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Resumen

El Glifosan, herbicida quimico postemergente de accién sistémica, esta compuesto
por un 41% de Glifosato agente activo en forma de sal de isopropilamina, y un 59% de
aditivos como surfactantes, solventes y adyuvantes.

Existe abundante bibliografia sobre la toxicidad de diversas formulaciones que
contienen Glifosato agente activo, sobre organismos acuaticos, siendo escasa la referida
al Glifosan Formulaciéon Final. El objetivo de este trabajo fue determinar la toxicidad del
Glifosan sobre larvas de rana de la especie Osteopilus septentrionalis.

Se desarrollé6 un sistema de ensayo estatico de 96 horas de duraciéon, donde se
evaluo el Glifosan Formulacion Final y el Glifosato agente Activo a las concentraciones de
15; 17; 19; 22; 25y 28 mg/L y 0,01; 0,1; 1,0; 10,0 y 100 mg/L , respectivamente.

Las variables analizadas fueron las siguientes: Observacion de signos de toxicidad
mortalidad y la LC50.

Durante el tiempo de ensayo se pudo observar la presencia de signos de toxicidad
en los grupos tratados con Glifosan Formulaciéon Final a las concentraciones de 19; 22 y
25 mg/L. Mientras que a la concentracion de 28 mg/L se observé un 100% de
mortalidad, con valores de LC50 a las 96 horas de 20,817 mg/L para larvas de rana
Osteopilus septentrionalis en estadio 25 (E-25).

El Glifosato agente activo a las concentraciones evaluadas no produjo signos de

toxicidad ni mortalidad para larvas de ranas O.septentrionalis.

Palabras clave: Osteopilus septentrionalis, Glifosan, Herbicida, Toxicidad

Aguda.
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Abstract

The Glyphosan is a chemical herbicide of post-emergence systemic action, whose
formulation contains 41% active substance Glyphosate as isopropilamine salt and 59% of
additives such as surfactants, solvents and adyuvants.

The toxicity of different formulated products containing Glyphosate to aquatic
organisms has been widely reported, however it was considered as low with respect to
the end formulation Glyphosan. Therefore, the aim of this study was to determine the
toxicity of Glyphosan to larvae of frog, Osteopilus septentrionalis.

A system of static test of 96 hours was development, where the final formulation
Glyphosan and active substance Glyphosate were evaluated at concentrations of 15, 17,
19, 22, 28 mg/L and 0.01, 0.1, 1.0, 10.0, 100 mg/L respectively.

The analyzed variables were as follows: observation for signs of toxicity, LC50 and
mortality.

During the time of testing, the presence of signs of toxicity was revealed in the
cluster treated with end formulation Glyphosan at concentrations of 19, 22 and 25 mg/L,
and showed 100% of mortality in larvae of Osteopilus septentrionalis at concentration of
28 mg/L with an LC50 of 20.817 mg/L at 96 hours in stage 25.

The toxicity and mortality data showed that the active substance Glyphosate was

non toxic to larvae of O. septentrionalis at assay concentrations.

Keywords: Osteopilus septentrionalis, Glyphosan, herbicide, acute toxicity.
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Introduccion

La actividad agropecuaria en el mundo en los dltimos afios, ha experimentado un
incremento en el rendimiento de las cosechas asociado al aumento de la produccién de
sustancias quimicas o biolégicas, con el fin de combatir diversas plagas, lo que conlleva
al aumento de la liberacion de dichas sustancias al medio ambiente.

El uso indiscriminado de estos productos lleva consigo un riesgo potencial para los
seres humanos y el medio ambiente, principalmente por las consecuencias drasticas que
han ocasionado en la biodiversidad de los agroecosistemas.*?

La valoracion del riesgo ambiental de plaguicidas es regulada por un proceso que
debe seguirse para obtener la autorizacién y comercializacién de estos productos en el
mercado, que fue introducido por primer vez en Europa, con la aprobacion de la Directiva
91/414/EEC y modificada recientemente en la legislacion vigente, la Directiva
2001/36/CE, que esta constituida por una serie de procedimientos destinados a conocer
la toxicidad, ecotoxicidad y el comportamiento ambiental de cada producto quimico o
biolégico de interés, para ser registrado como sustancia activa y autorizado su uso como
producto formulado en el ambito nacional, como establece la Comunidad Europea.®

La determinacién de la ecotoxicidad se ha convertido en uno de los aspectos mas
importantes a evaluar, cuando se trata de contaminacién en un ecosistema. Para estas
determinaciones se utilizan diferentes bioensayos con organismos acuaticos y terrestres,
siendo estos los mejores bioindicadores de cualquier efecto de toxicidad en el medio
ambiente.

Existe una amplia bibliografia acerca de los efectos téxicos que provocan dichos
productos al hombre y al medio ambiente, siendo los organismos acuaticos los mas
vulnerables a su exposicién, lo que ha despertado el interés de investigadores cubanos
en la realizacion de estudios ecotoxicoldgicos, y de esta forma evaluar el impacto
ambiental de estas formulaciones en ecosistemas acuaticos.

El Glifosan presenta accion herbicida sobre malezas en diferentes cultivos, como
platano, arroz, cafia de azlcar, entre otros, y se presenta generalmente en forma de

concentrado soluble (CS48), para su estudio, fue dividido en dos subgrupos: Glifosato
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agente activo en forma de sal de isopropilamina al 95% de pureza y Glifosan Formulacion

Final que integra al primero en un 41%, en conjunto con un 59% de aditivos.*
El objetivo de este trabajo fue evaluar la toxicidad del Herbicida quimico Glifosan
sobre larvas de ranas de la especie Osteopilus septentrionalis como organismo de

ensayo, segun lo regulado por la EPA.>578

Materiales y Métodos

En este estudio se empleé como sustancia de ensayo la Formulacion Final Glifosan
utilizada en la agricultura como Herbicida, y el Glifosato agente activo presente en la
misma.

Para el estudio se utilizé larvas de la rana cubana Osteopilus septentrionalis,
especie con abundante representatividad ecolégica, miembro de la cadena tréfica, con
buena disponibilidad y adecuabilidad para pruebas de laboratorios y adecuada
informacion sobre su biologia y ecologia.®’®

Los huevos de O.septentrionalis se colectaron de su ambiente natural en
estanques plasticos, entre vegetacion espesa, simulando las condiciones de habitat de la
especie. Fueron adaptados a las condiciones de laboratorios y luego de eclosionados las
larvas fueron seleccionadas para los experimentos.®

Las larvas utilizadas para las pruebas fueron sanas, sin malformaciones en su
cuerpo, encontrandose en el estadio 25 segln clasificacion de Gosner 1960° con peso
corporal entre 0,008-0,020 g, considerandose el criterio de que al existir diferencias
entre las tallas, las mayores no deberan ser el doble de las mas pequefias.

Las condiciones ambientales para el periodo de adaptacion y del ensayo coinciden
manteniendo los siguientes parametros: lluminacion: Fotoperiodo de 12 horas X 12
horas, Temperatura: 23-25°C, pH de la solucién: 6,5-8,5, dureza del agua: 10-300 mg

CaCO3/L.
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Disefio experimental

El ensayo se desarroll6 en un sistema estatico para la determinacion de la
toxicidad provocada por el Glifosan Formulaciéon Final y el Glifosato agente activo, sobre
larvas de ranas Osteopilus septentrionalis.

La prueba se llevd a efecto siguiendo las Guias ASTM y ANFITOX, cumpliendo con
las regulaciones de las buenas préacticas de laboratorio para este ensayo.*°

La duracién del estudio fue de 96 horas y la ruta de exposicién de las sustancias
de ensayo fue directamente en el agua de dilucién, mezclandose y dejando reposar una
hora, para lograr uniformidad y homogeneidad en la solucion.

Transcurrido el tiempo las larvas son introducidas en los recipientes de ensayo,
cuidando de que no se dafien y sufran el menor estrés posible.

Se realiz6é un estudio preliminar en la Formulacion Final y el agente activo a la
concentracion de 100 mg/L. No se pudieron observar signos de toxicidad en el Glifosan
Formulacion Final, debido a la ocurrencia de un 100% de mortalidad en el grupo tratado,
por lo que se realizaron curvas a concentraciones menores.

Se utilizaron concentraciones de 0,01;0,1;1,0;10,0 y 100 mg/L para el control
negativo y el agente activo, y concentraciones del5,17,19,22,25 y 28 mg/L para la
Formulacion Final.

Las larvas se distribuyeron aleatoriamente, 20 por grupos a razén de 10 larvas en
cada réplica, en frascos de 400 mL .

Las observaciones se realizaron durante las 96 horas que dur6 el ensayo, donde
los criterios para definir ocurrencia de mortalidad fueron: Pérdida de movimiento y falta
de reaccioén al contacto suave, para mayor seguridad pueden observarse las larvas en al
estereoscopio.

Si se observan signos de toxicidad, los criterios para definir este parametro fueron
los siguientes: Pérdida del equilibrio(Pe), Pérdida del reflejo(Pr), Arqueamiento en la
cola(Ac) y Natacion erratica(Ne).

Para la determinacién de la LC50 se utilizd el programa Probit de la EPA vy el
Dunett para la significacién estadistica. **'*?
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Resultados y Discusion

Durante el ensayo no se observaron signos de toxicidad ni mortalidad en los
grupos control negativo y Glifosato agente activo, a concentraciones entre 0,01 y 100
mg/L, resultados que coinciden con los reportados en la literatura en diferentes especies
de ranas como Lymnodinastes dorsalis, Heleioporus eyrei y Crinia insignifera, al ser
expuestas al Glifosato agente activo, obteniendo valores de LC50 a las 48 horas de 400,
373 y 466 mg/L respectivamente.

Varios autores plantean que el Glifosato agente activo en concentraciones
adecuadas, no es capaz de provocar toxicidad en diversos organismos, pero si el mismo
es incorporado a formulaciones en conjunto con surfactantes, se plantea que los ultimos
son los responsables de la toxicidad de dichas formulaciones sobre organismos acuéticos
preferentemente.*314:15:16.17

Sin embargo el comportamiento del Glifosan Formulacion Final sobre larvas de
rana O.septentrionalis fue diferente, permitiendo observar la presencia de signos de
toxicidad y mortalidad, durante el tiempo de duracién de la prueba. Siendo necesario
realizar tres curvas de ensayo a diferentes niveles de concentracion.

En la curva nidmero uno a las concentraciones de 0,01;0,1;1,0;10,0 y 100 mg/L
con factor de espaciamiento de 0,1, no se observo signos de toxicidad en ninguna de las
larvas expuestas, pero en la concentracion de 100 mg/L se observé un 100% de
mortalidad, surgiendo asi la curva numero dos, con valores de concentraciéon de
10;16;25;40;63 y 100 mg/L con factor de espaciamiento de 0,5, segin muestra la
tabla 1, donde a valores de 25 mg/L se produjo mas del 50% de mortalidad, y las larvas
sobrevivientes presentaron signos de toxicidad como pérdida del equilibrio, natacion
erratica y pérdida del reflejo, mientras que a concentraciones superiores a 25 mg/L se

observé un 100% de mortalidad.
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TABLA 1. Signos de toxicidad y por ciento de mortalidad en larvas a las 96

horas expuestas al Glifosan.

Concentraciones mg/L Mortalidad (%6) Signo de toxicidad
Control negativo 0 0

10 0 0

16 0 0

25 70 Pe, Ne, Pr

40 100 -

63 100 -

100 100 -

Donde:

Pe: Pérdida del equilibrio  Ne: Nataciéon erratica Pr: Pérdida de reflejo

Debido a los resultados anteriores fue necesario realizar la curva de ensayo
namero tres, utilizando tres grupos con dos réplicas cada uno, con valores de
concentracion de 15; 17;19;22;25 y 28 mg/L y factor de espaciamiento de 0,05.

Los signos de toxicidad mostrados en la tabla 2, comenzaron a manifestarse a la
concentraciéon de 17 mg/L, con predominio de natacién erratica, manteniéndose en la
concentracion de 19 mg/L, pero el aumentar el nivel de concentracién aparecieron
nuevos signos de toxicidad, siendo mas severos a 25 mg/L, mientras que a la
concentracion de 28 mg/L fue imposible observarlos por ocurrir un 100% de mortalidad a

las 24 horas de exposicion en los tres grupos de ensayo.

Tabla 2. Signos de toxicidad en larvas a las 96 horas expuestas al Glifosan

Concentraciones mg/L
Grupos Control 15 17 19 22 25 28
1 0 0 Ne Ne Ne,Pr,Pe Ne,Pr,Pe,Ac -
2 0 0 Ne Ne Ne, Pr Ne,Pr,Pe,Ac -
3 0 0 Ne Ne Ne,Pr,Pe Ne,Pr,Pe,Ac -
Donde:

Pe: Pérdida del equilibrio  Ne: Natacién erratica Pr: Pérdida de reflejo
Ac: Arqueamiento de la cola

La aparicion de las primeras larvas muertas se observaron a la concentracion de
17 mg/L en el primer grupo de ensayo, mientras que en el resto de los grupos
aparecieron a la concentracion de 19 mg/L, observandose un aumento en el nimero de

larvas muertas en los tres grupos a medida que las concentraciones fueron superiores,
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siendo mas severa a 28 mg/L, con un 100 de mortalidad en todos los grupos, como se

muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Por ciento de mortalidad de las larvas expuestas al Glifosan a las 96

horas.
Concentraciones mg/L
Grupos Control 15 17 19 22 25 28
1 0 0 40 60 85 90 100
2 0 0 0 5 25 90 100
3 0 0 0 25 75 95 100

El coeficiente de variacion (CV) obtenido fue de 12,45%, considerandose bueno
segun la literatura reportada que plantea que un método ecotoxicolégico cumple con esta
propiedad cuando el CV es menor de 30%.

El valor de LC50 medio obtenido a las 96 horas para la Fomulacién Final fue de
20,817 mg/L, resultando ser superior a valores reportados para otras formulaciones que
contienen el mismo agente activo. Entre ellas se encuentra el Roundup y Touchdown,
constituidos por un 41 y 49,9% de agente activo (Glifosato) respectivamente, que han
sido estudiadas en la especie Litoria moorei obteniendo valores de LC50 a las 48 horas de
2,9 y 10,4 mg/L respectivamente para cada formulacion*?.

Existen reportes de estudios de toxicidad con la formulaciéon Glifos, conteniendo
un 41% de agente activo (Glifosato), en ranas de las especies: Crinia insignifera,
Lymnodinastes dorsalis, Heleioporus eyrei y Litoria moorei, mostrando los siguientes
signos de toxicidad: Deformaciones craneales, oculares, encorvamiento de la cola. Con
valores de LC50 a las 48 horas entre 8,1-32,2.%8

En la especie S. nacicus, la misma formulacién provocé alteraciones en la
estructura del cartilago branquial, destruccién del colageno y un 100% de mortalidad a
concentraciones superiores a 4,8 mg/L."*°

El Glifosan en comparacion con el resto de las formulaciones que contienen
Glifosato agente activo, ha resultado ser menos téxico para larvas de ranas

O.septentrionalis en E-25, que las mencionadas formulaciones en diversas especies.
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Los efectos toxicos de estas formulaciones no estan dirigidos solo a organismos

acuaticos aunque estos han resultado ser los mas vulnerables, los organismos terrestres

y el hombre no estan desprovistos de sufrir sus consecuencias.

Conclusiones

El Glifosato agente activo no provocéd signos de toxicidad ni mortalidad a
concentraciones menores delO0 mg/L de disolucién, mientras que el Glifosan
Formulacion Final mostré signos de toxicidad y mortalidad en larvas de ranas
O.septentrionalis, con valor de LC50 de 20,817 mg/L, clasificandose como ligeramente

toxico.
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