidorreductasa lo convierte en acido aminometilfosfonico (AMPA), o
puede ser hidrolizado por la enzima sarcosina, sin embargo la mayor parte se
retiene en la parte de arriba de las columnas de suelo, y si el suelo es arenoso

se incrementa la movilidad del compuesto (Okada, et al. 2016).

El glifosato es soluble en agua por su caracter de zwitterion que lo hace
polar e interacciona con las cargas negativas a través de los cationes Ca?*, AI*
y Fe?*, si al ser aplicado no se disuelve, como en el caso de terreno con polvos

ligeros permanece biodisponible (Weng, et al. 2019).
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Las circunstancias y caracteristicas del ambiente como temperatura,
humedad, pH, condiciones del terreno, vientos, entre otras, influyen en la vida
media del glifosato que puede ir desde 7 hasta 315 dias, siendo lo mas comun

un rango entre 45y 60 dias (Fabriz-Sodré, et al. 2018).

Los ambientes acuaticos son los ultimos receptores del herbicida, lo que
provoca un impacto ambiental de gran magnitud, ya que los organismos
acuaticos, como especies de peces algas micro y macroscopicas, zooplancton
y micro-crustaceos son altamente sensibles. Se alteran ademas las cadenas
troficas, favoreciendo a las especies menos sensibles a la férmula como el alga
dorada y las cianobacterias que ademas se benefician con el incremento total
de fésforo que aporta el glifosato; provocando mayor dafio al ambiente por ser
causantes de eutrofizacion, consumir el oxigeno disponible y otros problemas

de salud del cuerpo de agua (Dabney y Patifio, 2018).

El glifosato podria incrementar el transporte de fosfato a la superficie del
agua, lo que incrementa el fenomeno de eutrofizacion (Murina, et al. 2018). La
eutrofizacion provocada por abundancia de fésforo promueve que la
degradacion del glifosato no sea completa, situacion que importante tomar en
cuenta cuando se quiere evaluar un riesgo ambiental por emisiones de glifosato
(Carles et al. 2019).

En Aguascalientes se utiliza regularmente el glifosato para producir
guayaba, sobre todo en el municipio de Calvillo, cerca de los reservorios de
agua, quedando expuestos a la contaminacion de glifosato, otros pesticidas y
fertilizantes, y a su vez otros organismos que no son objetivo también resultan

perjudicados (Garza-Ledn, et al. 2017).

Una vez que el glifosato es aplicado en su formula comercial, ya sea en
campos de cultivo o jardines, puede alcanzar por deriva, escurrimiento de
lluvias intensas y alcanzar capas profundas de tierra por macroporos debido al

flujo preferencial (Paravani, et al., 2016).

El glifosato en los rios tiene un tiempo de eliminacion media entre 13.8 a

301 dias, dependiendo de factores como temperatura, salinidad, organismos
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presentes, nivel de pureza o contaminacion, estacion del afio y que tanto se

mueve el agua (Carles, et al., 2019).

Estudios recientes muestran que se encuentra mas AMPA que glifosato
en una relacion aproximada del 60% a 40% respectivamente. El glifosato al
contener un fosforo en la estructura quimica de su molécula, aporta este
nutriente a microorganismos que habitan en biofilms, contribuyendo a la

eutrofizacion de los cuerpos de agua (Carles, et al., 2019).

La proporcion de glifosato y su metabolito AMPA depende también de
las condiciones de abundancia o escasez de fosforo ya que se encontré que en
aguas eutrofizadas la proporcion de AMPA era ain mayor, mientras que en
cuerpos de agua oligotroficos la proporcidn era casi igual y ambos compuestos

desaparecen rapidamente (Carles, et al., 2019).
Impacto ambiental y estudios de sensibilidad

El zooplancton es un buen indicador de eutrofizacion ya que a diferencia
de los peces, las condiciones les afectan mas rapido y el impacto es mas
evidente que en el fitoplancton (Perviche-Neves, et al. 2013).

Como aportaciéon a la sociedad, de parte de la ciencia, se busca
desarrollar métodos de evaluacion para estimar el efecto de los riesgos
ecologicos que surgen de la emision de sustancias hacia los organismos. El
modelo SSD (Distribucion de la Sensibilidad de las Especies por sus siglas en
inglés) extrapola las respuestas hacia un contaminante de ciertas especies sin
considerar factores ambientales. En ecotoxicologia, las diferentes respuestas
adquieren significado por las diferencias biolégicas de los organismos
expuestos a cierto compuesto a una concentracion dada (Aldenberg y
Jaworska, 2000).

La SSD, es Uutil para observar el efecto del contaminante en muchas
especies al combinar datos de evaluaciones, y de esta forma obtener una
concentracion que refleje la afectacion a un porcentaje de especies (Van Der
Hoeven, 2001).
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De esta manera, el analisis de SSD al ser una herramienta cuantitativa,
nos aporta pruebas y numeros reales que, sin especular, ayuden a tomar
decisiones para la conservacion del ecosistema. ElI HC5, es el valor obtenido
gue significa la concentracion maxima en la que se espera proteger el 95% de

las especies incluidas en el analisis (Traas, et al., 2001).
Evaluacion de los riesgos ecoldgicos

Si se quiere proteger al ecosistema, en la evaluaciéon del riesgo
ecologico, es necesario definir la concentracion maxima que se puede tolerar
que generalmente se obtenga de un numero limitado de especies que fueron
evaluadas en pruebas toxicolégicas de laboratorio con protocolos
estandarizados, es la concentracion prevista sin efecto (PNEC por sus siglas

en inglés) y puede obtenerse a partir de SSD (Jin, et al. 2011).

Una vez obtenido la PNEC como concentracién limite a la que es
probable que no ocurran efectos adversos, se compara como estrategia para
evaluar riesgos ambientales con las concentraciones ambientales medidas
(MEC por sus siglas en inglés), de dicha comparacion surgen los QSAR o

coeficientes de riesgo (Fabriz-Sodré, et al. 2018).

La Relacion Cuantitativa de la Actividad- Estructura (QSAR por sus
siglas inglés) es una herramienta Gtil para la prediccion de la toxicidad
ambiental por medio de la prediccion de la actividad biologica. La prediccion
cuantitativa es aplicada comunmente para la regulacion y asegurar la inocuidad

del producto para su comercializacion y uso (Dearden, 2002).

Para lograr una prediccion, los QSAR incluyen la relacion sistematica
entre las principales propiedades del quimico en cuestion y las actividades
observadas biologicas, ecotoxicologicas y farmacologicas, asumiendo que en
base a sus parametros tedricos se describen sus estructuras cuantitativamente

por sus propiedades relevantes (Nendza, 1998).
Rotiferos y ecotoxicologia

Es util realizar pruebas de toxicidad en sitios expuestos al contaminante

para poder tener un panorama de la magnitud del problema que se enfrenta y
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sus posibles efectos en el ambiente. Los estudios de toxicidad aguda con
rotiferos han resultado ser practicos por la sensibilidad de los organismos a los
toxicos, el ciclo de vida corto de estos organismos, el tamafio pequefio que
facilita su manipulacién y disminuye costos, y por la importancia que tienen en
las cadenas troficas de cada ecosistema al ser consumidores primarios y

secundarios (Rico-Martinez, et al, 2013).

Los invertebrados acuaticos como los rotiferos se han utilizado
ampliamente para realizar modelos de toxicidad, por muchas buenas razones,

por ejemplo:

v Son marcadores sensibles al riesgo asociado al uso y exposicion de

pesticidas y muchos otros toxicos.

RN

Son organismos muy importantes en la cadena alimenticia.

v El tiempo de transicion que tarda de una generacion a la siguiente es
muy corto.

v Al ser pequefios, no se requiere infraestructura costosa, ni mucho

espacio o recursos para su cultivo (Rubio-Franchini 2007).

Los rotiferos son especies clave en los ecosistemas acuaticos, viven en la
zona litoral de los lagos, reservorios artificiales, estanques de peces, rios,
canales, piscinas y pequefios cuerpos de agua; al alimentarse de detritos
filtrados, microalgas y bacterias son consumidores primarios, y al ser también
alimento para micro y macro crustaceos, peces y otros organismos acuaticos
(Dagne, et al 2008). Son de tamafio pequefio de 0.5 a 2 milimetros y son muy
sensibles a la contaminacion, debido a que no tienen sistema respiratorio, por
lo que toda la superficie de su cuerpo les sirve para respirar, por lo que el
oxigeno disuelto en el agua es vital y no sobreviven en sistemas anaerobios
(Sladecek, 1983).

Los rotiferos cuentan con una “cora” comunmente con cilios, ademas de
tener una faringe especializada llamada mastax que sirve como mandibula. La
mayoria de los organismos son hembras amicticas provenientes de huevos
diploides partenogenéticos. En otofio se producen machos micticos para la

reproduccion sexual, los machos carecen de sistema digestivo, por lo que sélo
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sobreviven para fertilizar los huevos que forman quistes para resistir todo el

invierno y eclosionar en primavera solo hembras (Sladecek, 1983).

Los rotiferos aportan mucha informacién sobre el ecosistema, en altas
montafias en un cuerpo de agua se han llegado a encontrar sélo 20 individuos
por litro de agua, mientras se reportd en una ocasion 23900 individuos por litro
en agua eutrofizada y contaminada (sélo del género Keratella), prefieren el pH
acido aunque pueden proliferar en un amplio rango de pH, no son organismos
parasitos pero si pueden invadir otros organismos si hay una proliferacion

excesiva debido a exceso de recursos (Sladecek, 1983).

Los rotiferos de los géneros Brachionus y Lecane son muy usados en
pruebas de toxicidad, se puede medir bioacumulacién de los contaminantes
gue llegan al agua, biodisponibilidad, excrecion, la proporcién de quimico que
permanece en los tejidos del organismo en relacion a la concentracién de
exposicion definido como bioacumulacion, como afecta la fertilidad, las dosis

letales medias y otros parametros (Hernandez-Ruiz, 2016).
Generalidades de Lecane papuana

En Aguascalientes, se puede encontrar la especie de rotifero Lecane
papuana en cuerpos de agua dulce por ser el clima templado favorable para
habitar. Se ha comprobado su sensibilidad al glifosato, y sobre todo en su
formulacion comercial con adyuvantes (Garza-Leon, et al. 2017). Se encuentra
en las regiones Paleartica, Africana, Oriental, Australiana, Neartica y
Neotropical, siendo transportada por las patas de las aves se encuentra en
muchos territorios. Son tropicopolitas y ocasionalmente se adectan a habitats

en regiones templadas (Segers, 1996).

El integumento estd compuesto por dos proteinas filamentosas,
similares a la queratina, reticuladas por enlaces disulfuro. Las especies en las
gue se espesan regiones extensas del tegumento se llaman lorigadas.
(Nogrady, et al., 1993).

La capacidad de transferencia de carga a través de los enlaces

intermoleculares hace de las queratinas unos buenos biomateriales
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estructurales, con buenas propiedades mecéanicas que proveen al organismo

flexibilidad y proteccion. (Nogrady, et al., 1993).

Pruebas de toxicidad

La toxicidad aguda o letal por glifosato se obtiene al exponer rotiferos
recién nacidos de quistes a diferentes concentraciones de glifosato en su
forma biodisponible en condiciones controladas (Snell, 1991).

La contaminacion producida por los herbicidas como el glifosato tienen
un efecto no solo en la mortalidad y metabolismo de los organismos como los
rotiferos que forman parte de la cadena tréfica, siendo de suma importancia por
ser consumidores primarios y secundarios y alimento para muchas especies
que habita el agua dulce, sino que ademas se ve afectado el crecimiento

poblacional y la distribucion de este en su héabitat (Rico-Martinez, et al, 2012).

En general los rotiferos tienen mayor crecimiento poblacional cuando las
condiciones del agua y la disponibilidad de nutrientes son favorables, siendo
efecto contrario cuando el medio es inhéspito, ya que ademas de que los
contaminantes pueden influir en la cantidad del oxigeno y alimentos
(microalgas generalmente) necesarios para el desarrollo de estos organismos,
ademas la toxicidad de los xenobiéticos pueden afectarlos al grado de que sélo
alcanzan a sobrevivir y se vea relegada su capacidad reproductora (Rico-
Martinez, et al, 2012).

Las pruebas agudas y cronicas se realizan con la finalidad de analizar
los efectos téxicos de una sustancia o una mezcla de estas. Para poder
jerarquizar los efectos de toxicidad es necesario cuantificar por medio de
estandarizar las pruebas y aplicar herramientas estadisticas, de aqui surgen los
parametros como NOEC (Concentracion de efectos no observados) LOEC
(Minima Concentracion de Efectos observados), CL50 (Concentracion Letal
50), CE50 (Concentracion Efectiva 50), mencionando las mas importantes

(Martinez-Jerénimo y Rico-Martinez. 2009).
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NOEC expresa la méaxima concentracion de un toxico a la que
estadisticamente no se observan efectos adversos ya sea en los parametros
poblacionales o sobre la mortalidad .LOEC, expresa la minima concentracion
que al exponer a los organismos, se comienza a observar el efecto adverso
provocado por la sustancia analizada. ElI rango entre estas dos
concentraciones es el margen que nos permite gestionar la concentracion que
se pudiera permitir en términos de preservar la especie que se analizo en las

pruebas (Martinez-Jeronimo y Rico-Martinez. 2009).

Las concentraciones letales estan muy estandarizadas y son muy
evidentes, pero no son muy Utiles para tomar decisiones de proteccion ya que
son muy elevadas y el efecto del toxico a esta concentracion es devastador,
esperandose que muera el 50% de la poblacién del organismo en cuestién. Sin
embargo, es muy Util como parte del analisis para definir concentraciones para
pruebas de concentraciones efectivas, que por lo general miden la inhibicion
del crecimiento poblacional, y siendo una prueba cronica incluye la sensibilidad
del ciclo de vida completo del organismo aportando mayor informacién sobre la
toxicidad y los mecanismos de accion que generan la respuesta toxica (Hook y
Fisher, 2009).

17



Antecedentes

Se han reportado valores de toxicidad en el rotifero L. papuana con
glifosato puro de CLso de 121.99 mg/l (Saucedo-Rios, 2017) A diferencia de
una formulacién comercial de glifosato llamada Faena®, a la cual se report6
una toxicidad mas elevada con una CLso de 19.89 mg/l (Garza-Leon, et al.
2017) debido a que los adyuvantes en la formulacion potencian la toxicidad o la

generan en adicion con el glifosato puro (Albafil-Sanchez, et al., 2019).

Los estudios realizados para medir la toxicidad del glifosato en otros
organismos del zooplancton como el de Daphnia magna, que es el organismo
de prueba mas estandarizado en muchos paises, no son aplicables al entorno
mexicano, ni tampoco de Aguascalientes, ya que la especie no se encuentra en
la naturaleza, a diferencia de L. papuana. Los valores que se reportan de
NOEC es igual a 3.97 para L. papuana y 0.45 mg/l para D. magna en cuanto a
pruebas cronicas que evallan parametros poblacionales en el laboratorio,
mostrando mayor sensibilidad D. magna aunque a diferente tiempo por la

diferencia en las duracion en los ciclos de vida (Cuhra y Bohn, 2013).

Otro rotifero del género Lecane muy similar a L. papuana es L.
quadridentata con una CLso=150mg/| muy similar a D. magna CLso=146mg/I
con glifosato puro, mientras que con la formula comercial Faena® CLs0=6.9mg/I
y CLso=4.1mg/l respectivamente; con un muy considerable aumento en la
toxicidad por los adyuvantes de la formulacién (Dominguez-Cortinas, et al.,
2008)

Estudios de eclosion con glifosato con el género Lecane, han arrojado
resultados sobre el tiempo de eclosion en términos de LOEC y NOEC, y
aunque entre las especies no se encuentra L. papuana, los resultados entre
especies de este género son similares: L. inermis NOEC=0.6mg/l y
LOEC=1.4mg/l, L. closterocerca NOEC=1.4mg/l y LOEC=2.7mg/l, L. hamata
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LOEC=0.6mg/l y L. lunaris LOEC=0.6mg/l, ademas sugieren que el glifosato
tiene la capacidad de pasar o asociarse a las membranas que recubren al
organismo en etapas previas a la eclosion (Gutiérrez et al., 2017).

Con otro rotifero de prueba, Brachionus calyciflorus, se evalu6é también
el efecto adverso en los huevos con glifosato, que en concentraciones mayores
de 0.05mg/l no se encontraban quistes ni hembras micticas que los producian,
demostrando el impacto dafiino al ecosistema de la presencia del glifosato para
la supervivencia de esta especie que sin quistes que resistan cambios de
estacion y diferentes condiciones para generar una proxima generacion se

veria terriblemente comprometida (Xi y Feng, 2004).
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Justificacion

El herbicida glifosato y las preparaciones comerciales que contienen
adyuvantes no descritos por los productores son usados comunmente en todo
el mundo y en México para mejorar los rendimientos de los cultivos y ahorrar
costos de preparacion del terreno, siendo su uso indiscriminado, incluso a nivel
doméstico, por la creencia de que su toxicidad no es elevada y que las
cantidades encontradas en el ambiente no son para preocuparse. Sin embargo,
cada vez hay mas evidencia que las cantidades en el ambiente superan lo que
se referia y que la toxicidad es mas elevada de lo que se referia, alterando la
salud de los cuerpos. Por lo que se encuentra la utilidad de realizar estudios de
toxicidad con organismos sensibles que se encuentren de manera natural en

México como lo es el rotifero Lecane papuana.

Se han realizado estudios con cladéceros de la especie Daphnia magna,
como el organismo de prueba mas estandarizado, pero no es un organismo
representativo para evaluar el riesgo ambiental en Aguascalientes, México; ya

que no se le encuentra en ningun cuerpo de agua del pais.
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Hipotesis

La exposicion del rotifero L. papuana a glifosato puro y en preparacion

comercial, genera un efecto toxico relevante para evaluar el riesgo ambiental.
Objetivos

Objetivo general: Determinar el efecto del glifosato puro y en una
presentacion comercial en el rotifero Lecane papuana mediante analisis de

toxicidad y su correlacién con parametros poblacionales.

Objetivos particulares

1) Evaluacion de la toxicidad aguda del glifosato y de sus formulaciones

comerciales

2) Evaluacion de los efectos del glifosato y presentaciones comerciales en L.

papuana ocasionados por la exposicion crénica al herbicida.

3) Evaluacion del efecto del glifosato y sus presentaciones comerciales en la

eclosion de huevos amicticos de L. papuana

4) Cuantificacion de las reservas energéticas de L. papuana expuestos a

concentraciones subletales de glifosato

5) Comparacion de la sensibilidad de especies y obtencién de concentraciones
de seguridad para la proteccion de la biota acuatica a través de la “Distribucion

de la sensibilidad de especies, SSD”.
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Metodologias
Cultivo de rotiferos

La especie de rotifero L. papuana ha sido cultivada por al menos 5 afios en la
Universidad Autonoma de Aguascalientes en el Laboratorio de Toxicologia
Acuatica (edificio 60). Los cultivos se mantienen en camara bioclimatica (Revco
Scientific) a 25+2°C, con fotoperiodos de 16:8 horas (luz/oscuridad), y se
alimentaron con algas verdes Nannochloropsis oculata en medio EPA (medio
de solucién con carbonato de sodio, sulfato de calcio y de magnesio y sal de

cloruro de potasio).
Pruebas de toxicidad aguda

Se depositaron hembras reproductoras partenogenéticas dentro del
cultivo, con mantenimiento diario, alimentandose ad libitum con las algas entre
4-15 dias bajo estas condiciones para que el cultivo crezca y se renueven las
generaciones, obteniendo para las pruebas mayor cantidad de huevos
partenogenéticos. Se colectaron los huevos partenogenéticos 24 horas antes
del inicio de la prueba para tener la certeza de que su nacimiento fue en ese

periodo.

Se seleccionaron 10 organismos de prueba por cada réplica. Se
comprobd que los organismos seleccionados se encontraban vivos, y se
colocaron en un volumen final de prueba de 1000 pL (considerando que la
gota en la que se colocan los animales es de aproximadamente 50 L, la cual
representa una porcién del medio EPA que se tomd en cuenta para sumar la
cantidad apropiada de Medio EPA y su respectiva cantidad de toxico, en

relacion a los rotiferos).

Se empled glifosato y su presentacion comercial Roundup®, en
concentraciones de 0 (control negativo de Medio EPA) y concentraciones entre
10 mg/L hasta 500 mg/L para encontrar el rango de toxicidad. Cada
concentracion con 5 réplicas. La exposicion se hizo durante 24 horas sin
alimento en una camara bioclimatica a 25 + 2 ° C y con un periodo de luz-

obscuridad de 16:8 horas.
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Tras obtener el conteo de los muertos en cada uno de los pozos de cada
una de las réplicas, se eligieron 5 concentraciones, y 5 réplicas de cada
concentracion para hacer el andlisis probit con el programa Statisitica y a partir

de este analisis obtener los valores de letalidad.

Inhibiciéon de la eclosidon en huevos amicticos

Se colocaron 10 huevos asexuales en cada poza, realizandose 10
réplicas para cada concentracion de organismos expuestos a las mismas
concentraciones utilizadas en las pruebas de la CLso. Posteriormente, se
contabilizaron los organismos que eclosionaron sean vivos 0 muertos y también
se contabilizan los huevos que no han eclosionado transcurridas 24 horas,
después a las 48 horas nuevamente y por ultimo 72 horas acumuladas.

Para obtener un volumen final de prueba de 1000 pL se considero que la
gota en la que se colocaron los animales es de aproximadamente 50 pL, la
cual representa una porcién del medio EPA que se tomo en cuenta para sumar
la cantidad apropiada de Medio EPA y su respectiva cantidad de toxico, en

relacion a los rotiferos, al igual que en las demas pruebas.

Pruebas de inhibicion de la fecundidad

Se depositaron hembras reproductoras partenogenéticas dentro del
cultivo, con mantenimiento diario, alimentandose ad libitum con las algas entre
4-15 dias bajo estas condiciones, del mismo modo que en las pruebas agudas.
Se colectaron huevos partenogenéticos 24 horas antes del inicio de la prueba

para tener la certeza de que su nacimiento fue en ese periodo.

Se seleccionaron 5 organismos de prueba para cada réplica. Se
comprueba que los organismos seleccionados se encontraban vivos, y se
coloca en un volumen final de prueba de 2000 pL (considerando que la gota en
la que se colocan los animales es de aproximadamente 50 pL, la cual
representa una porcion del medio EPA que se tomd en cuenta para sumar la
cantidad apropiada de Medio EPA y su respectiva cantidad de téxico, en

relacion a los rotiferos).

23



El toxico a empleado es el glifosato y su presentacibn comercial
Roundup® en concentraciones de 0, 1/80, 1/40, 1/20, 1/10 y 1/5 de las
concentraciones de la CLso, con concentracion de 1 millon de células de
microalgas aproximadamente por mililitro de solucién, cada tratamiento con 5
réplicas. La prueba se realizé por 96 horas en una camara bioclimatica a 25 + 2

°C y con un periodo de luz-obscuridad de 16:8 horas.

Las pruebas cronicas o sub-letales tienen una duracion de 96 horas y se
llevan a cabo con neonatos y su alimento para que la exposicion se dé
mientras ocurre un crecimiento poblacional y los organismos llevan a cabo su

ciclo de vida.

Para evitar que murieran los rotiferos y el efecto en la reproduccion se
diera a cabo, las concentraciones de glifosato y Roundup® fueron fraccionadas
a 1/80, 1/40, 1/20, 1/10 y 1/5 de la concentracion letal obtenida en las pruebas

agudas. Se realizaron 5 réplicas por concentracion de glifosato y Roundup®.

Cuantificacion de las reservas energéticas de L. papuana expuestos

a concentraciones sub-letales de glifosato

Inhibicion de la reproduccién de organismos expuestos a glifosato, con
concentraciones decrecientes de microalgas (5X10°, 2.5X10°, 1.25X10°, 5X10*
y 2.5X10* células/ml)

Se depositaron hembras reproductoras partenogenéticas dentro del
cultivo, con mantenimiento diario, alimentandose ad libitum con las algas entre
4-15 dias bajo estas condiciones. Se colectaron huevos partenogenéticos 24
horas antes del inicio de la prueba para tener la certeza de que su nacimiento

fue en ese periodo.

Se seleccionaron 5 organismos de prueba para cada rabrica. Se
comprobd que los organismos seleccionados se encontraban vivos, y se coloco

en un volumen final de prueba de 1000 pL (considerando que la gota en la que
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se colocaron los animales era de aproximadamente 50 pL, la cual representa
una porcion del medio EPA que se tomd en cuenta para sumar la cantidad
apropiada de Medio EPA y su respectiva cantidad de téxico, en relacion a los

rotiferos).

El toxico empleado es el glifosato en concentraciones de O para el
testigo, 1/5, 1/10, 1/20, 1/40 y 1/80 referente a la concentraciéon de CLso
obtenida en las pruebas de toxicidad cronica y organismos expuestos a
glifosato, con concentraciones decrecientes de microalgas (5X10°, 2.5X10°,
1.25X10° 5X10% y 2.5X10* células/ml), cada tratamiento con 3 réplicas. La
prueba se realizé por 96 horas en una camara bioclimatica a 25 + 2 °C y con
un periodo de luz-obscuridad de 16:8 horas, al término de este periodo se

contabilizaron los organismos vivos de cada réplica.

Comparacion de la sensibilidad de especies y obtencion de

concentraciones de seguridad para la protecciéon de la biota acuatica.

Los datos obtenidos en las pruebas de letalidad de CLso, se reunieron a
los datos experimentales recopilados de la base de datos de ECOTOX de
investigaciones previas con organismos de zooplancton, en el mismo periodo
de tiempo de 24 horas, con temperaturas similares de 20-25°C y con el téxico
de la misma especie y presentacion, en este caso Glifosato, en Round up®.
Esta informacion es sometida a un analisis estadistico SSD (Distribucion de la
Sensibilidad de las Especies) para establecer concentraciones de riesgo para
el 5% de las poblaciones y buscar proteger el 95% de las especies, con la

ayuda de la plataforma MOSAIC de la universidad de Lyon, Francia.

El primer analisis de SSD se realiz6 con especies de invertebrados de
agua dulce con pruebas de laboratorio de letalidad y con el parametro LOEC,
se encontraron 21 datos de diferentes especies de zooplancton de todo el

mundo.

Con la informacion obtenida se realiz6 el calculo PNEC (Prediccién de la

Concentracion No Efectiva) para compararlo con el resultado de la
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investigacion de los valores en agua obtenidos en cuerpos de agua de México

reales (MEC, Concentraciéon Ambiental Medida),

Analisis estadistico: paquete Statistica 10.0, mediante un analisis de varianza
(ANOVA), de una via para saber si existe diferencia estadisticamente
significativa entre la media de los diferentes tratamientos (las diferentes
concentraciones de exposicion) y la media dentro de cada uno de estos. Se
obtuvo también un modelo de regresion lineal para determinar la correlacion
(r?) entre la variable independiente (la concentracion del téxico) y la variable
dependiente (el valor de “r’ o tasa instantdnea de crecimiento). La regresion
simple sirvid para obtener el valor de CEso 0 Concentracion de Efecto en el que
hay una reduccion del 50% en el parametro a medir (en este caso “r’). Una
Prueba de rango multiple de Duncan se realiz6 con la finalidad de determinar
los valores de NOEC y LOEC, asi también para tener un estimador mas preciso

de la diferencia entre tratamientos control y experimentales.
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Resultados

Se realizaron pruebas agudas con neonatos y huevos partenogenéticos,

y cronicas con la concentracion habitual de algas y decreciente.
Pruebas agudas a 24 horas de exposicion

Al ser expuestos los organismos a mayor concentracion; el efecto letal
era mas pronto, que al terminar de preparar las muestras ya se observaban
muertes en el fondo y los organismos morian en el centro del pozo de prueba,
mientras que al disminuir la concentracion la muerte tardaba mas en ocurrir, ya
que al terminar la preparacion de la muestra no habia ningun efecto visible y el

organismo muerto se encontraba mas disperso en el pozo.

Previo al andlisis era evidente la superioridad de toxicidad del glifosato
en su presentacion comercial Roundup® que a la misma concentracion del
glifosato puro, ambos en solucién, puesto que la investigacion de literatura
dejaba claro que los adyuvantes en la formula tiene su propia toxicidad que

hace sinergia con el glifosato.

A continuacion, fotografias con microscopio de luz con objetivo 20x de
diferentes organismos de L. papuana observados durante las pruebas
realizadas a concentraciones que evidencian letalidad para comparar con

organismos sin intoxicarse.
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Figura 1. Fotografias de Lecane papuana en pruebas agudas a 24 horas:

a) Organismo vivo, b) Glifosato 300mg/L, c) Round up® 300mg/L, d) Organismo muerto, €)
Glifosato 500mg/L y f) Round up® 500mg/L

En la primera fotografia del inciso a, se muestra un organismo tomado
de los cultivos sin intoxicarse, el inciso d, debajo del a fue tomado del mismo
cultivo ya muerto por causas naturales. En el inciso b el organismo fue
intoxicado con glifosato puro con una concentracion de 300 mg/L 24 horas
antes de tomar la fotografia, lo mismo para el inciso e pero con concentracion
de 500 mg/L. Las mismas concentraciones y condiciones para el inciso c y f

pero con glifosato en su férmula comercial Roundup®.

A simple vista las diferencias evidentes entre los organismos muertos es
la ausencia de la corona y 6rgano ocular si se le compara con el organismo
vivo. En cuanto a los organismos muertos no se pueden asegurar las
diferencias mas que la longitud del muerto control y con el glifosato puro que
son mas cortos o mas largos los expuestos al glifosato en férmula comercial
Roundup®, esta medicion no se realizd6 ni se encontraron diferencias tan
evidentes para poder asegurar alguna diferencia estructural entre la muerte
natural o por glifosato.
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Figura 2. Concentracion Letal con Glifosato puro

Representacion grafica de la letalidad del glifosato puro en Lecane papuana en 5
concentraciones con 5 réplicas de 10 organismos cada una.
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Figura 3. Concentracion Letal con Glifosato en Round up®

Representacion gréafica de la letalidad del glifosato en su férmula comercial Round up® en
Lecane papuana en 5 concentraciones con 5 réplicas de 10 organismos cada una.
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La mortalidad es directamente proporcional al aumento en la

concentracion de glifosato puro y comercial, de esta manera con la
concentracion mas baja de 20mg/l de glifosato y 10mg/l de glifosato en
Roundup® reportan una letalidad nula y en la concentracion mas alta de
300mg/I de glifosato y 150mg/l de glifosato en Roundup®, la mortalidad alcanza

su totalidad.

Tabla 1. Valores de toxicidad de glifosato puro y en formula comercial

Round up®
L. NOEC | CL1o LOEC | CLso Limites de confianza | r?
Toxico - .
Inferior Superior
Glifosato 10mg/l 45.70mg/l | 50mg/| 91.20mg/l | 74.131mg/l | 112.201mg/l | 0.76
Roundup ® | 10mg/l 12.59mg/l | 20mgl/l 45.71mg/l | 38.904mg/l | 53.703mg/! 0.82

Valores calculados a partir del analisis estadistico donde: CLso es la concentracién a la que se
espera que muera el 50% de los organismos con sus respectivo limites de confianza, CLio
concentracién a la que por lo general es letal para el 10% de los organismos, NOEC es la
concentracién maxima sin efecto observado diferente al control, LOEC la concentracién minima
a la que se comienza a apreciar el efecto, r? es el coeficiente de determinaciéon para la
regresion.

El aumento en la mortalidad es directamente proporcional al incremento
de la concentracién, siendo aproximadamente el doble en la férmula comercial

de Round up® que con el glifosato puro.
Pruebas de inhibicién de eclosiéon de los huevos amicticos

Las pruebas de inhibicion de eclosiéon de los huevos amicticos son
pruebas de intoxicacién aguda en las que se expuso a 10 huevos amicticos por
réplica con las mismas concentraciones utilizadas en la prueba anterior y se
revis6 después de 24 horas para contabilizar los huevos sin eclosionar.
Sucedié en muchas situaciones que los huevos eclosionaban y los individuos
no sobrevivian, pero en esta prueba el interés radicaba en que el tdxico

inhibiera que el organismo eclosionara, como es natural.

El conteo se realizé a las 48 y 72 horas, pero se reporta solo a 24 horas
debido a que a este tiempo se habia completado la eclosién de los organismos
testigo en cada una de las réplicas y estos estaban todos vivos, ademas de

observarse el principal efecto del téxico.

30




Figura 4. Fotografias de huevos amicticos de Lecane papuana en pruebas
de inhibicion de la eclosion a 24 horas

a) Huevo amictico control, b, ¢ y d) Huevos amicticos con Glifosato 500 mg/L con diferentes
dafios ocasionados por la exposicion (flecha naranja) y e) Huevo amictico eclosionado
expuesto a Glifosato 1000 mg/l.
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Figura 5. Concentracion Efectiva de Glifosato para inhibicion de la
eclosion de huevos amicticos

Representacion gréafica del efecto de inhibicion del glifosato puro en la eclosion de Lecane
papuana en 5 concentraciones con 5 réplicas de 10 organismos cada una.
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Figura 6. Concentracion Efectiva de Glifosato en su presentacion
comercial Roundup ® para inhibicion de la eclosién de huevos amicticos

Representacion grafica del efecto de inhibicién del glifosato en su presentacién comercial
Roundup® puro en la eclosion de Lecane papuana en 5 concentraciones con 5 réplicas de 10

organismos cada una.

Tabla 2. Valores de efecto de inhibicion de la eclosién de los huevos
amicticos por exposicion a glifosato puro y formula comercial Round up®

Toéxico CEso r2
Glifosato 214.47mg/L | 0.75
Round up ® | 229.47mg/L | 0.28

Valores calculados a partir del analisis estadistico donde: CEsp es la concentracion a la que se
espera que el 50% de los organismos no eclosionen de su huevo, y r? es el coeficiente de

determinacion.
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Pruebas croénicas

La Concentracion Efectiva 50 se evalué en las pruebas crénicas, que es
la concentracion en que se espera que el efecto toxico del glifosato reduzca al
50% el parametro estimado, que en este caso es la inhibicion del crecimiento
de la poblacién (Rico-Martinez, et al. 2012), al haber en un inicio 5 neonatos y
una concentracion de un millon de células de N. oculata por mililitro como
alimento y a las mismas condiciones de temperatura y luz/oscuridad, después
del periodo de 96 horas se observé que en el control habia entre 60 y 120
organismos, a veces con huevos, en base al control de cada réplica se
compararon la cantidad de organismos con 5 concentraciones de glifosato puro
y con la presentacion comercial de glifosato Round up®, que se eligieron a
partir de fraccionar 1/5, 1/10, 1/20, 1/40 y 1/80 la concentracion letal 50
obtenida en las pruebas agudas, de 45.71m/L de glifosato y 91.2mg/L de
Roundup®.

Los rotiferos en condiciones favorables se reproducen con un
considerable gasto de energia que generaron por la disposicion de recursos del
medio, logrando alcanzar un crecimiento poblacional maximo, como sucedié en
los controles sin glifosato con una tasa intrinseca de crecimiento de 1 (Figura 7
y 8).

El efecto téxico del glifosato y los componentes de la formula provocaron
estrés en la poblacién de L. papuana, que al tratar de compensar hubo gasto
de energia reflejandose en la disminucion del crecimiento poblacional; asi, a
medida que aumenta la concentracion de glifosato o de Roundup® disminuye

la tasa intrinseca de crecimiento.
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Figura 7. Concentracion Efectiva con Glifosato para pruebas de
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Figura 8. Concentracion Efectiva de Glifosato en su presentacién
comercial Round up ® para pruebas de exposicion crénica

Concentracién (mg/L)

N= 5, 96 horas de exposicion de 5 neonatos de Lecane papuana, 1x10% células/ml
Nannochloropsis oculata

34



Al igual que en las pruebas crénicas, a mayor concentracion de toxico
mayor es la respuesta de inhibicién de crecimiento poblacional; mas glifosato,

menor conteo final de organismos.

Tabla 3. Valores de toxicidad subletal de glifosato puro y en férmula
comercial Roundup®

Limites de

Toxico NOEC | CEw LOEC CEso r2 confianza
inferior superior
Glifosato 0.562mg/l | 0.86mg/l | 1.12mgl/l 21.18mg/l | 0.5 | 14.89mg/l | 27.48mg/l
Round up ® | 0.125mg/l | 0.51mg/l | 0.55 mg/l | 3.7mg/l 0.9 | 2.45mgl/l 4.95 mg/l

Valores calculados a partir del analisis estadistico donde: CEsp es la concentracion a la que se
espera que disminuya el 50% de la tasa intrinseca de crecimiento de los organismos, CEio
concentracién a la que disminuye el 10% de la tasa intrinseca de crecimiento de los
organismos, NOEC es la concentracién sin efecto encontrado, LOEC la concentracion minima
a la que se comienza a apreciar el efecto, r? es el coeficiente de determinacion.

La repuesta toxica definida por los parametros de concentraciones efectivas se
puede notar claramente mayor en Roundup® comparandolo con el glifosato
puro (tabla 3).

También se realizaron pruebas con concentraciones decrecientes de
algas, para comparar el efecto de carencia de alimento en la toxicidad a
diferencia del alimento propicio de 1x10° células/ml, se les administrdé una
fraccion de %, ¥4, 1/8, 1/20 y 1/40 y las mismas concentraciones utilizadas en
las pruebas cronicas con alimentacibn completa, y en esta prueba se
analizaron 3 réplicas de cada concentracion de glifosato con su respectiva

concentracion de algas.
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Figura 10. Concentracion Efectiva con Glifosato para pruebas de
exposicién crénica decreciente de algas con 2.5x10° células/ml
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N= 3, 96 horas de exposicion de 5 neonatos de Lecane papuana, 2.5x10° células/ml
Nannochloropsis oculata
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Figura 12. Concentracion Efectiva con Glifosato para pruebas de
exposicion crénica decreciente de algas con 5x10% células/ml
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Figura 13. Concentracion Efectiva con Glifosato para pruebas de
exposicion crénica decreciente de algas con 2.5x104 células/ml

N= 3, 96 horas de exposicion de 5 neonatos de Lecane papuana, 2.5x10% células/ml
Nannochloropsis oculata.

A mayor concentracion de glifosato a cualquier concentracion de
microalgas, la respuesta toxica es también mayor, la inhibicion de crecimiento
de la poblacién es debida al glifosato y en la férmula de Roundup® a la sinergia

del glifosato con los adyuvantes que contiene.

De la misma manera, pero inversamente proporcional a menor
concentracion de microalgas mayor es la inhibicién del crecimiento poblacional.
En conjunto, la disminucion de la concentracion de alimento y el aumento en la
concentracion de glifosato inhibe proporcionalmente el crecimiento de la
poblacién, a tal punto que a la maxima concentracién de glifosato de 18mg/l y
la menor de microalgas de 2.5X10* células/ml la tasa de crecimiento es
negativa, la cantidad final de organismos es menor que la inicial de 5

organismos por réplica (Figura 13).
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Tabla 4. Valores de toxicidad subletal de glifosato con concentraciones
decrecientes de algas

CONCENTRACION CEso
N. oculata (células /ml) Glifosato (mg/l)
5X10° 45.92 0.5087
2.5X10° 16.38 0.7166
1.25X10° 8.72 0.2783
5X10* 3.34 0.93558
2.5X10* 2.23 0.8805

Valores calculados a partir del andlisis estadistico donde: CEso es la concentracion a la que se
espera que disminuya el 50% de la tasa intrinseca de crecimiento de los organismos, r? es el
coeficiente de determinacion.

La Concentracién Efectiva 50 CE50, es menor a medida que disminuye
la concentracion de algas, lo que significa que la sensibilidad del rotifero hacia
el glifosato es mayor cuando escasea el alimento (Tabla 4).

Comparaciéon de la sensibilidad de especies y obtenciéon de
concentraciones de seguridad para la proteccion de la biota acuatica.

La Distribucion de la sensibilidad de las especies, SSD, se obtuvo con 3
diferentes criterios de seleccidén de datos. El primero sélo los invertebrados de
agua dulce, para evaluar especies similares con pruebas con los parametros
muy parecidos (por ejemplo, a 24 horas, una sola dosis de exposicion, etc.). El
segundo y el tercero se utilizaron las especies de peces, anfibios, invertebrados
y algas para evaluar el PNEC, con mas especies de diferentes niveles tréficos,
y de esta manera utilizar el AF (Factor de evaluacion) de 5. Los criterios de
seleccién que tienen en comun es que todas las pruebas son de mortalidad y

se llevaron a cabo en laboratorio (para mas detalles de los datos ver anexo 5).
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Figura 14. Distribucién de Sensibilidad de las Especies de Invertebrados

de agua dulce para el parametro LOEC de glifosato

Grafica elaborada en la plataforma digital de la Universidad de Lyon, Francia; MOSAIC
(https://mosaic.univ-lyonl.fr/). Con 21 valores obtenidos de la base de datos de EPA, ECOTOX
(https://cfpub.epa.gov/ecotox.cfm) de invertebrados de agua dulce, evaluando LOEC de pruebas

agudas en laboratorio.
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Figura 15. Distribucién de Sensibilidad de las Especies de agua dulce
para el parametro LOEC de glifosato

Gréafica elaborada en la plataforma digital de la Universidad de Lyon, Francia; MOSAIC
(https://mosaic.univ-lyon1.fr/). Con 124 valores obtenidos de la base de datos de EPA, ECOTOX
(https://cfpub.epa.gov/ecotox.cfm) de peces, anfibios, invertebrados y algas de agua dulce,
evaluando LOEC de pruebas agudas en laboratorio.
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Figura 16. Distribucién de Sensibilidad de las Especies de agua dulce
para el parametro LCso de glifosato
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Gréfica elaborada en la plataforma digital de la Universidad de Lyon, Francia; MOSAIC
(https://mosaic.univ-lyon1.fr/). Con 930 valores obtenidos de la base de datos de EPA, ECOTOX
(https://cfpub.epa.gov/ecotox.cfm) de peces, anfibios, invertebrados y algas de agua dulce,
evaluando LCso de pruebas agudas en laboratorio.

Tabla 5. Distribucion de Sensibilidad de las Especies de agua dulce.
Valores para proteger el 95% de las especies del glifosato

Invertebrados Acuaticos (LOEC) 0.046 [0.019; 0.11]

Organismos Acuéticos (LOEC) 2.3 [0.45; 11]

Organismos Acuéticos (LCso) 1.1 [0.95; 1.4]
Valores calculados a partir del andlisis estadistico de la Distribucién de Sensibilidad de las
especies con el modelo Log logistico por ser el mas conservador, donde: HC5 es la
concentracién de glifosato en mg/l maxima para proteger el 95% de las especies evaluadas.

Tabla 6. Concentracion Prevista sin Efecto

Grupo de especies PNEC

Organismos Acudaticos (LOEC)
Organismos Acuaticos (LCso 0.22
Valores calculados a partir del HC5y el AF (factor de valoracion). Valor previsto sin efecto de
glifosato en mg/l.
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Discusidn
Pruebas agudas

La primera prueba realizada de toxicidad aguda para determinar los
parametros de toxicidad que causan letalidad en el organismo Lecane
papuana, del cual no hay referencias en cuanto a esta prueba realizada con
Roundup®, mientras que para glifosato puro se encontro la referencia de un
estudio para tesis en el que se determind una CLso de 121.99 mg/l de glifosato
(Saucedo-Rios, 2017), por otro lado en otra fuente se determind ese mismo
parametro de CLso de 19.89 mg/l de formulacion comercial de glifosato Faena
(Garza-Leon, et al., 2017). Al comparar el resultado obtenido de 91.2 mg/l
contra 121.99 mg/l siendo el mismo pardmetro en la misma especie y con el
mismo toxico se puede observar una diferencia significativa que puede deberse
que el glifosato puro empleado fuera una sal diferente o incluso en su forma
acida, ya que al ser un &cido en su formula original pero ser su forma salina de
isopropilamina la mas comunmente utilizada, aunque también se emplea sal de
trimesul o difenilamina (Ramirez-Duarte, et al., 2003), siendo que alguna de
estas formas cause mayor sensibilidad en la especie. También podria deberse
simplemente a diferentes manejos y variables no identificadas implicados en la
realizacion de la prueba en diferentes tiempos por diferentes personas.

En la comparacion de este mismo parametro con la misma especie pero
diferentes formulaciones comerciales como es Faena® reportado por Garza-
Ledn y colaboradores en 2017 de 19.89 mg/l contra 45.7 mg/l obtenido en este
estudio con Round up® es debido probablemente que aunque sean del mismo
fabricante Monsanto®, ambos tienen diferente formulacion en aditivos al haber
sido formulados para diferentes propoésitos, por ejemplo el Faena® fue
fabricado para ser utilizado en campos de siembra en México, mientras que
Roundup® en esta presentacion fue elaborado para uso doméstico y

distribucion universal.

Al comparar los resultados con pruebas de toxicidad evaluando también
la concentracion letal (CLso), con otras especies de zooplancton como es
Daphnia magna que es la especie mayormente utilizada en esta prueba tan

estandarizada incluso para normatividad de monitoreo de la calidad del agua
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en México con la norma NMX-AA-087-SCFI-2010 (Rico-Martinez, et al., 2001),
con glifosato puro es de 146 mg/l en prueba de 48 horas, y en Lecane
quadridentata de 150 mg/l también a 48 horas (Dominguez-Cortinas et
al.,2008), por lo que ademés de ser mayor la sensibilidad de L. papuana de
91.2 mg/l es més representativa para Aguascalientes que D. magna que no se

encuentra en los cuerpos de agua del estado (Rico-Martinez, et al., 2001).

Siendo el glifosato menos toxico puro que en su presentacion comercial
hasta por 70 veces en sistemas acuaticos dependiendo de la especie y la
presentacion comercial debido a los aditivos de la formulacién son afadidos
con el propdsito de que el glifosato pueda atravesar y adherirse firmemente a la
superficie cuticular de las hojas de las plantas objetivo para incrementar su
efectividad, entre los que se enlistan emulsificantes, solventes y surfactantes
gue de por si, cada uno de manera individual, tiene su propia toxicidad para los
organismos, juntos en la formulacién crean un efecto de sinergismo, ya que al
hacer los aditivos mas biodisponible el glifosato por el dafio estructural que
provocan, el efecto se potencia para causar mucho méas dafio en el organismo
expuesto (Martinez, 2007). En consecuencia, el glifosato fue casi la mitad de

concentracion para lograr el mismo efecto letal que Roundup®.

Se esperaba que la diferencia entre la toxicidad entre el glifosato puro y
la formulacién comercial fuera mas amplia que de 1:2 aproximadamente como
el caso del glifosato puro que era mucho menos téxico que la formulacion
comercial Faena® que tiene diferente formulaciébn por estar enfocado a

diferente mercado (Garza-Leon, et al., 2017).

Las pruebas de letalidad arrojan informacién de la concentracion que
provoca un efecto adverso fatal para los organismos de prueba, los procesos

toxicos que provocan dicho efecto pueden deberse a diferentes causas.

En el caso del glifosato puro se sabe que al ser muy soluble deteriora la
calidad del medio acuoso (Vera, et al., 2012), aumenta la presion osmotica a la
gue son muy sensibles los organismos L. papuana al ser de agua dulce. En
otros estudios con otras especies mostré citotoxicidad que podria deberse a los
cambios de la permeabilidad de la membrana o en actividades mitocondriales,

y se sabe que el glifosato provoca la pérdida de la actividad funcional que lleva
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a muerte celular (Ramirez-Duarte, et al., 2003). En microalgas se describe el
mecanismo de accion principal el estrés oxidativo, debido a que se dafia la
respuesta antioxidante (Vera, et al. 2012). Ademas que el glifosato es capaz de
bloquear la adhesién celular al imitar los ligandos de la integrina inutilizar otras
enzimas al interferir en la configuracién de la proteina por su similitud con un
aminoacido (Szekacs, et al., 2018). El glifosato induce el endurecimiento de la
membrana celular y la aparicion de estructuras del citoesqueleto a nivel sub-
celular (Heu et al., 2012). El glifosato al ser una molécula de glicina con un
grupo metil sulfonilo unido al atomo de nitrégeno, por lo que se cree que podria
desplazar la glicina en puntos aleatorios en la sintesis de proteinas (Samsel y
Seneff, 2016).

Podria ser que estos mecanismos, sean los causantes del efecto tdxico
en L. papuana que provoco la letalidad en los organismos, pero no se puede
asegurar, debido a que no esta descrito aun el mecanismo de accion toxica en
esta especie, ni en ninguna de su género u otro rotifero, se sabe que el género
Lecane es menos sensible que otros organismos como algunos copépodos,
por ejemplo Calanoid nauplii. En la naturaleza el Lecane spp se ve beneficiado
por el glifosato, debido a que causa un incremento en la abundancia del
bacterioplancton, picocianobacterias planctonicas y la concentracion de
clorofila en la columna de agua, debido a que estos organismos pueden
degradar el glifosato; al cabo de unas semanas hay desplazamiento de
especies, en el caso de Calanoid nauplii por Lecane spp se debe no al
oportunismo, sino que el copépodo es mas sensible a la toxicidad del glifosato
(Vera, et al., 2012).

Los copépodos son crustaceos pequefos que carecen de caparazon, lo
que los podria hacer mas sensibles. A diferencia de los Lecane que al ser
rotiferos poseen un integumento de proteinas tipo queratina de 39,000 y 47,000
daltons con enlaces entrecruzados con bisulfuro que forma su loriga que cubre
todo el cuerpo a excepcién de la corona que sobresale y el pie (debido a que
requieren mucha flexibilidad para su funcionalidad), lo que proporciona al

organismo proteccion externa (Nogrady, 1993).
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La forma en que pudiera acceder el glifosato al sistema del organismo
para ejercer su toxicidad seria mas probable por la filtracion de medio liquido,
ya que al ser una prueba aguda en la que el organismo neonato no se le
provee de alimento y es s6lo por 24 horas, la exposicion se da al “beber” y
respirar del liquido para subsistir, de esta manera el glifosato disuelto en el

medio ingresa al organismo (Nogrady, 1993).

El sistema digestivo por el que atraviesa el liquido es quizd mas
protegido que la misma loriga, ya que ademas de estar revestido por las
mismas proteinas tipo queratina, la estructura también contiene quitina que es
aun menos susceptible al efecto del glifosato por ser un polisacarido bastante
estable y fuerte (Nogrady, 1993). Sin embargo se realiza un intercambio de
sustancias para que el organismo pueda disponer de las sales, gases e
hidratacion para sus necesidades organicas, no se sabe en este nivel que
cantidad de glifosato podria acceder para estar biodisponible y ejercer
toxicidad. En seres humanos una dosis oral entre el 62% y 69% es eliminado
en heces sin absorcion y entre 14% y el 29% de lo que se absorbe es
excretado por la orina sin haber sido metabolizado (OMS, 1994).
Definitivamente no se puede comparar la biodisponibilidad en seres humanos,
pero si fuera el caso en que los rotiferos tampoco absorben la sal, se podria
decir que la baja toxicidad que se le atribuye al glifosato es debida a esta
situacion (Ramirez-Duarte, et al., 2003).

En lo rotiferos existe un 6rgano de desintoxicacion protonefroide de 2
tubulos paralelos con células flamigeras que crean un flujo lento con los fluidos
de excrecion que se drenan dentro de una vejiga urinaria que se vacia por
contracciones hacia la cloaca, ademas que tienen un pseudocolon que
desecha los residuos digestivos, sin embargo no se sabe como es que estos
sistemas del organismo discriminan las sustancias que absorben y las que
excretan, ademas que nunca se ha medido la cantidad de glifosato absorbido

por el rotifero (Nogrady, 1993).

Podria ser que los aditivos de la formulacion comercial favorecieran la
entrada del glifosato a las células por insercion directa de las membranas,

ademas que en lineas celulares se observd que con concentraciones

46



superiores a 100 pg/l habia una desintegracion total de las células y en
concentraciones menores la muerte era probablemente necrética con
Roundup®, mientras que con glifosato puro con una concentracion de 400 pg/l
las células no se disuelven pero se perdia la actividad funcional (Martinez,
2007).

En este caso, en el que los resultados obtenidos de CLso de 91.2 mgl/l
para glifosato y 45.7 mg/l en la formulaciébn comercial, en que la toxicidad del
glifosato se ve solo duplicada en comparacion con su formulacién comercial
podria deberse a que al ser la presentacion doméstica tenga aditivos menos
agresivos que la version agricola en la que se ve casi diez veces mas toxico
que el glifosato puro. Y por otro lado podria ser que este rotifero en particular
no sea tan susceptible a los aditivos utilizados en la formulacion como otros
organismos mas sensibles como anfibios y peces que tienen estructuras

anatdémicas mas expuestas y vulnerables (Ramirez-Duarte, et al. 2003).

Pruebas de inhibicion de eclosion de huevos amicticos

La prueba de inhibicion de la eclosion de huevos amicticos se realizd
como parametro de toxicidad en el que el toxico caus6 un efecto en el
desarrollo del organismo retrasando o incluso impidiendo su eclosion (Rico-
Martinez, et al., 2013) las gréficas para encontrar los valores de la
concentracion efectiva a la que se espera que el 50% de los huevos amicticos
no eclosionen debido al efecto téxico del glifosato puro y en su presentacion
comercial se incluyen en la figura 5 y 6, asi como también se incluyeron
fotografias al azar de algunos ejemplos de huevos afectados por el téxico en la
figura 4.

Los valores calculados para la inhibicion de la eclosion son 214.47mg/L
con glifosato puro y 229.47mg/L para Round up®, mucho mas altos que en la
toxicidad aguda en los neonatos (45.7mg/l y 91.2mg/l respectivamente),
ademas de que el efecto es ligeramente menor en la presentacion comercial
contrario a la expectativa de que los organismos en desarrollo fueran mas
sensibles al toxico y que el efecto fuera mayor en la presentacion comercial
debido a la toxicidad agregada y sinérgica de los aditivos de la formulacion,

como sucedio en otras pruebas citadas y las realizadas en este trabajo.
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Lo mas probable es que un organismo en desarrollo sea mas vulnerable
que uno que esta con su desarrollo completo, pero si tomamos en cuenta la
variable de que el huevo esta formado por la misma estructura que protege al
individuo tras la eclosion, la proteccion que provee esta estructura es casi
duplicada, ademas de que los rotiferos rodean sus huevos con moco que
secretan y ancla al huevo al sustrato que generalmente son algas que ademas
son una fuente de alimento después de la eclosion, y aunque esta sustancia es
enjuagada con medio para la prueba, a no haber otro compuesto involucrado
para retirar la sustancia, solo se pierde el moco menos adherido, por lo que el
huevo es todavia mas revestido, aislando al organismo en desarrollo del medio
intoxicado. Otra situacion a considerar es el hecho que, a diferencia de los
neonatos que realizan filtracion del medio que recorren en busqueda de
alimento, los huevos no realizan un intercambio activo de fluidos, por lo que

hace mas dificil que ocurra la intoxicacién (Nogrady, 1993).

En otros estudios con huevos y glifosato en otras especies como en la
tortuga de orejas rojas las disminucion en el porcentaje de eclosion fue minima
de un 80-100% en el control al 73% con una concentracion en el medio muy
alta de 11,206 ppm (Sparling, 2009), y el caso de los embriones de pez cebra
en los que la sensibilidad fue mucho mas alta con LDso de 66.04 pug/ml con
glifosato puro, siendo que ademas se encontr6 que esta dosis mataba al
embrién, no sélo retrasando su eclosién (Gaur y Bhargava, 2019). La muerte
del embridon es otra situacion que puede explicar los resultados, ya que no se
contabilizaron los organismos muertos, sino solo huevos vivos 0 muertos sin

comprobar su estado.

En los embriones de pez cebra expuestos al glifosato en formulacion
comercial puede afectar la sefializacion de calcio y también la sefializacion de
oxido nitroso, que pudiera ser otra razén del efecto tdéxico que provocé la

sensibilidad en los organismos de prueba (Gaur y Bhargava, 2019).

En los huevos amicticos de L. papuana podria ocurrir lo mismo que los
neonatos, y que la alteracion en la presion osmotica a altas concentraciones de
este compuesto sea responsable del efecto toéxico. La eclosion en los rotiferos

es alterada por la concentracion de sales en el medio, siendo que al haber
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poca sal se acelera el proceso y al haber mayor concentracion de sal de
medios salinos o hipersalinos se retrasa (Hagiwara, et al. 1989). En el caso del
Roundup®, los aditivos al contener detergentes y emulsificantes con la
capacidad de reducir la tension superficial, asi como eliminar iones calcio y
magnesio, disminuyendo la dureza del agua del medio, incluso acelerando el
proceso (Linke, 2009).

Sin embargo el efecto toxico podria no deberse enteramente a esta
situacién ya que como se puede observar en la figura 2, hay dafio estructural
de los huevos amicticos a altas concentraciones de glifosato puro, mientras
gue en el caso de la formulacion comercial s6lo se encontraban organismos
muertos que nos pudiera llevar a la sospecha que con los aditivos propios de la
formula como los detergentes que son afiadidos que tiene la capacidad de
desnaturalizar proteinas (Linke, 2009), el huevo se disolviera antes de una
eclosion natural dejando al organismo expuesto y provocando la muerte en

secuencia.

Pruebas croénicas

Las pruebas cronicas son menos estandarizadas que las pruebas
agudas debido a que es mas dificil medir el efecto del toxico, ya que en este
caso no se evalGa por organismos vivos 0 muertos, y en la mayoria de los
casos, no se sabe si el toxico alter6 las condiciones fisicoquimicas del medio, o
si los organismos al ingerir el toéxico les afectd el comportamiento, influyé en la
cantidad de alimento ingerido, disminuy6 su potencial de reproduccion, si se los
anulé por completo a parte de la poblacion, si acorté su esperanza de vida o Si
afectd el porcentaje de eclosion de los huevos porque so6lo se mide el
crecimiento de la poblacién pero no se hacen mas estudios para profundizar
sobre las razones que influyeron en dicho efecto (Rico-Martinez, et al., 2012).
Empero, la evaluacion de las concentraciones efectivas es muy importante para
entender mejor la toxicidad del glifosato, ya que se considera el impacto a un
mayor plazo y menor concentracion en el ecosistema, que podria ser el mas
relevante, sobre todo si no se toman medidas para evitar consecuencias

irreversibles (Jaramillo-Juéarez, et al., 2009).
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La sensibilidad es mayor en las pruebas cronicas porque al ser por mas
tiempo, y con concentraciones que no matan a los organismos, y al haber
tiempo para completar el tiempo del ciclo de vida y haber otra generacion, los
organismos fueron expuestos desde la madre, siendo un huevo amictico, en su
etapa juvenil y siendo adulto. En cada etapa le afectara diferente, como ya se
notd en las pruebas agudas siendo neonato, 0 en las pruebas de inhibicién de
eclosion de huevos amicticos en su etapa de desarrollo mas temprana.
Ademas involucra que cada alimento que consume podria estar ingiriendo una
dosis del toxico que puede afectar en su apetito, en su crecimiento, en su

reproduccion, incluso a un nivel enzimatico (Rico-Martinez, et al., 2012).

Y ya que la ingestion no es el Unico motivo de intoxicacion por glifosato,
como se menciond anteriormente; las caracteristicas fisicoquimicas podrian
alterar la osmorregulacion, debido a su alta solubilidad en agua, su alta afinidad
para unirse a iones metalicos y otros efectos desconocidos que pudiera tener la
molécula, y en el caso de la formulacion comercial Roundup® de los efectos de
los aditivos que no estan descritos por el fabricante, ni se han evaluado por

separado (Jaramillo-Juarez, et al., 2009).

Al igual que en las pruebas agudas (véase tabla 3), los valores de
toxicidad son de concentraciones menores con Round up® CEso= 3.7mg/l, ya
gue sus aditivos son toxicos de por si, y son los que se deben tomar mas en
cuenta para evaluar riesgos ecoldgicos, ya que las emisiones son de productos
comerciales y no de sustancias solas, en este caso el glifosato. Se podria decir
que el efecto toxico que llevo a la letalidad en las primeras pruebas a los
organismos, es la que ahora mermé su descendencia y poblacion total, aunque
se requieren muchas pruebas de otra naturaleza para comprobarlo y poder
definir este proceso toxico, debido a su comportamiento parecido en las
pruebas en los que claramente se nota la diferencia entre los controles y las
concentraciones que conforme aumenta la concentracion, menor es el conteo

de individuos al terminar la prueba.

En el caso del glifosato puro el efecto de inhibicién del crecimiento de la
poblacion podria deberse a que el glifosato favorece un poco la eutrofizacion,

pudiendo ser un suministro de fésforo para favorecer el crecimiento de las
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microalgas que se adicionan al medio para alimento de los rotiferos en el
tiempo que dura la prueba (Deng, et al., 2015), en otros estudios revelan que
Nannochloropsis era sensible al Round up® al afectar la via del acido shikimico
(Kumar, et al., 2014), aunque en los valores encontrados soélo esta un valor de
concentracion efectiva a 40 dias de LOEC=5mgL y NOEC=1mg/L, y este efecto
no es en concentracion de células, sino sobre su valor nutricional lipidico, ya
que el crecimiento era incluso mayor pero de menor calidad, este estudio es
con glifosato puro (Deng, et al., 2015). En las observaciones finales de la
prueba se noté que la tonalidad del pocito de medio con los rotiferos, el toxico y
las microalgas era mas verde que al iniciar la prueba, no se realizé un conteo
final de las células de N. oculata, pero era evidente, sobre todo, al compararlo

con la tonalidad de los que tenian Roundup® y los controles.

Siendo la filtracidén el proceso principal para la adquisicién de energia de
los rotiferos, en la dinamica poblacional es de suma importancia la
disponibilidad del alimento, la concentracion del oxigeno disuelto y la calidad y
cantidad de sedimento por ser un organismo de habitos bentdnicos. Debido a
esto hay una concentracion limite de alimento, que al ser superada, la tasa de
filtracion se vuelve funcidon negativa y la tasa de ingestion puede disminuir,
permanecer o incluso en algunos casos aumentar un poco, dependiendo
también de la especie de rotifero (Moreira, et al., 2015). Si la concentracién de
algas prolifer6 mas que los rotiferos, es probable que esto causara inhibicion
en la reproduccion por la sedimentacion de algas en el fondo del pocito de

prueba y modificacion en los esquemas nutricionales.

Por su alto valor nutricional y por ser faciles de cultivar, N. oculata algas
marinas y de agua dulce, son comunmente utilizadas como alimento para los
rotiferos (Rojo-Cerberos, et al., 2016), la cantidad 1X10° células/ml que es
suministrada al inicio de la prueba esta en proporcién a los rotiferos y es
calculada evaluando factores poblacionales para lograr optimizar la tasa
instantanea de crecimiento y lograr mayores densidades de poblacion, y que
sea suficiente para que se alimenten todos los organismos durante 96 horas
gue dura la exposicion de la prueba, y asi fue para los controles y las

concentraciones de toxico en las pruebas realizadas (Prieto y Espitia, 2001).
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Por otra parte, los intervalos de ingestion dependen de la concentracion
del alimento que es el recurso limitante, siendo el crecimiento de la poblacion la
variable dependiente que combina supervivencia, fecundidad, tiempo de
desarrollo y reproduccion. Ademas de la cantidad de alimento, el rotifero
también es influenciado por la temperatura, la salinidad y la cantidad y calidad
del alimento. La cantidad de alimento cambia patrones reproductivos y altera la
expectativa de vida (Cabrera, 2008).

En estudios anteriores, el intervalo de ingestiéon de N. oculata decrecio al
incrementarse la concentracion, se cree que podria ser provocada por el
desgaste de la actividad de filtracion, por lo que concentraciones superiores de
alimento pueden perjudicar el desarrollo de la poblacion de la muestra (Jasso,
1996).

El crecimiento de las algas durante la prueba crénica en las réplicas de
glifosato y la posible disminucion de la calidad del contenido lipidico de estas
(Deng, et al.,, 2015), afectd el crecimiento poblacional en esta prueba
probablemente en mayor proporciéon que la toxicidad del glifosato, incluso,
podria ser que el glifosato no causa impacto téxico directo sobre los rotiferos,
ya que el valor de CE50= 21.18mg/l es muy elevado y podria deberse a efectos
indirectos del glifosato alterando otras condiciones sobretodo nutricionales y
calidad del habitat mas que la toxicidad en los organismos por ingestion de

este.

La composicién de cada pocito en las pruebas conicas de 2 especies de
seres vivos L. papuana y su alimento N. oculata proporciona al sistema
resiliencia para mantener la homeostasia y soportar la introduccion de un
material exdégeno (Alvarado-Flores, et al., 2016). Los rotiferos mostraron en las
pruebas de toxicidad aguda tener resistencia al glifosato como se propuso
anteriormente, por la pobre biodisponibilidad, baja sensibilidad por este toxico,
o alguna otra razén. Un factor de importancia a considerar para poder explicar
la resiliencia mostrada hacia el glifosato podria ser que las microalgas
disminuyen el nivel de toxico en la solucibn acuosa por los procesos de

acumulacion, absorcidén y metabolizacion (Mustafa, et al., 2021).
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Pruebas cronicas decrecientes de concentracion de algas

En las pruebas crénicas con concentraciones decrecientes de algas el
amortiguamiento que tiene en la toxicidad la cantidad en abundancia de algas,
al disminuir la densidad de algas se influyd en la tasa de alimentacion,
alterando la historia de vida de los rotiferos aumentando la vulnerabilidad hacia
el glifosato (Cabrera, 2008).

Sin una concentracién adecuada, el tiempo de duplicacidon se prolonga y
baja el nivel de produccion debido a las deficiencias alimenticias, entre mas
carencia de alimento, menor es el conteo final de organismos al término de la
prueba (Prieto y Espitia, 2001). De esta manera los controles de las pruebas
iban de mas de 100 individuos en algunas réplicas al final de la prueba con
concentraciones de algas de 1x10° células/ml, a sélo alrededor de 10

individuos al final de la prueba con concentraciones de 2.5X10% células/ml.

Ademas de que les afectara la falta de alimento, el glifosato les afectaba
mas entre menos alimento tenian, como se puede notar en la tendencia a
disminuir la concentracion efectiva CEso en la tabla 4, la Unica excepcién es la
concentracion de 5X10° células/ml que es CEso =45.91mg/l mucho mas alta
que la CEso =21.18mg/l de la concentracion estandarizada para la prueba de
1X108 células/ml, podria deberse a que como se menciond antes, el glifosato
favorecio el crecimiento de las algas, por lo que al ser suficientes y crecer mas
afectaron la reproduccion de los rotiferos, mientras que al ser la mitad de la
concentracion, el glifosato también contribuy6é la proliferacion de las algas
llevandolas a una concentracién 6ptima para el crecimiento poblacional de los
rotiferos. Asi en sitios eutrofizados, hay mas AMPA, debido a que la
disponibilidad de fésforo disminuye la degradacion del glifosato por inhibicién
enzimatica en el metabolismo de los microorganismos implicados en el
proceso, mientras que en sitios oligotroficos, tanto el glifosato como el AMPA

desaparecen con mas rapidez (Carles, et al. 2019).

En las concentraciones menores de algas, el sistema disminuia su
capacidad de amortiguamiento del toxico, asi las algas eran consumidas por

los rotiferos y estos estaban expuestos al glifosato en solucion, y al pasar de
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las horas con un déficit alimenticio que los debilitaba dejandoles mas sensibles

a los efectos toxicos del glifosato (Mustafa, et al. 2021).
Distribucion de la Sensibilidad de las Especies

Para el objetivo final, se evalué la informacion obtenida en las pruebas
realizadas para integrarla en los conocimientos que se tienen sobre el glifosato
en cuanto a toxicidad y la relevancia que tiene este grupo de conocimientos en

el ecosistema de agua dulce mexicano.

Las herramientas de ecotoxicologia que se emplearon sirven para
evaluar de manera cuantitativa el riesgo ecologico. La Distribucion de
Sensibilidad de las especies (SSD) nos permite hacer una comparacion entre
diferentes especies de agua dulce y de la toxicidad del glifosato para evaluar a

nivel de ecotoxicologia ampliando el panorama (Henao-Mufioz, et al. 2015).

El resultado del analisis de SSD arrojé un HC5= 0.046 mg/l. Se utilizaron
21 datos incluyendo las especies que aunque no se encuentren en México
pueden reflejar la realidad del riesgo, ya que las especies mexicanas no estan
estandarizadas y no se evalian a menudo, y al ser estas especies todas de
invertebrados de agua dulce comparten similitudes, ademas que un valor HC5
obtenido con menos de 20 datos se considera impreciso e inaceptable (Traas,
et al., 2001).

El SSD no es considerado un analisis completo, se puede tomar como
indicador, siendo parte de un analisis completo del riesgo ecoldgico (Traas, et
al., 2001). Asi continuamos al siguiente nivel de evaluacion que es la
Concentracion Prevista sin Efecto (PNEC), que requiere ampliar el analisis del
la SSD con mas especies para considerar organismos que representen
diferentes niveles trofico acuaticos, por lo que se incluyen las especies de
peces, anfibios, algas que tiene datos de toxicidad con glifosato, para sumarlos

a los datos de invertebrados (Fabriz-Sodré, et al. 2018).

Se dividieron los datos de letalidad en 2 parametros: LOEC y LCso, el
primero por ser el de mayor sensibilidad y el que se consideré para prever
evitar en mayor medida el riesgo de dafio al ecosistema, el segundo para

ampliar la comparacion en cantidad de especies y datos, ya que la base de
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datos aporta una mayor cantidad de informacién en este parametro (tablas 5y

6).

Para calcular la PNEC se requiere de un factor de evaluacion (FA) a los

datos de toxicidad mas sensible, o en este caso a los valores resultantes del

analisis SSD, entre mas datos sean incluidos menor sera la incertidumbre (Park
y Kim, 2020).

El PNEC fue desarrollado para predecir el peor escenario, y el AF para

evitar que ese escenario se vuelva realidad, asi que el AF disminuye como

consecuencia de considerar mas informacién y dependiendo de la calidad de

dicha informacion (Fabriz-Sodré, et al. 2018).

<\

El AF=5 se elige justificando en este caso:

La relacion se hace con el andlisis de SSD de diferentes niveles troficos.
Los datos son de estudios de toxicidad aguda y no croénica.

Hay una gran diversidad de datos de muchas especies, pero no gran
representatividad de especies mexicanas, ya que no estan
estandarizadas para estudios internacionales y no se encuentra mucha
informacion de estas.

Diferentes fuentes de datos obtenidos con diferencias en las estadisticas
y diferencias en la metodologia y condiciones experimentales.

Los datos son obtenidos en estudios de laboratorio y no en campo ni

mesoCcosSmos.

Por lo tanto de elige el AF de 5 por ser el mas conservador (Park y Kim,
2020).

Los valores de PNEC (tabla 6), nos dan una perspectiva de las

concentraciones que si se alcanzan pondrian en riesgo el equilibrio del

cualquier ecosistema de agua dulce del planeta, y es contradictorio que

para evitar un efecto minimo del LOEC de letalidad sea de 0.46 mgl/l,

mientras que para la LCso sea de 0.22 mg/l, ya que esperar mortalidad del

50% de una poblacién es un efecto muy perjudicial, esta diferencia tan

controversial de debe a la cantidad de informaciéon que se tiene de cada

parametro, para CL50 se obtuvieron 933 datos (640 de peces, 287 de
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anfibios, 4 de rotiferos y 2 de protozoarios) y para LOEC 127 datos (42 de
peces, 63 de anfibios, 5 de rotiferos y 16 de protozoarios), incluyendo los
datos obtenidos en este estudio; Al haber tal diferencia de cantidad de
informacion hace de menor calidad al del parametro LOEC, y que ademas
se evaluaron las especies mas sensibles que si hubiera reportes de LOEC
para todas ellas el PNEC seria mucho més bajo dando una perspectiva mas
realista, por lo que evaluar un riesgo ecoldgico es muy relativo a la cantidad

de informacion disponible (Traas, et al., 2001).

El siguiente paso en la evaluacion del riesgo ambiental en agua dulce
por el glifosato es aplicar la estrategia descrita en la literatura es comparar
la PNEC con las concentraciones medidas en el ambiente MEC en sitios
analizados en México. Las mediciones que se incluyen (tabla 7) ninguna
esta cerca de los 2 valores de PNEC, ya que en conversion para LOEC el
PNEC= 460 ug/l y para CL50 el PNEC=220 pg/l, mientras que la medicion
mayor se encontré en Puebla en agua superficial de 4.36 g/l (Fabriz-Sodré,
et al. 2018).

Tabla 7. Concentraciones Ambientales medidas de glifosato en México

Sinaloa 4 4.2 Arellano-Aguilar y
Rios 4 4.2 Renddén Von Osten, et al.
Dren 3.9 4.2 2016

Yucatan 2.275 2.9 Renddn Von Osten, et al.

2016
1.31 1.41 Rendén Von Osten y
Agua 0.5 0.65 Dzul-Caamal, 2017
embotellada
Quintana Roo 0.8 0.9 Arellano-Aguilar y
Tulum 0.829 1 Renddn Von Osten, et al.
2016
Campeche 2.44 2.8 Arellano-Aguilar y
Rendon Von Osten, et al.
2016
Puebla Reynoso, et al. 2020
Superficial 1.678 4.36
Subterranea 0.821 3.17

Valores medidos en diferentes lugares de México de glifosato en ug/l.
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Conclusiones

Es de suma importancia conocer mas sobre el efecto de las sustancias
que se descargan en el ambiente, ya que nos hacen mas conscientes del
riesgo que se corre al hacer uso del glifosato para beneficio de los cultivos,
buscando un equilibrio para obtener el beneficio sin perjudicar demasiado e

irreversiblemente el ambiente.

Al determinar el efecto del glifosato puro y en una presentacion
comercial Roundup® en el rotifero Lecane papuana mediante analisis de
toxicidad y su correlacién con parametros poblacionales se obtuvieron valores

de letalidad y subletalidad.

Se obtuvieron concentraciones de seguridad para la proteccion de la biota
acuatica a través de la “Distribucion de la sensibilidad de especies, SSD” con
valores diferentes para el parametro LOEC de invertebrados que para LOEC y
CLso para peces, anfibios, rotiferos y algas, haciendo uso de la informacion
disponible de estos parametros, y a partir de los valores de HC5, se calcularon
los valores de PNEC siendo menor el valor obtenido a partir de CLso que LOEC
por tener mayor informacion de organismos mas sensibles, con lo que se
muestra que el valor es mas confiable entre mas informacion se tenga y se
consideren mas especies con mayor sensibilidad para que sea mas realista la
evaluacion.

Las pruebas agudas aportan valiosa informacién en una especie que
forma parte de los ecosistemas mexicanos, empero la informaciéon que se
obtiene de las pruebas crénicas es mas significante para comprender mejor el
posible dafio que se enfrenta. Los organismos mostraron mayor sensibilidad
con la formulacion comercial en ambas pruebas, y ademas la cantidad de

alimento mostré ser un factor de suma importancia en los procesos toxicos.

Al evaluar los riesgos ambientales con las herramientas ecotoxiolégicas,
se hace evidente la importancia de obtener mas informacién toxicoldgica,
sobre todo en organismos presentes en ecosistemas mexicanos para evaluar
de forma mas realista y con mayor aplicacion para legislar la emision y control

del glifosato
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Anexos

Anexo no. 1: Pruebas agudas

Concentracion Concentracion Probit

(mgl/l) log

o

o ]

Lo

o

Lo

_ 1.30103 4.16
_ 1.30103 4.16
_ 1.30103 4.16
_ 1.30103 4.48
_ 1.30103 4.48
_ 1.60205999 4.48
_ 1.60205999 4.48
_ 1.60205999 4.48
_ 1.60205999 4.16
_ 1.60205999 3.72
_ 2.09691001 6.28
_ 2.09691001 7.33
_ 2.09691001 7.33
_ 2.09691001 7.33

_ 2.17609126 7.33
_ 2.17609126 7.33
_ 2.17609126 7.33
_ 2.17609126 7.33



Anexo no. 2: Pruebas de inhibicion de la eclosion

0 100

0 100

0 100

0 100

0 100
40 90
40 90
40 80
40 90
40 50
100 80
100 60
100 80
100 40
100 60
150 70
150 60
150 30
150 20
150 60
300 60
300 20
300 90
300 100
300 30
500 70
500 70
500 0
500 0
500 50




Anexo no.3: Pruebas crdnicas

0 85 - 0.56664267

0 105 0.60890449 0 90 0.57807435

0 85 0.56664267 0 90 0.57807435

0 91 0.58028432 0 113 0.62358998

0 98 0.59510591 0 100 0.59914645

0 100 0.59914645 1 68 0.52201396
1.125 77 0.5468735 1 70 0.52781147
1.125 57 0.48672267 1 74 0.53892544
1.125 55 0.47957905 1 63 0.50673936
1.125 78 0.54945418 1 90 0.57807435
1.125 95 0.5888878 2 60 0.49698133
2.25 64 0.50988903 2 40 0.41588831
2.25 61 0.50028719 2 43 0.43035244
2.25 58 0.49020102 2 27 0.33727979
2.25 51 0.46447754 2 57 0.48672267
2.25 49 0.45647648 3 37 0.400296
4.5 53 0.4721708 3 32 0.3712596
4.5 57 0.48672267 3 27 0.33727979
45 55 0.47957905 3 31 0.36490986
4.5 57 0.48672267 3 32 0.3712596
45 52 0.46836116 4 24 0.31372318
9 46 0.4438407 4 31 0.36490986

9 57 0.48672267 4 20 0.27725887

9 54 0.47590923 4 12 0.17509375

9 44 0.43495034 4 14 0.20592388

9 51 0.46447754 5 7 -
18 45 0.43944492 0.18325815
18 40 0.41588831 > 6 0.03646431
18 53 0.4721708 > 0 0
18 49 0.45647648 > 0 0
18 42 0.42564634 ° 0 0




Anexo no.4: Pruebas crénicas con concentraciones decrecientes de algas

5X10° 2.5X10° 1.25X10° 5X104 2.5X10%
células/ml células/mi células/mi células/mi células/ml

0 0.68864972 0.64560658 0.53374149  0.36730787 0.21245376
1.125 0.60970127 0.59783446 0.53325949  0.32997247 0.12496859
2.25 0.55354491 0.47169085 0.24152833  0.11618854 0.08580162
4.5 0.60782854 0.53072456 0.29654525  0.09692923 0.03576514
9 0.55040991 0.42496041 0.34573606  -0.0611641 -0.19528392
18 0.53173336 0.3844282 0.28242707  -0.34459721 -0.25304619

Anexo no.5: Datos de mortalidad por toxicidad de Glifosato obtenidos en
ECOTOX de EPA para obtener valores de HC5

Valores de CLso

Salmo trutta Peces Formulacidn 5.4 1
Lepomis macrochirus Peces Ingrediente Activo 4.5 2
Lepomis macrochirus Peces Ingrediente Activo 4.4 2
Ictalurus punctatus Peces Ingrediente Activo 5.5 2
Ictalurus punctatus Peces Ingrediente Activo 4.9 2
Carassius auratus Peces Ingrediente Activo NR 3
Carassius auratus Peces Ingrediente Activo 4183.62 3
Carassius auratus Peces Ingrediente Activo 9217 3
Oncorhynchus mykiss Peces Ingrediente Activo 4290.8 3
Poecilia reticulata Peces Ingrediente Activo 180 4
Clarias gariepinus Peces Formulacion 0.53 5
Clarias gariepinus Peces Formulacion 0.53 6
Xenopus laevis Anfibios Formulacion 5257 7
Xenopus laevis Anfibios Formulacion 2.75 7
Xenopus laevis Anfibios Formulacion 466 7
Xenopus laevis Anfibios Formulacion 0.89 7
Xenopus laevis Anfibios Formulacion 134.6 7
Xenopus laevis Anfibios Formulacion 1.05 7
Xenopus laevis Anfibios Formulacion 455 7
Xenopus laevis Anfibios Formulacién 58.1 7
Xenopus laevis Anfibios Formulacion 207 7
Leptodactylus latrans Anfibios Ingrediente Activo 9.61 8




I‘ Le;;todactylu; latrans
Leptodactylus latrans
Leptodactylus latrans
Leptodactylus latrans
Leptodactylus latrans
Leptodactylus latrans
Leptodactylus latrans
Leptodactylus latrans
Engystomops pustulosus
Centrolene prosoblepon
Rhinella sp.

Scinax ruber
Rhinella granulosa

Hypsiboas crepitans
Dendropsophus
microcephalus
Rhinella marina

Litoria moorei

Litoria moorei

Litoria moorei

Litoria moorei

Litoria moorei

Litoria moorei

Crinia insignifera

Litoria moorei

Litoria moorei

Crinia insignifera
Morone saxatilis
Morone saxatilis
Morone saxatilis

Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios

Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Peces

Peces

Peces

Morone saxatilis

Peces

Morone saxatilis

Xenopus laevis

Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss

Rhinella arenarum

Rhinella arenarum
Cnesterodon decemmaculatus
Cnesterodon decemmaculatus
Cnesterodon decemmaculatus
Cnesterodon decemmaculatus
Cnesterodon decemmaculatus

Peces
Anfibios
Peces
Peces
Peces
Anfibios
Anfibios
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces

ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

Ingrediente Activo

Ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Formulacidn
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacidn
Ingrediente Activo
Formulacidn
Formulacion
Formulacion
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Formulacién
Formulacidn
Formulacion
Formulacion
Formulacion

8.67
5.7
7.13
4.17
3.28
3.86
3.26
6.76
2.787
2.414
15
1.642
2.348
2.064
12

2733

127
1215
110.8
116
10.6
11.6
88.7
12.7
7.66
51.8
61.5
50
23.5
131
3.54
24.78
603
750
750
19.4
72.8
42.5
42
41.6
41.4
56

OOV O O O O O 0 00 00 0| 00 0 00

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
11
11
11
11
11
12
13
13
13
14
14
14
14
14
14
14



| Cnesterodon decemmaculatus
Cnesterodon decemmaculatus
Cnesterodon decemmaculatus
Cnesterodon decemmaculatus
Poecilia reticulata
Poecilia reticulata
Poecilia reticulata
Poecilia reticulata
Poecilia reticulata
Poecilia reticulata
Poecilia reticulata
Poecilia reticulata
Physalaemus cuvieri
Physa@us cuvieri

Boana pardalis

Danio rerio

Hydra vulgaris

Hydra vulgaris

Spea bombifrons

Spea bombifrons

Spea multiplicata

Spea multiplicata

Lecane quadridentata

Lecane quadridentata

Pimelodidae
Oncorhynchus mykiss
Lithobates sylvaticus

Peces
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Peces

Invertebrad
0s
Invertebrad
0s

Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Invertebrad
0s
Invertebrad
0s

Peces
Peces

Anfibios

Lithobates sylvaticus

Anfibios

Lithobates sylvaticus
Lithobates sylvaticus
Lithobates sylvaticus
Lithobates sylvaticus
Lithobates sylvaticus
Lithobates sylvaticus
Lithobates sylvaticus
Lithobates sylvaticus

Lithobates clamitans ssp.
clamitans
Lithobates clamitans ssp.
clamitans
Lithobates clamitans ssp.

Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios

Anfibios

Anfibios

Formulacién
Formulacion
Formulacion
Ingrediente Activo
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Ingrediente Activo

Ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

Ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Formulacion

Ingrediente Activo

Formulacidn

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Formulacidn

Formulacion

Formulacion

4.94

8.26
5.3

3.5

4.1

14|
14
14
15
16
16
16
16
16
16
16
16
17
18
18
19
20

20

21
21
21
21
22

22



I clamitans

Lithobates clamitans ssp. Anfibios
clamitans

Bufo americanus Anfibios
Lithobates pipiens Anfibios
Bufo americanus Anfibios
Lithobates pipiens Anfibios
Bufo americanus Anfibios
Lithobates pipiens Anfibios
Lithobates pipiens Anfibios
Bufo americanus Anfibios
Xenopus laevis Anfibios
Xenopus laevis Anfibios
Xenormaevis Anfibios
Xenopus laevis Anfibios
Xenopus laevis Anfibios
Xenopus laevis Anfibios
Xenopus laevis Anfibios
Xenopus laevis Anfibios
Xenopus laevis Anfibios
Xenopus laevis Anfibios
Xenopus laevis Anfibios
Xenopus laevis Anfibios
Xenopus laevis Anfibios
Xenopus laevis Anfibios
Xenopus laevis Anfibios
Xenopus laevis Anfibios
Oreochromis niloticus Peces
Oreochromis niloticus Peces
Oreochromis niloticus Peces
Oreochromis niloticus Peces
Physalaemus centralis Anfibios
Rhinella marina Anfibios
Huso huso Peces
Huso huso Peces
Huso huso Peces
Huso huso Peces
Huso huso Peces
Huso huso Peces
Acipenser stellatus Peces
Acipenser stellatus Peces
Acipenser stellatus Peces
Acipenser stellatus Peces

Formulacion 1.4
Formulacion 2.9
Formulacion 15.1
Formulacidn 6.4
Formulacion 7.5
Formulacion 4.8
Formulacion 1.8
Formulacion 1.1
Formulacion 1.7
Formulacidn 0.88
Formulacion 15.6
Formulacion 2.1
Formulacion 7.9
Ingrediente Activo 1.5
Ingrediente Activo 11.8
Ingrediente Activo 645.2
Ingrediente Activo 139
Ingrediente Activo 69
Ingrediente Activo 14
Ingrediente Activo 6419
Ingrediente Activo 39
Ingrediente Activo BN
Ingrediente Activo 69
Ingrediente Activo 6043
Ingrediente Activo 43416
Ingrediente Activo 113
Ingrediente Activo 05|
Ingrediente Activo 113
Ingrediente Activo 11.59
Formulacidn 197
Formulacién 32
Formulacidn 26.92
Formulacion 67.19
Formulacion 41.3
Formulacion 8.31
Formulacidn 19.83
Formulacién 74.42
Formulacidn 61.15
Formulacion 24.72
Formulacion 39.7
Formulacion 69.72



I‘ Aci—penser stellatus Peces
Acipenser stellatus Peces
Acipenser persicus Peces
Acipenser persicus Peces
Acipenser persicus Peces
Acipenser persicus Peces
Acipenser persicus Peces
Acipenser persicus Peces
Acipenser persicus Peces
Acipenser persicus Peces
Acipenser persicus Peces
Acipenser persicus Peces
Acipenser persicus Peces
Acipenser persicus Peces
Huso huso Peces
Huso huso Peces
Huso huso Peces
Huso huso Peces
Huso huso Peces
Huso huso Peces
Acipenser stellatus Peces
Acipenser stellatus Peces
Acipenser stellatus Peces
Acipenser stellatus Peces
Acipenser stellatus Peces
Acipenser stellatus Peces
Lepomis macrochirus Peces
Ictalurus punctatus Peces
Lepomis macrochirus Peces
Lepomis macrochirus Peces
Ictalurus punctatus Peces
Pimephales promelas Peces
Pimephales promelas Peces
Lepomis macrochirus Peces
Lepomis macrochirus Peces
Ictalurus punctatus Peces
Lepomis macrochirus Peces
Lepomis macrochirus Peces
Lepomis macrochirus Peces
Lepomis macrochirus Peces
Lepomis macrochirus Peces
Lepomis macrochirus Peces
Lepomis macrochirus Peces

Formulacién
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

Ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion

12.98
46.17
61.34
10.59
77.21
44.82
34.18
26.05
70
100
40
85
40
20
30
60

15

45
75
20
35
20
95
80
65
55
5.6
13
2.4
9.6
43
2.3
2.4
3.9

3.7
6.2

7.6
6.6
4.2
4.3



I‘ Le;;omis macrochirus
Ictalurus punctatus
Lepomis macrochirus
Ictalurus punctatus
Lepomis macrochirus
Lepomis macrochirus
Lepomis macrochirus
Lepomis macrochirus
Ictalurus punctatus
Lepomis macrochirus
Lepomis macrochirus
Ictalurus punctatus
Lepomis macrochirus

Lepomis macrochirus

Lepomis macrochirus

Lepomis macrochirus

Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus mykiss

Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces

Oncorhynchus mykiss

Peces

Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss

Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces

Formulacién 8
Formulacion 13
Formulacion 4.3
Formulacion 4.3
Formulacién 2.4
Formulacion 6.4
Formulacion 5
Formulacion 7
Formulacion 33
Formulacion 1.8
Formulacién 2.4
Formulacion 43
Formulacion 4
Formulacion 6.4
Formulacion 7.5
Formulacion 5
Formulacién 14
Formulacion 2.4
Formulacion 7.6
Formulacion 22
Formulacion 14
Formulacion EER
Formulacién 74
Formulacion 14
Formulacion 34
Formulacidn 24
Formulacion =l
Formulacion 14
Formulacién 75
Formulacion 14
Formulacion 75
Formulacion 83
Formulacion 19
Formulacion 11
Formulacion 14
Formulacion 1.6
Formulacion 14
Formulacion 46
Formulacion 14
Formulacion 7.6
Formulacion 2.4
Formulacion 1.4
Formulacion 7.6



I‘ On—corhynchu_s m;kiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss
Oncorhynchus mykiss

Lithobates clamitans ssp.
clamitans

Anaxyrus fowleri
Lithobates sphenocephalus
ssp. sphenocephalus

Hyla chrysoscelis

Lithobates pipiens

Rana catesbeiana

Lithobates sphenocephalus
ssp. sphenocephalus
Hyla chrysoscelis

Anaxyrus fowleri

Lithobates clamitans ssp.
clamitans

Lithobates pipiens

Rana catesbeiana

Hyla chrysoscelis

Lithobates sphenocephalus
ssp. sphenocephalus
Lithobates clamitans ssp.
clamitans

Anaxyrus fowleri
Lithobates pipiens

Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Anfibios

Anfibios
Anfibios

Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios

Anfibios
Anfibios
Anfibios

Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios

Anfibios

Anfibios
Anfibios

Rana catesbeiana

Lithobates sphenocephalus
ssp. sphenocephalus

Hyla chrysoscelis

Lithobates clamitans ssp.
clamitans

Anaxyrus fowleri
Lithobates pipiens
Rana catesbeiana
Lecane papuana

Cyprinus carpio
Cyprinus carpio
Cyprinus carpio

Peces

Anfibios

. Anfibios

Anfibios
Anfibios

Anfibios
Anfibios
Anfibios

Invertebrad
0s
Peces

Peces

Formulacién
Formulacion
Formulacidn
Formulacion
Formulacion
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

8.3
7.6
2.4
16
2.4
8.2
12
15

4.22

4.21
2.05

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

Ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Formulacién

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

2.5
1.8
2.77
1.33

3.26
1.96
2.77

20y |
197
437
513

8.26

584
483
6.09
357

3.75
4.56

3.54
2.94
3.08
19.89

21.6
23.38
22.195

30 |
30
30
30
30
31
31
31
31
32

32
32

32
32
32
32

32
32
32

32
32
33
33

33

33
33
33
33

33
33

33
33
33
34

35
35
35



I‘ Cy;—)rinus carp_io
Cyprinus carpio
Agalychnis callidryas
Piaractus mesopotamicus
Salmo trutta
Pseudepidalea viridis
Pseudepidalea viridis
Pseudepidalea viridis
Pelophylax ridibundus
Pelophylax ridibundus
Pelophylax ridibundus
Pelophylax ridibundus
Pseudepidalea viridis

Pseudepidalea viridis

Pseudepidalea viridis

Xenopus laevis

Xenopus laevis

Xenopus laevis

Xenopus laevis

Pelophylax ridibundus

Pelophylax ridibundus

Pelophylax ridibundus

Pelophylax ridibundus

Xenopus laevis

Xenopus laevis

Pimephales promelas

Oncorhynchus mykiss

Lithobates clamitans ssp.
clamitans
Lithobates clamitans ssp.
clamitans

24275
25.12
6.403
22.36

4.5
25.7
35.9
28.8
32.9
36.7

30
27.4
26.7
34.6

Lithobates clamitans ssp.
clamitans
Lithobates clamitans ssp.
clamitans
Lithobates clamitans ssp.
clamitans
Lithobates clamitans ssp.
clamitans
Lithobates clamitans ssp.
clamitans
Lithobates clamitans ssp.
clamitans
Lithobates clamitans ssp.
clamitans
Lithobates clamitans ssp.

Peces fngredient_e Activo .
Peces Ingrediente Activo
Anfibios Formulacion
Peces Formulacidn
Peces Formulacion
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Peces Formulacidn
Peces Formulacion
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo
Anfibios Ingrediente Activo

Anfibios

Ingrediente Activo

30.9

17.6

22
15.3
336
23.1
226
183
21.5
20.4
16.3
127
54.8
17.9

17.9

2.2

2.3

17.9

17.9

7.1

35 ]
35
36
37
38
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
39
40
40
40
40
40
40
41
42
43

43
43
43
43
43
43
43
43

43



I clamitans

Lithobates clamitans ssp.

clamitans

Lithobates clamitans ssp.

clamitans

Lithobates clamitans ssp.

clamitans

Lithobates clamitans ssp.

clamitans

Lithobates sylvaticus
Lithobates sylvaticus
Lithobates pipiens
Lithobates pipiens
Bufo americanus

Bufo americanus

Lithobates pipiens

Lithobates pipiens

Lithobates sylvaticus

Lithobates sylvaticus

Bufo americanus

Bufo americanus

Lithobates clamitans ssp.

clamitans

Lithobates clamitans ssp.

clamitans
Jenynsia multidentata

Polypedates cruciger

Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus

Anfibios

Anfibios

Anfibios

Anfibios

Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios

Anfibios

Peces
Anfibios
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces

Oreochromis niloticus
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Valores de CLso

Cyprinus carpio Peces Formulacion 0.08 1
Cyprinus carpio Peces Formulacion 0.001 1
Cyprinus carpio Peces Formulacion 0.01 1
Cyprinus carpio Peces Formulacion 0.01 1
Cyprinus carpio Peces Formulacion 0.8 1
Oncorhynchus mykiss Peces Formulacion 560 2
Physalaemus cuvieri Anfibios Ingrediente Activo 6 3
Pimephales promelas Peces Ingrediente Activo 134 4
Salvelinus namaycush Peces Ingrediente Activo 408 4
Oncorhynchus mykiss Peces Ingrediente Activo 400 4
Boana pardalis Anfibios Ingrediente Activo 97 5
Physalaemus cuvieri Anfibios Ingrediente Activo 112 5
Danio rerio Peces Ingrediente Activo 100 6
Danio rerio Peces Ingrediente Activo 100 6
Danio rerio Peces Ingrediente Activo 100 6
Lecane quadridentata Invertebrados  Ingrediente Activo 13 7
Lecane quadridentata Invertebrados  Formulacion 140 7
Oncorhynchus mykiss Peces Ingrediente Activo 6.9 8
Ichthyophthirius multifilis Invertebrados  Ingrediente Activo 5072.22 9
Ichthyophthirius multifilis Invertebrados  Ingrediente Activo 2536.11 9
Ichthyophthirius multifilis Invertebrados  Ingrediente Activo 2536.11 9
Ichthyophthirius multifilis Invertebrados  Ingrediente Activo 2536.11 9
Ichthyophthirius multifilis Invertebrados  Ingrediente Activo 5072.22 9
Ichthyophthirius multifilis Invertebrados  Formulacion 77.5829 9
34
Ichthyophthirius multifilis Invertebrados  Formulacion 77.5829 9
34
Ichthyophthirius multifilis Invertebrados  Formulacion 38.7914 9
67
Ichthyophthirius multifilis Invertebrados  Formulacidn 38.7914 g
67
Ichthyophthirius multifilis Invertebrados  Formulacion 77.5829 9
34
Ichthyophthirius multifilis Invertebrados  Formulacion 20.5366 9
59
Ichthyophthirius multifilis Invertebrados  Formulacion 1.14092 9
55
Ichthyophthirius multifilis Invertebrados  Formulacion 20.5366 9
59
Tetrahymena thermophila Invertebrados  Formulacion 157.447 9

719




" Tet—rahymena_the-rmoph—ila_
Tetrahymena thermophila

Physalaemus centralis
Rhinella marina
Danio rerio

Danio rerio

Danio rerio

Cyprinus carpio
Oncorhynchus mykiss
Anaxyrus fowleri
Anaxyrus fowleri

Hyla ch_rysoscelis

Hyla chrysoscelis

Lithobates clamitans ssp.
clamitans

Lithobates clamitans ssp.
clamitans

Lithobates sphenocephalus ssp.
sphenocephalus

Lithobates sphenocephalus ssp.
sphenocephalus

Lithobates pipiens

Lithobates pipiens
Rana catesbeiana

Rana catesbeiana

Anaxyrus fowleri

Anaxyrus fowleri
Hyla chrysoscelis
Hyla chrysoscelis

Lithobates clamitans ssp.
clamitans

Invertebrados
Invertebrados

Anfibios
Anfibios
Peces
Peces
Peces
Peces
Peces
Anfibios
Anfibios
Anfibios

Formulacion

Formulacion

Formulacion

Formulacion

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

Ingrediente Activo

77.5829
34
77.5829
34

4.92

16
0.005
0.005
0.005

5
9.9
3.95
1.56
2.1

Anfibios
Anfibios

Anfibios

Anfibios

Anfibios

Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios

Lithobates clamitans ssp.
clamitans

Lithobates sphenocephalus ssp.
sphenocephalus

Lithobates sphenocephalus ssp.
sphenocephalus

Lithobates pipiens

Lithobates pipiens

Rana catesbeiana

Rana catesbeiana

Lecane papuana

Astyanax lacustris

Lithobates pipiens

Anfibios

Anfibios

Anfibios

Anfibios
Anfibios
Anfibios
Anfibios
Invertebrados
Peces
Anfibios

Ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Formulacion

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

2.87

3.68

2.37

1.81

132
1.68
2.52
137

5.2
2.78
2.85

2.8
7.03

3.98
4.55
3.95

3.86
2.6
4.9

15
0.3
0.6

10
10
11
11
11
11
12
12
12
12
12
12

12

12

12
12
12
12
13
13
13
13
13

13

13

13

13
13
13
13
14
15
16



| Lithobates pi;)ien_s Anfibios
Polypedates cruciger Anfibios
Polypedates cruciger Anfibios
Polypedates cruciger Anfibios
Galaxias anomalus Peces
Rhamdia quelen Peces
Acris blanchardi Anfibios
Rhinella arenarum Anfibios
Scinax nasicus Anfibios
Danio rerio Peces
Danio rerio Peces
Danio rerio Peces
Danio rerio Peces
Danio rerio Peces
Danio rerio Peces
Cyprinus carpio Peces
Cyprinus carpio Peces
Cyprinus carpio Peces
Cyprinus carpio Peces
Bufo bufo Anfibios
Bufo bufo Anfibios
Bufo bufo Anfibios
Lithobates catesbeiana Anfibios
Hyla versicolor Anfibios
Hyla versicolor Anfibios
Lithobates clamitans ssp. Anfibios
clamitans
Lithobates clamitans ssp. Anfibios
clamitans
Bufo americanus Anfibios
Bufo americanus Anfibios
Lithobates pipiens Anfibios
Lithobates pipiens " Anfibios
Lithobates sylvaticus Anfibios
Lithobates sylvaticus Anfibios
Rana catesbeiana Anfibios
Rana catesbeiana Anfibios
Anaxyrus boreas Anfibios
Hyla versicolor Anfibios
Lithobates clamitans ssp. Anfibios
clamitans
Pseudacris crucifer Anfibios
Rana cascadae Anfibios
Bufo americanus Anfibios

Ingrediente Activo

Formulacion
Formulacion
Formulacion
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Formulacion
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

0.75

0.36

Ingrediente Activo

Ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

Ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

N

2.11
2.11
1.12

1.12
2.11
2.11

Lnu-ln—\n—\u-lu-llu-l|u1|

16
17
17
17
18
19
20
21
21
22
22
22
22
22
22
23
24
24
24
25
25
25
26
27
27
27

27

27
27
27
27
27
27
27
27
28
28
28

28
28
28



| Lithobates pi|_oien_5 Anfibios
Lithobates sylvaticus Anfibios
Rana catesbeiana Anfibios
Physalaemus albonotatus Anfibios
Physalaemus albonotatus Anfibios
Physalaemus albonotatus Anfibios
Oryzias latipes Peces
Danio rerio Peces
Danio rerio Peces
Cyprinus carpio Peces
Cyprinus carpio Peces
Danio rerio Peces
Danio rerio Peces
Danio rerio Peces
Danio rerio Peces
Cnesterodon decemmaculatus Peces
Cnesterodon decemmaculatus Peces
Cnesterodon decemmaculatus Peces
Cnesterodon decemmaculatus Peces
Discoglossus pictus Anfibios
Discoglossus pictus Anfibios
Xenopus laevis Anfibios
Xenopus laevis Anfibios
Rana temporaria Anfibios
Rana temporaria Anfibios
Rana temporaria Anfibios
Rana temporaria Anfibios
Rana temporaria Anfibios
Pseudacris triseriata Anfibios
Odontesthes humensis Peces
Odontesthes humensis Peces
Odontesthes humensis Peces
Danio rerio Peces
Danio rerio Peces
Danio rerio Peces
Danio rerio Peces

Ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Formulacion
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

211
2.11
1.12
2.69

1.345
2.69

0.5
100

410
205
13.9
100

Ingrediente Activo

12.8

Ingrediente Activo

Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo
Ingrediente Activo

1000

0.1
0.1
0.1
0.1
180
—

32
11
34
13
12
35
572
NR
NR
NR
400
600
400
400

28
28
28
29
29
29
30
31
31
32
32
33
33
88
33
34
34
34
34
35
35
35
35
35
35
35
35
35
36
37
37
37
38
38
38
38



Barbukho,0.V., and
A.O. Zhydenko

Bowman,J.H.

Costa,R.N., and F.
Nomura

Currie,Z., R.S.
Prosser, J.L.
Rodriguez-Gil, K.
Mahon, D. Poirier,
and K.R. Solomon
Daam,M.A., M.F.
Moutinho, E.L.G.
Espindola, and L.
Schiesari

De Brito Rodrigues,L.,
G. Goncalves Costa,
E. Lundgren Tha, L.R.
Da Silva, R. De
Oliveira, D. Morais
Leme, M.M. Cestari
Dominguez-
Cortinas,G., J.M.
Saavedra, G.E.
Santos-Medrano, and
R. Rico-Martinez
Drottar,K., and H.
Krueger

Everett,K.D.E., and
H.W. Dickerson

Figueiredo,J., and D.
De Jesus Rodrigues

Referencias

Effect of Herbicide "Roundup"
on Viability of the Carp Eggs
and Possibility of Profylaxis of
Its Toxic Impact by Probiotic
Preparations BPS-44

Acute Toxicity of SC-0224 4LC-
E to Rainbow Trout (Salmo
gairdneri)

Measuring the Impacts of
Roundup Original on
Fluctuating Asymmetry and
Mortality in a Neotropical
Tadpole

Toxicity of Cuspide 480SL
Spray Mixture Formulation of
Glyphosate to Aquatic
Organisms

Lethal Toxicity of the
Herbicides Acetochlor,
Ametryn, Glyphosate and
Metribuzin to Tropical Frog
Larvae

Impact of the Glyphosate-
Based Commercial Herbicide,
Its Components and Its
Metabolite AMPA on Non-
Target Aquatic Organisms

Analysis of the Toxicity of
Glyphosate and Faena Using
the Freshwater Invertebrates
Daphnia magna and Lecane
guadridentata

MON 77360: A 96-Hour Static
Acute Toxicity Test with the
Rainbow Trout (Oncorhynchus
myKkiss)

Ichthyophthirius multifiliis and
Tetrahymena thermophila
Tolerate Glyphosate but not a
Commercial Herbicidal
Formulation

Effects of Four Types of
Pesticides on Survival, Time
and Size to Metamorphosis of
Two Species of Tadpoles

Hydrobiol. J.47(5): 72-76

Final Report 35638. ABC
Laboratories, Missouri,
Stauffer Chemcial
Company:6 p.
Hydrobiologia765:85-96

Environ. Toxicol.
Chem.34(5): 1178-1184

Ecotoxicology28(6): 707-
715

Mutat. Res., Genet.
Toxicol. Environ.
Mutagen.:8 p.

Toxicol. Environ.
Chem.90(2): 377-384

Project 139A-207,
Wildlife International
Ltd., Easton, MD:13 p.

Bull. Environ. Contam.
Toxicol.70(4): 731-738

Herpetol. J.24(1): 7-15

2011

1987

2016

2015

2019

2019

2008

2000

2003

2014




Fiorino,E., P.
Sehonova, L.
Plhalova, J. Blahova,
Z. Svobodova, and C.
Faggio
Fuentes,L., L.J.
Moore, J.H.,Jr.
Rodgers, W.W.
Bowerman, G.K.
Yarrow, and W.Y.
Chao

Fuentes,L., L.J.
Moore, J.H.,Ir.
Rodgers, W.W.
Bowerman, G.K.
Yarrow, and W.Y.
Chao
Garza-Leon,C.V,,
M.A. Arzate-
Cardenas, and R.
Rico-Martinez

Goncalves,B.B., N.F.
Nascimento, M.P.
Santos, R.M.
Bertolini, G.S. Yasui,
and P.C. Giaquinto
Howe,C.M., M.
Berrill, B.D. Pauli, C.C.
Helbing, K. Werry,
and N. Veldhoen
Jayawardena,U.A,,
R.S. Rajakaruna, A.N.
Navaratne, and P.H.
Amerasinghe
Kelly,D.W., R. Poulin,
D.M. Tompkins, and
C.R. Townsend

Koakoski,G., R.M.
Quevedo, D. Ferreira,
T.A. Oliveira, J.G.S.
Da Rosa, M.S. De
Abreu, D. Gusso, A.
Marqueze, L.C. Kreut
Krynak,K.L., D.J.
Burke, and M.F.
Benard

(Rhinella and Physalaemus
Centralis) from the Southern
Amazon, Brazil

Effects of Glyphosate on Early
Life Stages: Comparison
Between Cyprinus carpio and
Danio rerio

Comparative Toxicity of Two
Glyphosate Formulations
(Original Formulation of
Roundup and Roundup
Weathermax) to Six North
American Larval Anurans
Role of Sediments in
Modifying the Toxicity of Two
Roundup Formulations to Six
Species of Larval Anurans

Toxicity Evaluation of
Cypermethrin, Glyphosate,
and Malathion, on Two
Indigenous Zooplanktonic
Species

Low Concentrations of
Glyphosate-Based Herbicide
Cause Complete Loss of Sperm
Motility of Yellowtail Tetra
Fish Astyanax lacustris
Toxicity of Glyphosate-Based
Pesticides to Four North
American Frog Species

Toxicity of Agrochemicals to
Common Hourglass Tree Frog
(Polypedates cruciger) in
Acute and Chronic Exposure
Synergistic Effects of
Glyphosate Formulation and
Parasite Infection on Fish
Malformations and Survival
Agrichemicals Chronically
Inhibit the Cortisol Response
to Stress in Fish

Rodeo Herbicide Negatively
Affects Blanchard's Cricket
Frogs (Acris blanchardi)

Environ. Sci. Pollut.
Res.25:8542-8549

Environ. Toxicol.
Chem.30(12): 2756-2761

Environ. Toxicol.
Chem.33(11): 2616-2620

Environ. Sci. Pollut.
Res.24:18123-18134

J. Fish Biol.92:1218-1224

Environ. Toxicol.

Chem.23(8): 1928-1938

Int. J. Agric. Biol.12(5):
641-648

J. Appl. Ecol.47(2): 498-
504

Chemosphere112:85-91

J. Herpetol.51(3): 402-
410

2018

2011

2014

2017

2018

2004

2010

2010

2014

2017




Lajmanovich,R.C,,
C.M. Junges, A.M.
Attademo, P.M.
Peltzer, M.C.
Cabagna-Zenklusen,
and A. Basso

Lanzarin,G.A.B., L.M.

Felix, D. Santos,
C.A.S. Venancio, and
S.M. Monteiro

Lugowska, K.

Lugowska, K.

Miko,Z., J. Ujszegi,
and A. Hettyey

Paetow,L.])., J.D.
McLaughlin, B.D.
Pauli, and D.J.
Marcogliese

Relyea,R.A.

Relyea,R.A., and D.K.

Jones
Simioni,F., D.F.N. Da

Silva, and T. Mott

Smith,C.M., M.K.M.
Vera, and R.K.
Bhandari

Sulukan,E., M.

Survival and Alters the Skin-
Associated Bacterial
Community

Individual and Mixture Toxicity
of Commercial Formulations
Containing Glyphosate,
Metsulfuron-Methyl,
Bispyribac-Sodium, and
Picloram on Rhinella arenarum
Tadpoles

Dose-Dependent Effects of a
Glyphosate Commercial
Formulation - Roundup
UltraMax - on the Early
Zebrafish Embryogenesis

The Effects of Roundup on
Gametes and Early
Development of Common
Carp (Cyprinus carpio L)

The Effects of Roundup on
Gametes and Early
Development of Common
Carp (Cyprinus carpio L)
Age-Dependent Changes in
Sensitivity to a Pesticide in
Tadpoles of the Common Toad
(Bufo bufo)

Mortality of American Bullfrog
Tadpoles Lithobates
catesbeianus Infected by
Gyrodactylus jennyae and
Experimentally Exposed to
Batrachochytrium
dendrobatidis

The Lethal Impacts of
Roundup and Predatory Stress
on Six Species of North
American Tadpoles

The Toxicity of Roundup
Original Max to 13 Species of
Larval Amphibians

Toxicity of Glyphosate on
Physalaemus albonotatus
(Steindachner, 1864) from
Western Brazil

Developmental and Epigenetic
Effects of Roundup and
Glyphosate Exposure on
Japanese Medaka (Oryzias
latipes)

An Approach to Clarify the

Water Air Soil
Pollut.224(3): 1-13

Chemosphere223:514-
522

Fish Physiol.
Biochem.44:1109-1117

Fish Physiol.
Biochem.44:1109-1117

Aquat. Toxicol.187:48-54

J. Aquat. Anim.
Health25(1): 15-26

Arch. Environ. Contam.
Toxicol.48(3): 351-357

Environ. Toxicol.
Chem.28(9): 2004-2008

Ecotoxicol. Environ.
Contam.8(1): 55-58

Aquat. Toxicol.210:215-
226

Chemosphere180:77-85

2013

2019

2018

2018

2017

2013

2005

2009

2013

2019

2017




Kokturk, H. Ceylan, S.
Beydemir, M. Isik, M.
Atamanalp, and S.B.
Ceyhun

Szarek,J., A. Siwicki,
A. Andrzejewska, E.
Terech-Majewska,
and T. Banaszkiewicz

Uren Webster,T.M.,
L.V. Laing, H.
Florance, and E.M.
Santos
Vera-Candioti,J., S.
Soloneski, and M.L.
Larramendy

Wagner,N., H.
Muller, and B. Viertel

Williams,B.K., and
R.D. Semlitsch

Zebral,Y.D.,, P.G.
Costa, B.D. Knopp,
L.R. Lansini, B.
Zafalon-Silva, A.
Bianchini, and R.B.
Robaldo

Zhang,S., J. Xu, X.
Kuang, S. Li, X. Li, D.
Chen, X. Zhao, and X.
Feng

Effect Mechanism of
Glyphosate on Body
Malformations During
Embryonic Development of
Zebrafish (Daino rerio)
Effects of the Herbicide
Roundup on the
Ultrastructural Pattern of
Hepatocytes in Carp (Cyprinus
carpio)

Effects of Glyphosate and Its
Formulation, Roundup, on
Reproduction in Zebrafish
(Danio rerio)

Evaluation of the Genotoxic
and Cytotoxic Effects of
Glyphosate-Based Herbicides
in the Ten Spotted Live-Bearer
Fish Cnesterodon
decemmaculatus (Jenyns,
1842)

Effects of a Commonly Used
Glyphosate-Based Herbicide
Formulation on Early
Developmental Stages of Two
Anuran Species

Larval Responses of Three
Midwestern Anurans to
Chronic, Low-Dose Exposures
of Four Herbicides

Effects of a Glyphosate-Based
Herbicide in Pejerrey
Odontesthes humensis
Embryonic Development

Biological Impacts of
Glyphosate on Morphology,
Embryo Biomechanics and
Larval Behavior in Zebrafish
(Danio rerio)

Mar. Environ. Res.50(1-
5): 263-266

Environ. Sci.
Technol.48(2): 1271-
1279

Ecotoxicol. Environ.
Saf.89(0): 166-173

Environ. Sci. Pollut. Res.

Int.24:1495-1508

Arch. Environ. Contam.
Toxicol.58(3): 819-827

Chemosphere185:860-

867

Chemosphere181:270-
280

2000

2014

2013

2017

2010

2017

2017




	Portada
	Índice general
	Índice de tablas
	Índice de figuras
	Acrónimos
	Resumen
	Abstract
	Introducción
	Glifosato
	Impacto ambiental y estudios de sensibilidad
	Evaluación de los riesgos ecológicos
	Rotíferos y ecotoxicología
	Generalidades de Lecane papuana
	Pruebas de toxicidad

	Antecedentes
	Justificación
	Hipótesis
	Objetivos
	Metodologías
	Cultivo de rotíferos
	Pruebas de toxicidad aguda
	Inhibición de la eclosión en huevos amícticos
	Comparación de la sensibilidad de especies y obtención de concentraciones de seguridad para la protección de la biota acuática.
	Análisis estadístico

	Resultados
	Pruebas agudas a 24 horas de exposición
	Pruebas de inhibición de eclosión de los huevos amícticos
	Comparación de la sensibilidad de especies y obtención de concentraciones de seguridad para la protección de la biota acuática.

	Discusión
	Conclusiones
	Referencias
	Anexos

