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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DEL EFECTO GENOTOXICO DE LA MEZCLA ROUNDUP® SL -
COSMOFLUX® 411F EN LA RANA DE DESARROLLO DIRECTO Eleutherodactylus johnstonei
(ANURA: ELEUTHERODACTYLIDAE) MEDIANTE EL ENSAYO COMETA

AUTOR: FABIO LEONARDO MEZA JOYA™

PALABRAS CLAVE: Toxicidad, Ensayo Cometa, glifosato, roturas en el ADN, eritrocitos,
Eleutherodactylus johnstonei.

La aspersién aérea en Colombia de herbicidas con base en glifosato (Ej: mezcla Roundup SL® -
Cosmoflux® 411F) con el fin de erradicar cultivos ilicitos ha despertado gran preocupaciéon por su
posible impacto sobre organismos no blanco, especialmente anfibios. El presente trabajo evalla el
efecto toxico y genotéxico del mencionado herbicida sobre la rana de desarrollo directo
Eleutherodactylus johnstonei, estimando la dosis letal media (LDsp) y el nivel de roturas en el ADN
(in vitro e in vivo) mediante el Ensayo Cometa, respectivamente. Los resultados de toxicidad en
hembras y machos indicaron que la dosis del herbicida con base en glifosato usada durante las
aspersiones aéreas (3,69 Kg e.a/ha) no es letal para el modelo biol6gico en estudio. En contraste,
individuos neonatos fueron muy sensibles a los efectos téxicos de la mezcla. En todos los casos,
se evidenciaron signos de toxicidad sub-letal tales como desplazamiento errético y pérdida de
reflejos, a dosis inferiores a las utilizadas en la erradicacién de cultivos ilicitos. La exposicién in
vitro e in vivo de eritrocitos de Eleutherodactylus johnstonei al herbicida, indujo roturas en el ADN
celular de una manera dosis-dependiente, siendo significativo respecto al control negativo a partir
de una dosis de 4.625 ug e.a/mL y 0.055 Kg e.a/ha, respectivamente. Dosis superiores a 100 ug
e.a/mL (in vitro) y 0.74 Kg e.a/ha (in vivo), mostraron claras evidencias de toxicidad celular. Los
resultados son discutidos considerando los posibles riesgos ecotoxicolégicos de las especies de
anuros por exposicion al glifosato.

_ Proyecto de Grado.
Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Director: Martha Patricia Ramirez Pinilla (Ph.D.) y Co-
Director: Jorge Luis Fuentes (M.Sc, Ph.D.).
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ABSTRACT

TITLE: EVALUATION OF GENOTOXIC EFFECTS OF MIXING ROUNDUP® SL - COSMOFLUX®
411 IN THE DIRECT DEVELOPING FROG Eleutherodactylus johnstonei (ANURA:
ELEUTHERODACTYLIDAE) BY THE COMET ASSAY*

AUTOR: FABIO LEONARDO MEZA JOYA”

PALABRAS CLAVE: Toxicity, Comet Assay, glyphosate, DNA break, erythrocytes,
Eleutherodactylus johnstonei.

The aerial spraying in Colombia of glyphosate-based herbicides (eg., mixing Roundup SL® -
Cosmoflux® 411) in order to eradicate illegal crops has aroused great concern about its possible
impact on non-target organisms, particularly amphibians. This study evaluates the toxic and
genotoxic effects of that herbicide in the direct developing frog Eleutherodactylus johnstonei,
estimating the median lethal dose (LDs) and the level of DNA breaks (in vitro and in vivo) by the
Comet Assay, respectively. The results of toxicity in males and females indicated that the dose of
glyphosate-based herbicide used for aerial spraying (3.69 kg a.e/ha) is not lethal to the biological
model studied. In contrast, neonates were highly sensitive to the toxic effects of the mixture. In all
cases, there was evidence of sub-lethal toxicity signs such as erratic movement and loss of
reflexes, at lower doses than those used in the eradication of illicit crops. Exposure in vitro and in
vivo of erythrocytes of Eleutherodactylus johnstonei to herbicide, induce breaks in cellular DNA in a
dose-dependent way, being significant compared to negative controls after a dose of 4.625 mg
a.e/mL and 0.055 kg a.e/ha, respectively. Doses above 100 pg a.e/mL (in vitro) and 0.74 kg a.e/ha
(in vivo) showed clear evidence of cellular toxicity. The results are discussed considering the
possible ecotoxicologic risks of anuran species from exposure to glyphosate.

_ Proyecto de Grado.
Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Director: Martha Patricia Ramirez Pinilla (Ph.D.) y Co-
Director: Jorge Luis Fuentes (M.Sc, Ph.D.).
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INTRODUCCION

Existe una creciente preocupacion por el deterioro ambiental asociado al uso
indiscriminado de agroquimicos, ya que estos terminan acumulandose en el medio
produciendo efectos deletéreos sobre los ecosistemas y los organismos que los
habitan (Clements et al., 1997; Pimentel et al. 1998; Lajmanovich et al., 2005;
Rohr y Crumrine, 2005; Dimitrov et al., 2006; Dhawan et al., 2009). En el ambito
agricola, los pesticidas son generalmente usados como férmulas comerciales, las
cuales, ademas del principio activo, contienen adyuvantes y surfactantes; algunos
de los cuales incrementan significativamente su potencial toxico (Cox, 1998, 2004;
Sobrero et al., 2007; Poletta et al., 2009; Vera-Candioti et al., 2010).

En Colombia, entre los herbicidas cuyo uso causan mayor preocupacion se
encuentran aquellos que poseen como principio activo el glifosato, ya que estos
son aplicados en volimenes importantes tanto para el control de malezas
agricolas como para la erradicacion de cultivos ilicitos mediante aspersion aérea
(Samuel, 2001; Fjeldsa et al., 2005; Solomon et al.,, 2005, 2009). Entre las
férmulas comerciales basadas en glifosato, la mas popular es el Roundup®
(Monsanto Company, St. Louis, MO, USA). Esta formulacion, ademas del principio
activo, contiene el surfactante polioxietil amina (POEA) (Cox, 1998, Giesy et al.,
2000; Tsui y Chu, 2004; Relyea, 2005 a,b; Dinehart et al., 2009; Relyea y Jones,
2009).

Diversos estudios han evaluado el efecto toxico de diferentes formulas
comerciales de glifosato en anuros (ej., Mann y Bidwell, 1999; Lajmanovich et al.,
2003; Howe et al., 2004; Cauble y Wagner, 2005; Relyea, 2005 a,b; Dinehart et al.,
2009, 2010; entre otros). Sin embargo, la informacion con respecto a la toxicidad

de la mezcla glifosato - Cosmoflux® 411F, utilizada para el control de cultivos
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ilicitos, es contradictoria. Por ejemplo, estudios recientes han sugerido que la
toxicidad (LCsp) de la mezcla de aspersibn en anuros colombianos, no es
ecolégicamente letal (Bernal et al., 2009b). No obstante, el mismo estudio report6é
qgue en algunas de las especies estudiadas (ej., Pristimantis taeniatus, Rhinella
granulosa, Scinax ruber y Centrolene prosoblepon), la mortalidad a la dosis
utilizada en las aspersiones aéreas oscilo entre 15.4 y 35%. A la fecha, solo existe
un reporte que demuestra que la formulaciéon comercial Roundup® induce roturas
en el ADN de larvas de anuros de manera dosis dependiente, especificamente en
Lithobates catesbeianus (Rana catesbeiana; Clements et al., 1997). Ademas, no
existen reportes acerca de las propiedades citotoxicas y genotédxicas de la mezcla
de aspersion utilizada en la erradicacion de cultivos ilicitos en Colombia. En tal
sentido, es importante profundizar en el conocimiento sobre la toxicidad y
genotoxicidad de este herbicida en anuros, para aportar informacion que ayude a

esclarecer la discusion en torno a sus efectos.

La sensibilidad de los anfibios a los xenobi6ticos ambientales, hacen de ellos
modelos muy efectivos para el monitoreo del grado de deterioro ambiental
existente en los ecosistemas que habitan (Blaustein et al., 1994; Blaustein y Wake,
1995; Burkhart et al., 1998; Rajaguru et al., 2001; Relyea et al., 2005; Mouchet et
al., 2006; Huang et al., 2007; Frenzilli et al., 2009). La mayoria de los estudios que
utilizan anuros como bioindicadores se han enfocado en la utilizacion de estados
larvales de especies metamorficas, restringiendo sus resultados a ecosistemas
acuaticos. Por tal motivo, el uso de anuros con desarrollo directo como modelos
bioldgicos, podria ofrecer una excelente oportunidad para medir el impacto de las

actividades antropogénicas en ecosistemas terrestres.

Eleutherodactylus johnstonei es una rana colonizadora originaria de las Antillas
Menores, en Colombia actualmente se encuentra establecida en ciudades como
Barranquilla, Cali y Bucaramanga (Ruiz-Carranza et al., 1996; Ortega et al., 2001;

Ortega et al., 2005). El éxito colonizador de esta especie parece estar asociado
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con su actividad reproductiva flexible, desarrollo directo no asociado a ambientes
acuaticos y cuidado parental de las posturas (Kaiser, 1997; Bourne, 1998; Kaiser
et al., 2002; Ortega et al., 2005). Adicionalmente, y a diferencia de otros anuros,
es capaz de colonizar y sobrevivir exitosamente en areas perturbadas por la
actividad humana (Kaiser 1997, Kaiser et al. 2002, Ortega et al., 2005). Estas
caracteristicas, hacen de esta especie un interesante modelo para la evaluacion

del impacto de contaminantes ambientales en sistemas terrestres.

De las diversas pruebas disponibles para la deteccién de dafios genéticos, la
Electroforesis en Gel de Células Individuales (SCGE, de sus siglas en inglés) o
Ensayo Cometa, se encuentra entre las mas usadas (Tice et al., 2000; Hartmann
et al., 2003; Jha, 2008). Considerando que el Ensayo cometa es una prueba
altamente sensible para detectar y cuantificar dafio en el ADN ocasionado por
agentes contaminantes (Olive et al., 1992; Collins, 2004; Brendler-Schwaab et al.,
2005; Lovell y Omori, 2008); el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto
toxico y genotdxico de la mezcla Roundup® SL - Cosmoflux® 411F en la rana de

desarrollo directo Eleutherodactylus johnstonei.

Para cumplir este objetivo general nos trazamos los siguientes objetivos
especificos: 1) Evaluar la toxicidad aguda de la mezcla Roundup® SL -
Cosmoflux® 411F en individuos adultos y neonatos de la rana de desarrollo directo
E. johnstonei. 2) Evaluar el efecto genotoxico in vitro e in vivo de la mezcla
Roundup® SL - Cosmoflux® 411F en células sanguineas nucleadas de E.

johnstonei.
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1. MARCO TEORICO

1.1. GLIFOSATO: FORMULAS COMERCIALES

El glifosato es un herbicida de amplio espectro, no selectivo, post-emergente y de
accion sistémica, ampliamente utilizado a nivel mundial para el control de plantas
indeseables, anuales y perennes, en ambientes agricolas y forestales (Cox, 1998,
2004; Eslava-Mocha et al., 2007; Langiano y Martinez, 2008; Rampoldi et al.,
2008). En Colombia, su uso incluye manejo agricola, industrial, ornamental, entre
otros; y es el componente principal de la mezcla utilizada en el Programa de
Erradicacion de Cultivos llicitos con Glifosato (PECIG) mediante aspersion aérea
(Samuel, 2001; Fjeldsa et al., 2005; Solomon et al., 2005; Casale y Lydon, 2007;
Walsh et al., 2008; Marshall et al., 2009).

El mecanismo de accion del glifosato es la inhibicion de la sintesis de aminoacidos
aromaticos esenciales por medio de la inactivacion de la enzima 5-enolpiruvil
shikimato-3-P-sintetasa, pero también promueve la reduccion en la tasa de
sintesis de proteinas, acido indol acético y clorofila (De Ross et al., 2005; Monroy
et al., 2005; Richard et al., 2005; Solomon et al., 2005; Casale y Lydon, 2007;
Eslava-Mocha et al., 2007; Vera-Candioti et al., 2010). Dado que esta ruta
metabdlica es caracteristica de plantas y algunos microorganismos, se ha asumido
gue este compuesto no presenta efectos adversos en animales, incluido el hombre
(De Ross et al., 2005; Solomon et al., 2005; Govindarajulu, 2008; Vera-Candioti et
al., 2010).

Sin embargo, la mayoria de las presentaciones comerciales con base en glifosato

son mezclas complejas que adicionalmente contienen surfactantes y adyuvantes,

los cuales disminuyen la tension superficial de la solucion final e incrementan la
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penetracion del principio activo en los tejidos de la planta (Giesy et al., 2000;
Ramirez-Duarte et al., 2005; Solomon et al., 2005). En general, los surfactantes
poseen una mezcla de compuestos que proporcionan propiedades caracteristicas
a cada formulacion del herbicida (Govindarajulu, 2008). El surfactante mas popular
en los productos formulados con base en glifosato (ej., Vision®, Roundup®,
Glyphos®, entre otros) es la polioxietil amina (POEA), una mezcla de alquilaminas
polietoxiladas de cadena larga derivadas de acidos grasos de origen animal (Giesy
et al., 2000; Samuel, 2001; Walsh et al., 2008).

Los surfactantes presentes en las formulaciones comerciales de glifosato han sido
tradicionalmente descritos como “ingredientes inertes”, cuya composicion no se
encuentra disponible en las etiquetas de los productos ya que es considerada
informacion confidencial (Cox, 1998, 2004; Howe et al., 2004; Govindarajulu, 2008;
Relyea y Jones, 2009). Sin embargo, investigaciones recientes han demostrado
que la toxicidad de las diferentes formulaciones con base en glifosato esta
relacionada con el porcentaje del surfactante POEA presente en la formula
comercial, siendo estas Ultimas mas toxicas que el principio activo (Mann y
Bidwell, 1999; Giesy et al., 2000; Perkins et al., 2000; Tsui y Chu, 2004; Howe et
al., 2004; Relyea, 2005 a,b; Dinehart et al., 2009; Relyea y Jones, 2009).

1.2. ERRADICACION DE CULTIVOS ILICITOS

En nuestro pais, la aspersion aérea de cultivos de coca (Erythroxylum coca) se
lleva a cabo con una mezcla de una formulacién comercial de glifosato y el
coadyuvante Cosmoflux® 411F (U.S. Department of State, 2002; Solomon et al.,
2007). Pese a la existencia de cierta incertidumbre en torno a la presentacion
comercial de glifosato utilizada (ver Samuel, 2001; Oldham y Massey, 2002;
Fjeldsa et al., 2005; Eslava-Mocha et al., 2007; Bernal et al., 2009a), tal formula se
caracteriza por contener 44% de agua, 41% de glifosato (como sal de

isopropilamina) y 15% del surfactante POEA (Giesy et al., 2000; U.S. Department
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of State, 2002). El otro componente de la mezcla, el Cosmoflux® 411F, es un
adyuvante no i6nico que contiene un 17% de una mezcla de alcoholes lineales
etoxilados y aril etoxilados y 83% de isoparafinas liquidas (Solomon et al., 2005);

del cual se desconocen virtualmente todas sus propiedades ecotoxicoldgicas.

Segun datos oficiales (UNODC, 2010), se estima que en Colombia el Programa de
Erradicacion de Cultivos llicitos con Glifosato (PECIG) ha utilizado alrededor de 14
millones de litros de la férmula comercial de glifosato a partir del afio 2000 hasta la
fecha. Durante este tiempo, se ha observado un incremento abrupto en el total de
hectareas asperjadas anualmente (de 58.073 en el afio 2000 a 104.771 en el afio
2009), para un total aproximado de 1.254.155 hectareas asperjadas durante la
Gltima década. Estas éareas corresponden a diversos tipos de bosques,
principalmente a bosques humedos tropicales, ubicados en la Amazonia y en
areas forestales del sur y noroccidente de los Andes vy tierras bajas adyacentes al
Darién, asi como en la sierra Nevada de Santa Marta, la serrania del Perija y la
serrania de San Lucas (Fjeldsa et al., 2005; Solomon et al., 2005; Ledn et al.,
2005; Eslava-Mocha et al., 2007).

En la actualidad, el Programa de Erradicacion de Cultivos llicitos con Glifosato
(PECIG) ha generado cierta preocupacion en Colombia y otros paises, en lo que
respecta a los posibles riesgos humanos y ambientales asociados al uso de la
mezcla glifosato - Cosmoflux® 411F para el control de cultivos ilicitos (Solomon y
Marshall, 2009; Solomon et al.,, 2009). Como resultado, una serie de articulos
concernientes al tema han sido publicados recientemente como parte del estudio
gubernamental titulado “La Produccion de Drogas llicitas, el Medioambiente y la
Salud Humana”. Todos estos trabajos sugieren, que el glifosato, tal y como se usa
en las aspersiones aéreas en Colombia, no representa un riesgo potencial sobre la
salud humana y la de los ecosistemas (Bernal et al., 2009 a,b; Bolognesi et al.,
2009; Marshall et al., 2009; Solomon et al., 2009; entre otros).
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No obstante, diversos estudios han demostrado que a bajas concentraciones los
herbicidas con base en glifosato son citotoxicos y genotoxicos en células
humanas, afectan la regulacion del ciclo celular, inducen un desacople de la
fosforilacion oxidativa, disrumpen la actividad de la enzima aromatasa,
responsable de la sintesis de estrogenos en células placentarias humanas,
provocan alteraciones en la expresion de genes regulados por estrogeno en
células humanas, promueven apoptosis y necrosis e inducen desordenes
endocrinos en diferentes lineas celulares humanas (Marc et al., 2004 a,b; Monroy
et al., 2005; Peixoto, 2005; Richard et al., 2005; Hokanson et al., 2007; Martinez et
al., 2007; Benachour y Séralini, 2009; Gasnier et al., 2009).

Algunos autores han sugerido que en humanos la exposicién al glifosato aumenta
la incidencia de linfoma no-Hodgkin y mieloma multiple (De Ross et al., 2003,
2005; Eriksson et al., 2008). De igual forma, estudios recientes indican que las
aspersiones aéreas dirigidas al control de cultivos ilicitos en Colombia, inducen
dafios genéticos en las poblaciones humanas que son expuestas a tales
aplicaciones (Maldonado, 2003; Paz-y-Mifio et al., 2007). Adicionalmente, existen
claras evidencias que demuestran que herbicidas con base en glifosato (ej.,
Glyphos®, Roundup®, Vision®, entre otros), pueden producir efectos adversos (ej.,
toxicos, genotoxicos, teratogénicos, entre otros) en diferentes especies no blanco,
especialmente anfibios (Clements et al., 1997; Mann y Bidwell, 1999; Lajmanovich
et al., 2003; Howe et al., 2004; Cauble y Wagner, 2005; Relyea et al., 2005;
Langiano y Martinez, 2008; Dinehart et al., 2009; Poletta et al., 2009; Lushchak et
al., 2009; Relyea y Jones, 2009; entre otros).

1.3. BIOINDICADORES ECOTOXICOLOGICOS: ANFIBIOS
Los anfibios son componentes criticos de muchas comunidades terrestres y

acudaticas, ocupan una gran variedad de nichos y contribuyen a la dinamica tréfica

de los ecosistemas; por lo tanto, los factores antropogénicos que los afectan
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negativamente pueden perturbar en la misma via a otros organismos (Blaustein et
al., 1994, Blaustein y Jonson, 2003; Hopkins, 2007). En general, los anfibios son
mas sensibles a xenobibticos ambientales que aves y mamiferos, principalmente
debido a la permeabilidad de su piel, la cual esta directamente involucrada en
procesos fisiolégicos tales como el intercambio de gas, agua y electrolitos con el
medio circundante (Huang et al., 2007; Halliday, 2008; Quaranta et al., 2009;
Hayes et al., 2010).

En el caso particular de Colombia, los estudios realizados hasta el momento en
anuros sugieren que la mezcla glifosato - Cosmoflux® 411F posee una baja
toxicidad (LCsp) para estos organismos (Bernal et al., 2009b; Solomon et al.,
2009). Sin embargo, dado que las exposiciones ambientales a pesticidas
normalmente ocurren a bajas concentraciones, los efectos sub-letales en los
organismos suelen ser mas pronunciados (Conners y Black, 2004; Mann et al.,
2009). Tales efectos incluyen: reduccién en la esperanza de vida de los individuos,
inmunodepresion, hermafroditismo, mutaciones en la descendencia por induccién
de dafios genéticos, reduccion en la fecundidad debido a cambios en las tasas de
fertiidad y cambios en los tiempos de oviposicion y desarrollo, entre otros
(Govindarajulu, 2008; Halliday, 2008; Schneider et al., 2009).

1.4. GENOTOXICIDAD: ENSAYO COMETA

De los diversos biomarcadores que existen en la actualidad para evaluar el dafo
genético, la Electroforesis en Gel de Células Individuales o Ensayo Cometa, es
uno de los mas utilizados y recomendados para detectar el nivel de fragmentacion
del ADN nuclear tanto in vitro como in vivo (Tice et al., 2000; Hartmann et al.,
2003, 2004; Jha, 2008; Yin et al., 2009). Esta técnica fue desarrollada por Singh et
al. (1988) para la deteccion de roturas de simple y doble cadena de ADN vy sitios

labiles a los alcali bajo condiciones alcalinas.
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El principio basico del Ensayo Cometa es la migracion del ADN en una matriz de
agarosa bajo condiciones electroforéticas (Singh et al., 1988; Kobayashi et al.,
1995; Hartmann et al., 2003). La longitud de la migracion es un indicativo de la
cantidad de roturas en el ADN y esta directamente relacionada con el nivel de
dafio genético encontrado en la célula, el cual puede ser estimado en categorias al
observarlo directamente al microscopio o mediante el andlisis de imagenes
computarizadas (Singh et al., 1988; Olive et al., 1990; McKelvey-Martin et al.,
1993; Fairbairn et al., 1995; Kobayashi et al., 1995; Lovell y Omori, 2008).

El amplio uso de esta técnica en estudios de biomonitoreo se debe a su
simplicidad, bajo costo y alta sensibilidad para detectar el dafio producido por una
gran variedad de xenobidticos cuando es comparado con otras técnicas
(Mitchelmore y Chipman, 1998; Cotelle y Férard, 1999; Lee y Steinert, 2003; Lovell
y Omori, 2008). Sin embargo, el uso del Ensayo Cometa en estudios de
biomonitoreo ha sido cuestionado debido a que en algunos casos los resultados
positivos pueden estar asociados a procesos tales como la apoptosis 0 necrosis
(Olive et al., 1993; Olive y Banath, 1995; Tice et al., 2000; Hartmann et al., 2003;
Meintiéres et al., 2003; Wada et al., 2003; Frenzilli et al., 2009).

Para superar esta limitacion, el Ensayo Cometa puede ser usado en paralelo con
metodologias desarrolladas para estimar la fragmentacion de ADN asociada a
tales eventos celulares, como el Ensayo de Difusion de ADN en Gel de Agarosa
(Singh, 2000 a,b, 2005; Gichner et al., 2005; Frenzilli et al., 2009). EIl principio
basico de este ensayo es similar al reportado para el Ensayo Cometa,
exceptuando el paso de electroforesis alcalina (Singh, 2000 a,b, 2005; Zeljezic et
al., 2006). Cabe resaltar, que pese a que este ensayo permite detectar eventos de
apoptosis y necrosis, no permite una distincion obvia entre tales procesos
celulares (O’Callaghan et al., 2001; Wilkins et al., 2002; Gichner et al., 2005).
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En cuanto a anfibios se refiere, diversos estudios han utilizado el Ensayo Cometa
para evaluar el potencial genotdéxico de una gran variedad de compuestos
xenobibticos en algunas especies de anuros (ej., Rana clamitans, Rana
catesbeiana, Rana hexadactyla, Bufo americanus, Bufo raddeis, Xenopus laevis)
(Ralph et al., 1996; Clements et al., 1997; Ralph y Petras, 1998 a,b; Rajaguru et
al., 2001; Mouchet et al., 2006; Huang et al., 2007; Yin et al., 2008, 2009). No
obstante, la mayoria de los estudios desarrollados hasta el momento han sido
encaminados hacia la evaluacion del impacto de posibles compuestos genotoxicos
en ecosistemas acuaticos (para excepciones ver Huang et al., 2007), obviando el

impacto de los mismos en ecosistemas terrestres.

1.5. Eleutherodactylus johnstonei: ASPECTOS GENERALES

Eleutherodactylus johnstonei es un rana perteneciente a la familia
Eleutherodactylidae, la cual junto a Craugastoridae, Strabomantidae vy
Ceuthomantidae agrupan la mayor parte del antiguo género Eleutherodactylus
(Eleutherodactylinae; Lynch, 1971), el cual en la actualidad hace parte del clado
monofilético Terrarana (Hedges et al., 2008; Heinicke et al., 2009; Frost, 2010).
Todas las ranas pertenecientes a este linaje se caracterizan por presentar
desarrollo directo no asociado a ambientes acuaticos (Hedges et al., 2008;
Heinicke et al., 2009). Este taxdn representa aproximadamente el 34% de la
diversidad total de anuros de Colombia (236 especies) (Acosta-Galvis, 2000;
Frost, 2010), siendo el linaje de anfibios méas diverso del pais. El importante aporte
de este grupo a la diversidad de la fauna de anfibios de Colombia, el facil
mantenimiento de algunas de sus especies bajo condiciones de laboratorio (ej., E.
coqui, Elinson et al., 1990; E. johnstonei, observacion personal) y sus
particularidades reproductivas, hacen de éstas especies interesantes modelos
para estudiar el efecto biolégico de xenobidticos ambientales en ecosistemas

terrestres.
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2. METODOLOGIA

2.1. SUSTANCIA EXPERIMENTAL

La mezcla a estudiar se compuso de glifosato utilizado bajo la presentacion
comercial Roundup® SL (equivalente a la formula comercial utilizada en el PECIG),
el surfactante Cosmoflux® 411F y agua. Estos componentes fueron mezclados en
una solucién del 55% de agua, 44% de Roundup® SL y 1% de Cosmoflux® 411F,
siguiendo los parametros consignados en el documento “Chemicals Used for the
Aerial Eradication of lllicit Coca in Colombia and Conditions of Application” (U.S.
Department of State, 2002). En todos los casos, las concentraciones de la
sustancia experimental se expresan en kilogramos de equivalente acido de
glifosato por hectarea (Kg e.a/ha) con el fin de establecer una equivalencia con las
concentraciones nominales utilizadas en campo y comparaciones con los datos

toxicolégicos para anuros reportados en la literatura.

2.2. COLECTA Y CRIA DEL MATERIAL BIOLOGICO

Especimenes adultos de Eleutherodactylus johnstonei fueron colectados en el
“Parque de las Orquideas” ubicado en el area metropolitana del municipio de
Bucaramanga, Santander - Colombia (07° 07’ 47” N, 73° 07’ 33” W), a una altitud
promedio de 960 m. Los individuos fueron sexados in situ teniendo como criterio
en el caso de las hembras su mayor tamafio corporal y la presencia de foliculos
vitelogénicos; y la presencia de canto en el caso de los machos. Los ejemplares
fueron trasladados al Laboratorio de Microbiologia y Mutagénesis Ambiental de la
Escuela de Biologia de la Universidad Industrial de Santander, donde fueron
mantenidos en terrarios de vidrio simulando condiciones de humedad e

iluminacion similares a las de su habitat hasta la realizacion de los bioensayos.
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Los neonatos utilizados en los ensayos de toxicidad fueron obtenidos a partir de
apareamientos entre pares reproductivos bajo condiciones de laboratorio. La dieta
ad libitum de las ranas consistié principalmente de dipteros, ortépteros y aracnidos

capturados en el Campus Universitario.

2.3. MEDIDAS MORFOMETRICAS PARA ENSAYOS BIOLOGICOS

Para la realizacion de los ensayos de toxicidad y genotoxicidad se utilizaron
individuos de similar peso y tamafo. Para tal fin, se registré la longitud rostro-
cloaca (LRC) con un calibrador tipo vernier (+ 0.02 mm) y la masa corporal con
una balanza analitica (x 0.001 g), de cada uno de los especimenes estudiados.
Una vez finalizados los diferentes ensayos de toxicidad, los individuos
sobrevivientes fueron eutanizados por inmersion en alcohol al 20%. Todos los
especimenes fueron fijados en formol al 10% y preservados en etanol al 70%.
Finalmente, los individuos fueron depositados en la Coleccion Herpetologica del

Museo de Historia Natural de la Universidad Industrial de Santander (UIS-A).

2.4. ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA

Para los ensayos de toxicidad se utilizaron acuarios de vidrio de 25 x 12 cm (300
cm? de area interna) con ventilacion. Los recipientes fueron posicionados
aleatoriamente por tratamiento en el Laboratorio de Biologia Reproductiva de
Vertebrados de la Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga (Colombia)
a una temperatura media de 24°C y un fotoperiodo de aproximadamente 12:12
horas (luz:oscuridad). Los experimentos de toxicidad (un minimo de tres
experimentos independientes), se realizaron utilizando un sistema estatico y
consistieron de curva dosis-efecto con seis tratamientos (dosis) incluyendo el

control no tratado.
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Durante el ensayo, los acuarios fueron humedecidos cada 24 horas con 10 mL de
agua destilada por tratamiento para prevenir la deshidratacion de los individuos.
Las observaciones se realizaron durante las 96 horas de duracion del ensayo, a
intervalos de 24 horas. Los criterios para definir la ocurrencia de mortalidad fueron
pérdida de movimiento y falta de reaccion al contacto. Adicionalmente, se
definieron tres parametros de toxicidad sub-letal. Los criterios para definir estos
parametros fueron: Postura corporal anormal (PCA), pérdida de reflejos (PR) vy

desplazamiento errético (DE).

Con el objetivo de establecer si el sexo y el estado de desarrollo de los individuos
influyen en los resultados de toxicidad, los especimenes a tratar fueron divididos
en tres grupos: hembras adultas, machos adultos y neonatos (+x 3 dias
posteclosion). En el dltimo caso, no se identific el sexo de los individuos. En los
experimentos realizados con machos adultos y neonatos, fueron expuestos un
total de 8 individuos por tratamiento (n total = 144). En el caso de las hembras
adultas se expusieron un total de 6 individuos por tratamiento (n total = 106).
Previo a la realizacion de los diferentes bioensayos, se efectué un ensayo piloto
para determinar el rango de dosis a estudiar.

Una vez establecido este rango, se realizaron las pruebas definitivas para
individuos adultos utilizando las siguientes concentraciones: 0 (control negativo),
3.69, 4.94, 6.19, 7.38 y 11.07 Kg e.a/ha. En el caso de individuos neonatos las
concentraciones a utilizar fueron las siguientes: 0 (control negativo), 3.69, 2.95,
2.21, 1.48 y 0.74 Kg e.a/ha. Todas las soluciones fueron preparadas justo antes
de cada ensayo y se asperjaron 3 mL de solucion sobre las ranas utilizando

aspersores domesticos acoplados a un tubo reservorio.

2.5. ENSAYOS DE GENOTOXICIDAD
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Todos los ensayos de genotoxicidad se desarrollaron en el Laboratorio de
Microbiologia y Mutagénesis Ambiental de la Escuela de Biologia de la UIS. Las
muestras sanguineas fueron tomadas de machos adultos mediante puncién
cardiaca de individuos previamente anestesiados por hipotermia (4-8°C) y
colectadas en tubos Eppendorff heparinizados a una temperatura entre 4-8°C.
Para establecer la densidad celular éptima del ensayo (3.55 x 10° células/mL), se
realizé un recuento de células sanguineas usando una Camara de Neubauer. Es
importante resaltar que en anfibios las células sanguineas son nucleadas y sufren
divisiones celulares en la circulacion, particularmente durante su desarrollo
(Duellman y Trueb, 1986; Lajmanovich et al., 2005).

Para los ensayos se estudiaron rangos de dosis inferiores al LDsy derivado a partir
de los ensayos de toxicidad. En todos los casos, se desarrollaron al menos tres
experimentos independientes con dos replicas (IlAminas) por tratamiento/individuo.
El tiempo de exposicion a la sustancia experimental (in vitro e in vivo) se
determind empiricamente a partir de la realizacibn de curvas dosis-efecto
considerando diferentes tiempos de exposicién. Las soluciones de la sustancia a
estudiar fueron preparadas justo antes de la realizacion de cada ensayo. El
Ensayo Cometa se realizo siguiendo el protocolo descrito por Singh et al. (1988)
con las modificaciones propuestas por Valencia-Otero et al. (2010) para la rana
Eleutherodactylus johnstonei, las cuales consisten principalmente en la sustitucion

de la lisis alcalina por un paso de lisis enzimatica usando Proteinasa K.

En los ensayos in vitro, las exposiciones se realizaron mezclando 4 pL de la
suspension celular (3.55 x 10° células/mL) y 20 pL de la sustancia experimental en
un rango de concentraciones entre 4.63 - 74 ug e.a/mL. Posteriormente, las
células fueron centrifugadas a 10.000 rpm vy el pellet se resuspendié en 20 uL de
una solucion de Proteinasa K (0.19 mg/mL) en Buffer PK (50mM Tris-HCI, 10mM
CacCl,, pH 8). En todos los ensayos se incluyd un control negativo, el cual consistié

en células suspendidas en 20 pL de NaCl 0.9 %.
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Para los ensayos in vivo, los individuos fueron expuestos de la forma
anteriormente descrita para los ensayos de toxicidad a un rango de
concentraciones entre 0.055 - 0.166 Kg e.a/ha. Seguidamente, se colecté la
muestra sanguinea, se ajustd la densidad celular (3.55 x 10° células/mL) y se
mezclaron 4 pL de la suspension celular con 20 pL de una solucion de Proteinasa
K (0.19 mg/mL). En todos los ensayos se incluyd un control negativo, el cual
consistié de individuos asperjados con 3 mL de agua destilada. Para los ensayos
definitivos de genotoxicidad fueron expuestos por cada tratamiento 4 machos
adultos de similar peso y tamafio (n total = 72).

En ambos casos (in vitro e in vivo), la suspension celular fue mezclada con 75 pL
de agarosa de bajo punto de fusion (1%) y extendidas sobre laminas portaobjeto
previamente cubiertas con una capa de 400 pL agarosa de grado molecular
(1.3%). Posteriormente, las laminas fueron cubiertas con laminillas cubreobjeto (22
x 40 mm) vy refrigeradas durante 10 minutos. A continuacion, se retiraron las
laminillas y las laminas fueron colocadas a 4°C durante aproximadamente 25
minutos, en una camara electroforética conteniendo buffer de corrida (0.3 N
NaOH, 1 mM EDTA, pH 13). Seguidamente, se desarroll6 la electroforesis a 300
mA y 25 V durante 30 minutos. Finalmente, las laminas fueron sumergidas durante
5 minutos en solucién neutralizante (0.4 M TRIS, pH 7.5), enjuagadas con agua
destilada y secadas en la incubadora a 37°C durante la noche. Todo el ensayo se
realiz6 a una temperatura de 4°C con el fin de minimizar dafios celulares no

asociados a genotoxicidad.

La tincion con Nitrato de Plata se desarrollo siguiendo el protocolo descrito por
Diaz et al. (2009). Las laminas fueron inmersas durante 10 minutos en solucion de
fijacion (15% Acido Tricloroacético, 5% Sulfato de Zinc heptahidratado, 5%
Glicerol), enjuagadas con agua destilada e incubadas a 37°C durante 3 horas. La

solucion de tincion se preparé al momento de utilizarse y consistio de una mezcla
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de 66 mL de una solucién al 5% de Carbonato de Sodio y 34 mL de una solucién
al 0.1% de Nitrato de Amonio, 0.2% de Nitrato de Plata, 0.125% de Acido
Tungstofosforico y 0.2% de Formaldehido. Previo a la tincidn, las laminas fueron
rehidratadas en agua destilada por 5 minutos. La tincion se llevé a cabo bajo
condiciones de oscuridad durante 20 minutos. La tincion fue detenida sumergiendo
las laminas en una solucion al 1% de Acido Acético durante 5 minutos.

Finalmente, las laminas se secaron a temperatura ambiente.
2.6. ESTIMADOS DE DANO GENETICO

Las laminas se analizaron usando un microscopio Nikon Eclipse E200 con una
magnificacion de 400X mediante el conteo de 100 células por lamina y dos
laminas por cada tratamiento/individuo. El nivel de dafio en el ADN fue
determinado visualmente con la tipificacion de los ndcleos en cinco categorias de
dafio (0 - 4) (Anexo 1) segun lo indicado por Collins (2004). El dafio en el ADN fue

expresado en unidades arbitrarias totales (AU+) de la siguiente manera:
AU, =>" nxi

Donde n; es el nimero de nucleos en cada categoria i (Feng et al., 2005).

La deteccion de citotoxicidad asociada con eventos de apoptosis 0 necrosis se
llevé a cabo usando el Ensayo de Difusion de ADN en Gel de Agarosa (Singh,
2000a). Los nucleos que mostraron una alta dispersion del ADN nuclear (diametro
aproximadamente 3 veces mayor al nicleo promedio del control negativo), fueron
considerados como nucleos apoptéticos o necréticos (Nigro et al.,, 2002). El
porcentaje de nucleos con apoptosis 0 necrosis (%Nan) fue considerado en los
estimados de dafios genéticos segun lo indicado en la siguiente formula por Diaz
et al. (2009):

96N,y x AU,

AU, = AU, - =28
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Donde las unidades arbitrarias remanentes (AUg) corresponde a roturas en el ADN
no asociadas a eventos apoptoticos o necroéticos. Las AUgr por tratamientos se
promediaron utilizando el siguiente criterio de dafio: no hay dafo (entre 0-100
AUR), poco dafio (entre 101-200 AUR), dafio moderado (entre 201-300 AUR) y
dafio severo (entre 301-400 AUR).

2.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos en cada uno los diferentes tratamientos de toxicidad y
genotoxicidad fueron sometidos a pruebas de normalidad y homogeneidad de
varianzas con el fin de establecer el tipo de analisis estadistico a emplear

(paramétrico o no paramétrico).

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de una via utilizando como variables
dependientes la LRC - masa y como variable categérica los diferentes
tratamientos y ensayos, con el fin de establecer la existencia de diferencias

significativas en estas dos variables dentro y entre los ensayos de toxicidad.

Los resultados obtenidos de los ensayos de toxicidad se analizaron utilizando dos
métodos: 1) Método Probit: Transforma los datos del eje X (concentracion) a una
escala logaritmica y los datos del eje Y (mortalidad) son transformados a unidades
Probit (unidades de desviacion estandar). Esta transformacion permite el ajuste a
una relacion lineal (y = a+bx), en donde la concentracion perteneciente al Probit
0.5 corresponde al LCso (Finney, 1971). Estos célculos y sus limites de confianza
(95%) se realizaron utilizando el programa estadistico Probit Version 1.5 (U.S.
E.P.A, 1993b). 2) Método gréafico: Representa la mortalidad de los individuos en
forma de supervivencia (S= N/No), en funcion lineal de la concentracion de la
sustancia, utilizando ejes con escala lineal a partir de los cuales se estima el

pardmetro de toxicidad (LCsg) Yy sus limites de confianza por interpolacion.
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Para los resultados obtenidos a partir de los ensayos de genotoxicidad (in vitro e in
vivo), se desarrollé un test de Dunnett con el fin de comparar las medias de los
grupos tratados con la media del grupo control, mediante el programa Dunnett
Version 1.5 (U.S. E.P.A, 1993a). Se efectué un analisis de correlacion producto
momento de Pearson para determinar la relacion entre el estimado de dafio
genético y las concentraciones de la sustancia experimental. Los analisis
estadisticos se realizaron por medio del programa STATISTICA V.6 (STATSOFT,

Inc, 2003) con una significacion p < 0.05.
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3. RESULTADOS

3.1. MEDIDAS MORFOMETRICAS

Como se indic6é en materiales y métodos, se registraron los valores masa corporal
y LRC para los grupos machos adultos, hembras adultas y neonatos. En el caso
de los machos, los individuos estudiados presentaron valores promedio de masa y
LRC, con sus errores estandar, de 1,07 + 0.002 g y 22,15 £ 0,049 mm,
respectivamente; mientras las hembras estudiadas presentaron una una masa
promedio de 1,50 £ 0,003 g y una LRC promedio de 25,48 + 0,078 mm. Los
individuos neonatos registraron una masa promedio de 0.014 = 0.0001 g y una
LRC promedio de 5.25 + 0.0043 mm (Tabla 1). Ninguno de los tres grupos
estudiados (hembras adultas, machos adultos y neonatos), mostraron diferencias
significativas en los valores medios de masa corporal y LRC en las pruebas de

comparacion de medias (n.s., p > 0.05).

Variable Media £ S.E.M Valor Max. Valor Min. n

Machos

LRC 22,15 £ 0,049 mm 22,99 mm 21,09 mm 144

Masa 1,07 +0.002 g 1.13g 1.04g 144
Hembras

LRC 25,48 £ 0.078 mm 26,96 mm 24,14 mm 106

Masa 1,50 + 0.003 g 1,58 g 1,42 g 106
Eclosionantes

LRC 5.25 £ 0.0043 mm 5.36 mm 5.14 mm 144

Masa 0.014 + 0.0001 g 0.017 g 0.011g 144

Tabla 1. Media y error estdndar de las variables LRC y masa de los individuos de

Eleutherodactylus johnstonei analizados en los diferentes ensayos de toxicidad.
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3.2. ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA

Los resultados de toxicidad en los tres grupos de estudio fueron variables, siendo

las hembras y machos adultos mucho menos sensibles a los efectos toxicos de la

mezcla que los neonatos (Fig. 1).
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Fig. 1. Efecto téxico de la mezcla Roundup® SL - Cosmoflux® 411F en individuos de

Eleutherodactylus johnstonei. A y B) 48 horas. C y D) 96 horas. La linea azul denota individuos

machos adultos, la roja hembras adultas y la verde individuos neonatos.

En la Tabla 2, se muestran los valores de LCs, obtenidos de los ajustes de las

curvas de toxicidad para cada grupo. Los valores de toxicidad (LCsp) para hembras

y machos adultos estuvieron siempre por encima de la dosis de aplicacién para la
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erradicacion de cultivos ilicitos (3,69 Kg e.a/ha) y su mortalidad a tal concentracion
fue consistentemente baja (cercanas a 0 - 6% y 4 — 13% para hembras y machos,
respectivamente). En contraste, en individuos neonatos los valores de toxicidad
(LCso) fueron siempre inferiores a la concentracion utilizada para la aspersion
aérea y la mortalidad durante el ensayo a dicha dosis fue muy alta (alrededor del
67— 100%) (Anexo 2).

Método Probit

LCso 24 h 48 h 72 h

Machos 7.63(6.7-9.1) 5.68 (5.2 - 6.2) 5.28 (4.8 — 5.8)
Hembras 8.76 (7.4 - 11.9) 6.75 (5.9 — 7.8) 5.92 (5.4 — 6.5)
Neonatos 3.09 (2.8 - 3.6) 1.79 (1.5 - 2.0) 1.57 (1.4 - 1.8)

Método Gréafico

LCso 24 h 48 h 72 h
Machos 7.9(7.2-9.2) 5.8 (5.2-6.5) 5.4(4.8-6.1)
Hembras 9.4 (7.2 -13.8) 7.1(5.3-8.4) 6.1(5.2-7.2)
Neonatos 3.3(2.9-3.8) 19(1.7-21) 1.7(1.5-1.9)

Tabla 2. Toxicidad de la mezcla Roundup® SL - Cosmoflux 411F® en individuos adultos y
eclosionantes de Eleutherodactylus johnstonei. Las concentraciones se expresan en kilogramos de
equivalente acido de glifosato por hectarea (Kg e.a/ha). Entre paréntesis se encuentran los limites
de confianza inferior y superior, respectivamente.

Algunos indicadores de toxicidad sub-letal como pérdida de reflejos y
desplazamiento erratico, fueron observados en hembras y machos adultos a partir
de la concentracion usada en la erradicacion de cultivos ilicitos (3,69 Kg e.a/ha).
En individuos neonatos, estos indicadores de toxicidad sub-letal, fueron
registrados a partir de concentraciones iguales o superiores a 0.74 Kg e.a/ha. En
todos los experimentos, fueron evidentes individuos con posturas corporales
anormales a concentraciones cercanas a los diferentes LCso derivados (Fig. 2). En

términos generales, la mayor proporcion de la respuesta toxica fue expresada
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durante las primeras 48 horas de iniciado el ensayo. En ninguno de los casos, se
observaron signos de toxicidad o mortalidad en los grupos de controles negativo.

Fig. 2. Efectos sub-letales de toxicidad observados en individuos adultos de Eleutherodactylus
johnstonei expuestos a la mezcla Roundup®SL - Cosmoflux® 411F. A) Individuos expuestos a 4.94
Kg e.a/ha. La flecha denota un individuo con postura corporal normal. B) Individos expuestos a
7.38 Kg e.a/ha.

3.3. ESTIMADOS DE GENOTOXICIDAD IN VITRO

El rango de concentraciones estudiado en los ensayos de genotoxicidad fue
elegido basados en la respuesta citotoxica evidenciada para concentraciones
superiores a 100 ug e.a/mL, en la cual se observo una disminucion dramatica en la
densidad celular (3.55 x 10° células/mL) a un tiempo de exposicién de 20 minutos.
Dosis superiores a 200 pg e.a/mL, causaron la destruccion total de la poblacion
celular, evidenciada por la ausencia de pellet después de la centrifugacion y por la
ausencia de células al observar al microscopio (Fig. 3). Pese a que no se
cuantifico el efecto citotoxico de la mezcla de aspersion, nuestras observaciones

sugieren una posible relacion dosis- respuesta.
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Fig. 3. Citotoxicidad in vitro de la mezcla Roundup® SL - Cosmoflux® 411F. A) Control negativo
(células mantenidas en 0.9 % de NacCl). B) 100 pug e.a/mL. C) 150 pg e.a/mL. D) 200 pg e.a/mL.
Las puntas de flecha indican células sanguineas. 100 X.

Niveles significativos (p < 0.05) de dafio en el ADN de células sanguineas de E.
johnstonei fueron detectados a concentraciones sub-letales de la mezcla
Roundup® SL - Cosmoflux® 411F (= 4.625 ug e.a/mL) con respecto a los controles
negativos. Los resultados obtenidos, demuestran una clara relacion dosis-efecto

para el rango de dosis y tiempos de exposicion celular ensayados (Fig. 4A).
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Fig. 4. Genotdxicidad de la mezcla mezcla Roundup® SL - Cosmoflux® 411F en células sanguineas
de Eleutherodactylus johnstonei expuestas in vitro. A) Relacién dosis-efecto a diferentes tiempos
de exposicion para cada dosis. B) Curva dosis-efecto para un tiempo de 20 minutos. Las barras y
Cv representan respectivamente el error estdndar y el coeficiente de variacion, respectivamente;
calculado a partir de tres experimentos independientes. En ambos casos c- representa el control

negativo.

La curva dosis-efecto desarrollada para un tiempo de exposicion celular de 20
minutos (Fig. 4B), mostro los valores de dafio genético (AUgr) mas altos y una clara
correlacion entre los estimados de dafios y la concentracion de la mezcla
ensayada (R = 0.7, p < 0.05). La trazabilidad en los estimados de dafio genético
fue alta, con errores estandar y coeficientes de variacion consistentemente bajos.
El porcentaje de nulcleos con apoptosis o0 necrosis (%Nan) observado en el
Ensayo de Difusion en Gel fue relativamente bajo, con valores entre 5.5 - 10.5%,

con un valor promedio de 8.3% (Anexo 3).
3.4. ESTIMADOS DE GENOTOXICIDAD IN VIVO
Para los ensayo de genotoxicidad in vivo, el rango de concentraciones estudiado

fue elegido en base a la presencia de una marcada respuesta citotoxica, al

parecer dosis-dependiente, a concentraciones superiores a 0.74 Kg e.a/ha, la cual
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provocé una disminucién significativa en la densidad celular de ensayo (3.55 x 10°
células/mL) en los grupos tratados con respecto al grupo control, evidenciado
mediante el Ensayo de Difusion de ADN en Gel con un tiempo de exposicion de 1
hora (Fig. 5).

Fig. 5. Citotoxicidad in vivo de la mezcla Roundup® SL - Cosmoflux® 411F. A) Control negativo
(Ensayo de Difusion en Gel) B) 0.74 Kg e.a/ha. C) 1.48 Kg e.a/ha. D) 2.96 Kg e.a/ha. Las punta de
flecha indican los ndcleos con diferentes grado de dafio. 100 X.
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La exposicion in vivo de individuos de E. johnstonei a concentraciones sub-letales
de mezcla Roundup® SL - Cosmoflux® 411F (= 0.055 Kg e.a/mL), increment
significativamente (p < 0.05) los niveles de dafo en el ADN de células sanguineas,
con respecto a los controles negativos. Los resultados derivados de los diferentes
ensayos, demuestran una clara relacién dosis-efecto para el rango de dosis y
tiempos de exposicion ensayados (Fig. 6A).
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Fig. 6. Genotoxicidad de la mezcla mezcla Roundup® SL - Cosmoflux® 411F en células sanguineas
de Eleutherodactylus johnstonei expuestas in vivo. A) Relacién dosis-efecto a diferentes tiempos
de exposicion para cada dosis. B) Curva dosis-efecto para un tiempo de 8 horas. Cv representa el

coeficiente de variacién, calculado a partir de tres experimentos independientes.

La curva dosis-efecto desarrollada para un tiempo de exposicion de 8 horas (Fig.
6B), mostro los valores de dafio genético (AUg) mas altos y una clara correlaciéon
entre los estimados de dafios y la concentracion de la mezcla ensayada (R = 0.98,
p < 0.05). Al igual que en los ensayos de genotoxicidad in vitro, el porcentaje de
nacleos apoptoéticos o necroticos (%Nan) observado en el Ensayo de Difusion en
Gel fue relativamente bajo, con valores entre 3.75 - 6.75%, con un valor promedio
de 4.96% (Anexo 4). Comparativamente, la trazabilidad en los estimados de dafio
genético in vivo fue menor que los estimados en in vitro; sin embargo, los valores
estuvieron en los rangos esperados para un modelo in vivo con coeficiente de

variacion inferiores al 12,6 % y con un valor promedio de 7.34 (Fig. 6B).
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4. DISCUSION

4.1. ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA

Existe relativamente poca informacion con respecto al potencial téxico de la
mezcla glifosato - Cosmoflux® 411F en anuros colombianos. A la fecha, los
estudios encaminados hacia tal fin se han hecho con diferentes especies de
anuros, en diferentes etapas de desarrollo y bajo diferentes condiciones
experimentales. Sin embargo, ninguno ha tenido en cuenta importantes aspectos
ecologicos (ej., efectos sub-letales, impactos indirectos, etc.), los cuales pueden

tener un efecto negativo en la supervivencia de los organismos.

En individuos adultos de Eleutherodactylus johnstonei, la toxicidad de la mezcla
Roundup® SL - Cosmoflux® 411F fue relativamente baja comparada con la dosis
utilizada en la erradicacion aérea de cultivos ilicitos. Estos resultados son
congruentes con los obtenidos por Bernal et al. (2009b) en individuos adultos de
dos especies de anuros colombianos (Pristimantis taeniatus y Dendrobates
truncatus) expuestos a la mezcla Glyphos® - Cosmoflux® 411F. En contraste, en
individuos neonatos de E. johnstonei, la mortalidad a la concentracion utilizada en
la aspersion aérea de cultivos ilicitos fue muy alta, con valores de LCsy hasta 3
veces menores que la dosis de aplicacion (Tabla 3). Estos resultados sugieren que
individuos en este estado de desarrollo son muy sensibles a los efectos toxicos de
la mezcla de aspersion. En tal sentido, Bernal et al. (2009b) asocio la alta
sensibilidad encontrada en individuos pequefios, a su menor tamafo corporal, lo
cual les confiere una mayor relacion superficie-volumen, incrementando la tasa de

absorcion del herbicida.
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Mortalidad a la

Especie Tipo de Ensayo dosis de aspersion LCs0 Referencia
i (Kg e.a/ha)
aérea

Eleutherodactylus johnstonei’ Laboratorio 100% 1.23 Este estudio

Eleutherodactylus johnstonei* Laboratorio 12.5% 5.28 Este estudio
Pristimantis taeniatus* Microcosmos terrestre 20% 5.6 Bernal et al., 2009b
Dendrobates truncatus® Microcosmos terrestre 0% >7.4 Bernal et al., 2009b
Rhinella granulosa® Laboratorio - 3.5 Bernal et al., 2009a
Rhinella granulosa® Microcosmos acuatico 21% 10.7 Bernal et al., 2009b
Rhinella granulosa® Microcosmos terrestre 35% 6.5 Bernal et al., 2009b
Scinax ruber* Laboratorio - 2.45 Bernal et al., 2009a
Scinax ruber* Microcosmos acuético 15.4% 10.3 Bernal et al., 2009b
Scinax ruber® Microcosmos terrestre 33% 7.3 Bernal et al., 2009b
Rhinella marina* Laboratorio - 4.08 Bernal et al., 2009a
Rhinella marina* Microcosmos acuatico 25% 8.9 Bernal et al., 2009b
Rhinella marina® Microcosmos terrestre 0% 22.8 Bernal et al., 2009b
Centrolene prosoblepon® Microcosmos terrestre 30% 45 Bernal et al., 2009b

Tabla 3. Comparacioén de los valores de toxicidad (LCso a 96 h) para especies de anuros expuestos a la mezcla glifosato - Cosmoflux® 411F

bajo diferentes condiciones experimentales y en diferentes estados de vida. Las concentraciones se expresan en kilogramos de equivalente

acido de glifosato por hectarea (Kg e.a/ha). * Estados larvales, ? Eclosionantes, * Juveniles, ¢ Adultos.
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Los valores de toxicidad encontrados en individuos neonatos de E. johnstonei son
consistentemente mas bajos con respecto a los reportados por Bernal et al.
(2009b), bajo condiciones de microcosmos, en estados larvales y juveniles de
especies metamorficas de anuros colombianos (ej., Rhinella granulosa,
Engystomops pustulosus, Scinax ruber, Centrolene prosoblepon, entre otras).
Estos resultados sugieren que los anuros con desarrollo directo, especialmente
individuos neonatos y posiblemente juveniles, son mas sensibles a los efectos
toxicos de la mezcla de aspersion, comparados con anuros de ciclo de vida

bifasico.

Diversos efectos sub-letales (ej., alteraciones en los patrones normales de
movimiento y nado) han sido descritos en diversas especies de anuros expuestos
a bajas dosis de la mezcla glifosato - Cosmoflux® 411F (Bernal et al., 2009b).
Estas alteraciones son similares a las observadas en individuos de E. johnstonei
expuestos a bajas concentraciones de la mezcla Roundup® SL - Cosmoflux® 411F,
los cuales presentaron signos sub-letales de toxicidad que afectaban
negativamente su locomocion (ej., pérdida de reflejos, desplazamiento erratico y
posturas corporales anormales). Es claro, que bajo condiciones naturales, estas
alteraciones pueden tener efectos adversos en la dinAmica de las especies y los
ecosistemas (ej., alterando las tasas de depredacién, competencia, etc.).

Estos resultados sugieren que el impacto de la mezcla glifosato - Cosmoflux®
411F en anfibios podria depender de una combinacion de efectos directos e
indirectos, los cuales son mediados por la susceptibilidad de la especie per sey la
interaccién de mdultiples especies en un contexto de comunidad ecoldgica. Pese a
que los signos de toxicidad sub-letal reportados hasta en momento, pueden
traducirse en diversos efectos negativos que pueden afectar en diferentes vias la
supervivencia de los individuos, las consecuencias a nivel poblacional de los

mismos no han sido investigadas.
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Signos de toxicidad sub-letal similares (ej., paralisis y alteraciones en la respuesta
de evasion de depredadores), los cuales se encuentran asociados a incrementos
en las tasas de depredacion (Govindarajulu, 2008); han sido reportados en otras
especies de anuros expuestos a bajas dosis de herbicidas con base en glifosato
(Pauli et al.,, 2001; Woijtaszek et al., 2004). Otros signos de toxicidad sub-letal
derivados de la exposicion de anuros a bajas concentraciones de diferentes
formulaciones de glifosato, incluyen alteraciones que afectan negativamente las
tasas de crecimiento y desarrollo, inmunosupresion, defectos teratogénicos, entre
otros (Lajmanovich et al., 2003; Howe et al., 2004; Cauble y Wagner, 2005; Rohr
et al., 2008).

En la actualidad, es ampliamente aceptado que los declives en las poblaciones de
anuros son producto de la interaccién de diversos factores bioticos y abidticos, los
cuales pueden tener un efecto indirecto positivo sobre el potencial téxico de los
pesticidas (Boone y Semlitsch, 2001; Relyea, 2003; Sih et al., 2004; Chen et al.,
2004; Chen et al., 2008; entre otros). Bajo condiciones naturales, los efectos
indirectos pueden ser mas comunes y complejos, ya que estos pueden ser
transmitidos a diferentes niveles dentro del ecosistema (Rohr et al., 2006; Relyea y
Hovermar, 2008; Clements y Rohr, 2009). Esto es especialmente cierto para
poblaciones de anuros asociadas a cultivos ilicitos o zonas aledafas, las cuales
ademas de las actividades fisicas y quimicas encaminadas a la produccion de

coca y amapola, son blanco del programa de aspersiones aéreas con glifosato.

A la fecha, ningun estudio ha examinado los efectos aditivos, sinérgicos y
antagonicos, derivados de la exposicidn de anuros a mezclas de los plaguicidas
mas utilizados en el establecimiento y control de cultivos ilicitos en Colombia (ej.,
glifosato - Cosmoflux® 411F - Paraquat®), ni los efectos que las mismas puedan
tener a diferentes niveles jerarquicos de organizacion bioldgica (ej., célula,
individuo, especie, poblacion, comunidad y ecosistema). De igual forma, nada se

conoce acerca de como se lleva a cabo el proceso de bioacumulacion y
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degradacion del glifosato y los coadyuvantes presentes en las mezclas de
aspersion, en las zonas en donde se centra la erradicacion aérea, las cuales se
encuentran asociadas a hotspots de biodiversidad (hotspot Choco-Darién-Ecuador

Occidental y hotspot Andes Tropicales).

Estudios recientes han puesto en evidencia que los efectos sinérgicos derivados
de la produccion de coca y las aspersiones aéreas para su erradicacion,
representan una de las principales amenazas para diversas especies de anuros
de diferentes regiones del territorio nacional como son Narifio, Putumayo, Cauca,
Caqueta y Valle del Cauca (Lynch y Arroyo, 2009; Castro-Herrera y Bolivar-
Garcia, 2010); siendo las ranas con desarrollo directo uno de los grupos mas
sensibles a tales préacticas. Sin embargo, la falta de investigaciones durante los
ultimos 30 afios en las areas de conflicto no permite conocer la cifra exacta de
especies amenazadas por estas actividades en nuestro pais (Lynch y Arroyo,
2009).

Cabe resaltar que los resultados de toxicidad obtenidos en nuestro estudio
representan el peor escenario de exposicion al herbicida, ya que asume la
ausencia de diversos factores asociados a las aspersiones aéreas (ej.,
intercepcidn por vegetacion, presencia de materia organica en el medio, etc.). En
tal sentido, estudios bajo condiciones mas realistas de exposicion, con un disefio
experimental basado en el contexto de comunidad ecoldgica (Relyea y Mills, 2001;
Boone y Semlitsch, 2002; Chen et al., 2008; Relyea y Diecks, 2008; Relyea y
Hoverman, 2008; entre otros), son necesarios para direccionar adecuadamente el

impacto de la mezcla de aspersion aérea sobre anuros colombianos.

4.2. ESTIMADOS DE GENOTOXICIDAD

Pese a que diversos estudios han evaluado el efecto téxico del glifosato y algunas

de sus formulaciones comerciales en anuros, la informacion con respecto a su
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potencial genotodxico y citotdxico, es virtualmente desconocida. Esta situacion es
aln mas critica en nuestro pais, en donde la informacion con respecto a los
riesgos derivados de las aspersiones aéreas con la mezcla glifosato - Cosmoflux®
411F, sobre algunas especies de anuros colombianos, se basa en un limitado
namero de estudios de toxicidad (Wildlife International, 2006; Bernal et al., 2009
a,b).

Los resultados del presente estudio demuestran que células sanguineas de
Eleutherodactylus johnstonei expuestas in vitro a bajas concentraciones (= 4.625
ug e.a/mL) de la mezcla Roundup® SL - Cosmoflux® 411F exhiben roturas en el
ADN de forma dosis-dependiente. Estos resultados son congruentes con los
reportados por Monroy et al. (2005) y Mafas et al. (2009) quienes evidenciaron
dafio en el ADN producto de la exposicion in vitro de células humanas a bajas
concentraciones de glifosato. De igual forma, Gasnier et al. (2009) reportaron que
células humanas HepG2 expuestas a 5 - 10 ppm de una formula de glifosato

(Grands Travaux®), exhiben un incremento en el nivel de roturas en el ADN.

En cuanto a genotoxicidad in vivo se refiere, individuos adultos de E. johnstonei
expuestos a concentraciones sub-letales (= 0.055 Kg e.a/ha) de la mezcla de
aspersion, presentan roturas en el ADN de células sanguineas de forma dosis-
dependiente. Estos resultados son similares a los reportados anteriormente para
eritrocitos de larvas de rana toro (Litobathes catesbaianus) expuestas in vivo a
concentraciones sub-letales (= 6.75 pug/mL) de Roundup® (Clements et al., 1997).
No obstante, en nuestro estudio se requirieron tiempos mas cortos de exposicion,
para evidenciar dafio genético producto de la exposicién al herbicida. Tal efecto
podria estar asociado a la presencia de un segundo surfactante (Cosmoflux®
411F) en la mezcla para la erradicacion de cultivos ilicitos, del cual se desconocen

sus propiedades genotoéxicas.
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Otros biomarcadores de genotoxicidad (ej., aberraciones cromosémicas,
intercambio de crométides hermanas, induccién de micronucleos, etc.) han puesto
en evidencia alteraciones en al ADN de diferentes lineas celulares expuestas in
vitro a bajas concentraciones de glifosato (Lioi et al., 1998; PieSova, 2005;
Holeckova, 2006). Asi mismo, diversos estudios in vivo han documentado efectos
clastogénicos y genotéxicos de bajas dosis de glifosato y algunas de sus férmulas
comerciales (ej., Roundup®), en un amplio rango de organismos, entre los cuales
se destacan bacterias (Raipulis et al.,, 2009), peces (Cavas y Koénen, 2007;
Cavalcante et al., 2008), reptiles (Poletta et al., 2009), roedores (Mafias et al.,
2006; Prasad et al., 2009) y humanos (Maldonado, 2003; Paz-y-Mifio et al., 2007).

No obstante, los resultados de los estudios sobre los efectos citogenéticos del
glifosato han producido resultados controvertidos, asociados a la sensibilidad de
los ensayos empleados, el sistema biolégico utilizado, las dosis de aplicacion y las
caracteristicas del herbicida o de la formula comercial utilizada (Cavas y Konen,
2007; Cavalcante et al., 2008; Prasad et al., 2009). Por ejemplo, algunos estudios
que han concluido que a dosis relevantes de exposiciéon el herbicida no representa
un riesgo para la salud humana y la de los ecosistemas (ej., Dimitrov et al., 2006;
Mladinic et al., 2009; Casabé et al., 2007; Bolognesi et al., 2009), han reportado
algun efecto adverso producto de la exposicion al mismo (ej., incremento en la

frecuencia de micronucleos).

Es claro que otros factores (ej., evaluaciones in vitro y/o in vivo, tiempo de
exposicion, vias de exposicion, entre otros) pueden afectar dramaticamente los
resultados. Por ejemplo, en el presente estudio el Ensayo Cometa revel6 un
aumento significativo en el dafio del ADN de células sanguinea expuestas in vitro
(20 minutos) e in vivo (8 horas), a diferentes dosis de la mezcla Roundup® SL -
Cosmoflux® 411F; tiempo después del cual, los niveles de dafio bajaron

significativamente. Este efecto probablemente se deba a la induccién de la
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respuesta apoptotica y/o necrética (citotoxicidad), o a una combinacion de estos

procesos celulares.

El potencial toxico y genotoxico de herbicidas con base en glifosato, puede estar
relacionado a su capacidad para generar especies reactivas de oxigeno (ERO),
algunas de las cuales (ej., peroxido de hidrégeno, aniones superdxido y radicales
hidroxilo), a niveles supranormales, pueden reaccionar con macromoléculas
bioldgicas (ej., lipidos, proteinas, etc.), lo cual puede traducirse en inactivacion
enzimatica, peroxidacion lipidica, dafio en el ADN, e incluso muerte celular (Pefia-
Llopis et al., 2003; Banudevi et al., 2006; Costa et al., 2008). En tal sentido, se ha
demostrado que larvas de Litobathes catesbaianus expuestas a 1 ppm de la
férmula Roundup original®, exhiben disfunciones cardiacas y una induccién en la

generacion de ERO, y como consecuencia, estrés oxidativo (Costa et al., 2008).

De igual forma, se ha demostrado que herbicidas con base en glifosato, y el
principal subproducto de su degradacion (acido aminometilfosfonico), pueden
alterar los puntos de control del ciclo celular, interfiriendo con la maquinaria de
reparacion del ADN, lo cual puede producir un descenso en la tasa de reparacion
del ADN e inducir inestabilidad gendmica celular (Marc et al., 2004 a,b; Bellé et al.,
2007; Antoniou et al.,, 2010). En tal sentido, tiempos de exposicion mas
prolongados al herbicida podrian brindarnos informacién con respecto a sus
efectos sobre la maquinaria de reparacion genética y nos permitirian determinar si
los organismos expuestos desarrollan estrategias para contrarrestar los efectos

nocivos de la mezcla de aspersion.

Es de resaltar que durante los ensayos de genotoxicidad in vitro, cuando se
expusieron las células a concentraciones superiores a 200 pg e.a/mL, se observo
la desintegracion total de la poblacién celular. Estos resultados concuerdan con
los reportados por Martinez et al. (2007), quienes encontraron que la exposicion

de células de sangre periférica humana, a concentraciones de Roundup®
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superiores a 100 pg/mL, producia la degradacion total de la poblacion celular.
Adicionalmente, estudios recientes in vitro han demostrado que herbicidas con
base en glifosato producen efectos citotéxicos en diversas lineas celulares
humanas (Richard et al., 2005; Martinez et al., 2007; Benachour y Séralini, 2009;
entre otros). La menor sensibilidad al efecto citotoxico observada en células
sanguineas de E. johnstonei sugiere que factores adicionales a nivel de la
membrana plasmatica y el citoesqueleto, contribuyen a una mayor estabilidad

celular.

De igual forma, la exposicion de individuos adultos de E. johnstonei, a
concentraciones superiores a 0.74 Kg e.a/ha, induce una respuesta citotoxica al
nivel de las células sanguineas. Estos resultados son congruentes con los
reportados por Prasad et al. (2009), quienes encontraron un descenso en el indice
mitotico (i.e., citotoxicidad) en células de medula 6sea de ratdn, previa exposicion

a bajas dosis de Roundup®.

Aungue los mecanismos por los cuales el herbicida causa tal efecto no estan
claramente definidos, se ha demostrado que formulaciones comerciales de
glifosato conteniendo POEA disrumpen las membranas celulares y mitocondriales,
inhiben el transporte intracelular a través de la disgregacion del citoesqueleto y
promueven ataque oxidativo a los lipidos de la membrana celular, induciendo
eventos apoptéticos y necroéticos (Costa et al., 2008; Benachour y Séralini, 2009;
Hedberg y Wallin, 2010); mientras el glifosato per se, induce una redistribucién de
las fibras de tubulina, lo cual conlleva a una desorganizacion del citoesqueleto y

en consecuencia a una pérdida de la integridad celular (Elie-Caille et al., 2010).

La disminucion en la viabilidad de células sanguineas es uno de los principales
factores asociados a la inmunosupresion (Rondén-Barragan et al., 2010). En tal
sentido, diversos estudios han demostrado que herbicidas con base en glifosato

pueden tener un efecto negativo en la respuesta inmune humoral y celular, e
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inducir estados inmunosupresivos (EI-Gendy et al., 1998; Rohr et al., 2008; Kelly
et al., 2010). Estos resultados sugieren que los efectos de las aspersiones aéreas
con glifosato, no solo son importantes por su capacidad para causar mortalidad
directa en los organismos, sino por una diversa gama de disturbios a diferentes

niveles que pueden alterar las complejas relaciones bidticas.
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5. CONCLUSIONES

La mezcla Roundup® SL - Cosmoflux® 411F es tdxica para la rana de desarrollo
directo Eleutherodactylus johnstonei, siendo los individuos neonatos muy

sensibles a sus efectos.

Los signos de toxicidad sub-letal derivados de la exposicion de individuos de E.
johnstonei a la mezcla de aspersion pueden tener un efecto indirecto negativo

sobre la supervivencia de los individuos.

Concentraciones subletales de la mezcla Roundup® SL - Cosmoflux® 411F
inducen, de manera dosis-dependiente, roturas en el ADN de células sanguineas

de E. johnstonei expuestas in vitro e in vivo.
Dosis bajas inferiores a la dosis de aplicacion de la mezcla Roundup® SL -
Cosmoflux® 411F tienen un efecto citotdxico, tanto in vitro como in vivo, en células

sanguineas de E. johnstonei.

E. johnstonei representa un modelo biol6gico adecuado para el estudio de los

posibles efectos asociados a la contaminacion con xenobibticos ambientales.

El Ensayo Cometa representa una herramienta eficiente para el monitoreo de

contaminantes ambientales en ecosistemas terrestres.
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6. SUGERENCIAS

Se recomienda el estudio de otros marcadores de genotoxicidad diferentes a las
roturas en el ADN, con el fin de establecer si el dafio observado mediante el
Ensayo Cometa se traduce en otro tipo de alteraciones (ej., cromosomales) que

afecten negativamente la supervivencia de los individuos.

Estudiar biomarcadores diferentes a la genotoxicidad (ej., estrés oxidativo,
metabdlicos, moleculares, etc.), que nos permitan entender los posibles efectos
sub-letales y las posibles rutas de accién del herbicida, para poder establecer una

estrategia adecuada para la proteccién de anuros amenazados por esta practica.

Direccionar estudios que tengan en cuenta los impactos indirectos, acumulativos y
a largo plazo del herbicida, y las reacciones sinérgicas que éste puede tener en el
ecosistema y en las redes tréficas, y como estas pueden afectar el conjunto de

comunidades y poblaciones que conforman el ecosistema.

Evaluar el posible efecto inmunosupresor de la mezcla de aspersion, con el fin de
entender la dindmica de patégenos asociados a declives de anuros colombianos

(ej., Batrachochytrium dendrobatidis y ranavirus).

Estudiar las dinamicas de disipacion y bioacumulacion, y monitorear la
biodisponibilidad del herbicida en los suelos de las regiones asociadas a la

practica de aspersion area con glifosato.
Realizar estudios in situ de los posibles efectos negativos de la mezcla de

aspersion en poblaciones de anuros asociadas a las zonas en donde se centran

estas practicas.
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ANEXOS

Anexo 1. Caracterizacion visual de los grados de dafio utilizados en el presente
estudio.

CLASES DE DANO FOTOGRAFIA ESQUEMA

Nivel O
Cabeza ligeramente ovalada rodeada por
una capa fina de granulos en forma de halo.

Nivel 1
Cabeza ligeramente ovalada con una
pequefia cola formada puntos dispersos en
uno de los lados de la cabeza.

Nivel 2
Cabeza semicircular con una cola originada
desde la mitad o parte delantera de la
cabeza y se ensancha ligeramente en el
centro.

Nivel 3
Cabeza semicircular con una cola mas
definida desde el inicio de la cabeza y se
ensancha significativamente en el centro.

Nivel 4
Cabeza pequefia de forma circular con una
cola que ocupa la mayoria de la imagen con
una intensidad significativa.

Apoptosis
Células con un nucleo pequefio rodeado por
un halo de fragmentos del nacleo con un
limite nebuloso.

Tomado de Valencia-Otero et al. (2010).
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Anexo 2. Porcentaje de mortalidad aproximado en individuos adultos y neonatos de Eleutherodactylus johnstonei
expuestos a diferentes concentraciones de la mezcla Roundup® SL - Cosmoflux 411F®.

Porcentajes de Mortalidad en los Ensayos de Toxicidad
Hembras — Machos Neonatos
3.69 4.94 6.19 7.38 11.1 0.74 1.48 2.21 2.95 3.69
24 h 0% - 4% 6% - 18% 39% - 38% 44% - 79% 61% - 71% 0% 8% 21% 46% 67%
48 h 0% - 7% 22% - 33% 55% - 50% 56% - 88% 83% - 100% 0% 42% 58% 92% 96%
72h 0% - 13% 22% - 46% 72% - 83% 77% - 91% 100% - 100% 0% 54% 71% 100% 100%
96 h 6% - 13% 22% - 46% 72% - 83% 77% - 91% 100% - 100% 4% 75% 96% 100% 100%

Las concentraciones se expresan en kilogramos de equivalente acido de glifosato por hectéarea (Kg e.a/ha).
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Anexo 3. Dafio en el ADN de células sanguineas nucleadas de Eleutherodactylus johnstonei expuestas in vitro, a un

rango de concentraciones de la mezcla Roundup® SL - Cosmoflux 411F°.

Dafio en el ADN
C() 4.625 9.25 18.5 37 74
Te %NaN
AUt AUR AUt AUR AUt AUR AUt AURr AUt AURr AUt AUR
5m 65+3 765+19 | 715+17 159+ 4 1485+7 | 177.5+9 166 + 8 186 + 12 174+12 | 1885+29 | 176+27 | 1955%3 183+3
10 m 7+2 78+ 2 725+1 142+2 132+2 153+8 1425+7 | 160.5+15 | 150+ 14 174 12 162+11 | 1965+15 | 183+14
20m 85+3 77+18 705+17 | 1585+7 145+ 6 207+12 | 189.5+11 | 2255%5 207+4 | 2295+37 | 210+34 | 2415+37 | 221+34
40 m 55+3 79+ 12 73+ 11 1725+17 | 163+16 | 18857 178+ 6 209+ 2 198+ 1 2105+7 199+ 6 215+8 203+8
1h 75+2 76+6 70+5 161.5+9 | 1495+9 | 1745+19 | 161.5+17 | 182+12 169 + 11 194 +8 1795+7 | 196+10 | 18159
3h 95+3 745+7 67.5+7 1045+1 945+1 1065+ 1 96.5 +1 110+ 2 100+ 1 124 + 16 112+14 | 1465+11 | 133+10
6h 105+5 745+3 66.5+3 120+ 2 107.5+1 120+ 4 1075+3 | 12555 112+5 1275+5 114+4 1355+5 | 1215+5
12 h 9+2 77+4 70+ 4 145 + 4 132+ 4 1565+1 | 1425+1 | 1735+19 | 158+18 | 1765+5 | 160.5+5 196 + 4 1785+ 3
24 h 10.5+2 715+1 64+ 0 1485+15 | 133+14 | 1695+21 | 152+19 170+ 2 152+ 2 1745+25 | 156 +23 176 £10 | 1575+9

Los valores representan la media y su error estdndar correspondiente. Tg indica el tiempo de exposicion a la mezcla. AU (de sus siglas en
ingles) denota las unidades arbitrarias, donde AU+ es el dafio total medido mediante el ensayo Cometa, AUy es el dafio remanente no
asociado a eventos apoptoticos y/o necroticos. %Ny expresa el porcentaje de nlcleos con apoptosis y/o necrosis. Las concentraciones se

expresan en microgramos de equivalente acido sobre mililitro de solucién (ug e.a/mL).
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Anexo 4. Dafio en el ADN de células sanguineas nucleadas de Eleutherodactylus johnstonei expuestas in vivo, a un

rango de concentraciones de la mezcla Roundup® SL - Cosmoflux 411F°.

Dafio en el ADN
C() 0.055 0.092 0.129 0.166
Te %NaN
AUt AUg AUt AUgr AUt AUgr AU~ AUgr AUt AUgr
0.5h 5.8+0.25 69.8 + 2.39 65.8 + 2.39 80.3+2.32 75.8 + 2.06 89.5 + 2.36 84.3+2.14 1223+45 | 1153+4.09 | 141+1.47 133 +1.47
1h 6.8+1.25 64.3 + 1.65 60 + 1.41 1095+6.12 | 955+10.3 | 111.3+3.71 | 103.8+3.47 | 127.5+8.01 | 119+7.38 | 1485+2.22 | 138.5+2.22
2h 5+0.91 69 +2.12 65.5 + 1.85 1125+2.4 107+2.12 | 113.8+459 | 108.3+4.31 | 118.8+9.15 | 112.8+858 | 137.3+4.03 | 130.5+3.8
4 h 43+0.75 70.3+1.89 67.3+1.89 | 1053+0.75 | 100.8+0.48 | 148.4+3.33 | 141.8+3.04 | 1765+3.88 | 169+3.67 | 177.5+2.10 | 169.8 +1.89
8h 3.8+0.48 76.5+1.32 73.5+1.32 150+5.82 | 1445+556 | 166+1.78 160+1.78 | 1945+222 | 18754222 | 217.5+30.3 | 209.3+29.3
16 h 45+ 0.65 76+2.2 725+1.94 | 111.3+3.82 | 106.3+3.82 | 112.3+2.06 | 107.3+2.06 | 127.3+229 | 121.3+2.29 | 152.8+6.8 | 146.3+6.51
24 h 4.8+0.48 735+25 70+2.27 110.8+2.25 | 1055+2.06 | 114.3+1.7 109+1.47 | 1288+3.45 | 1225+323 | 179+12.73 | 1705+ 12.1

Los valores representan la media y su error estandar correspondiente. T indica el tiempo de exposicion a la mezcla. AU (de sus siglas en
ingles) denota las unidades arbitrarias, donde AUt es el dafio total medido mediante el ensayo Cometa, AUy es el dafio remanente no
asociado a eventos apoptéticos y/o necréticos. %Ny expresa el porcentaje de nicleos con apoptosis y/o necrosis. Las concentraciones se

expresan en kilogramos de equivalente acido de glifosato por hectarea (Kg e.a/ha).
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