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Resumen de la tesis que presenta Martha Liliana Cifuentes Torres como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Efecto del herbicida Roundup®Activo en el sistema digestivo de Paracheirodon axelrodi cultivado en
sistemas de recirculacion acuicola
Resumen aprobado por:

Dr. Hernan Hurtado Giraldo Dra. Beatriz Cordero Esquivel
Codirector de tesis Codirector de tesis

En la actualidad el uso del glifosato en Colombia para el control de malezas y la erradicacion de cultivos
ilicitos de coca y amapola ha incrementado, razén por la cual se han encontrado residuos de este
herbicida en varios cuerpos de agua en concentraciones hasta de 5 mg |I. Cada vez son mas las
investigaciones que evidencian un efecto nocivo de este producto, en ecosistemas acuaticos del pais,
incluso en concentraciones subletales (menores a 5 mg |), causando alteraciones adversas en varias
especies de peces nativos, entre ellas el nedn cardenal (Paracheirodon axelrodi), especie de importancia
econdmica para Colombia por ser la que mas se exporta como pez ornamental. Es por esto que se
planted analizar el efecto de una presentacion comercial de glifosato (Roundup® Activo) en el tracto
digestivo de P. axelrodi. Se evaluaron cuatro tratamientos, TR1: 0 mg I}, TR2: 0.1 mg I}, TR3: 1mg Ity
TR4: 5 mg I, Los peces fueron expuestos al Roundup®Activo durante 30 dias y se mantuvieron durante
15 dias mas en recuperacién. Las unidades experimentales estuvieron constituidas por acuarios de 20 | y
la densidad fue de 20 peces por acuario. Se alimentaron tres veces al dia (9:00, 12:00 y 16:00 h) con
alimento comercial “Tetra color®”. Se midieron parametros de calidad de agua, como el oxigeno disuelto
(OD), el pH, el nitrégeno amoniacal total (NAT), los nitritos (N-NO;) y la temperatura. Se registraron
variables de crecimiento (peso y longitud) y a partir de estos datos se estimaron algunos parametros
productivos. A los 0, 30 y 45 dias se sacrificaron y disectaron seis peces por tratamiento, para la
extraccién del tracto digestivo y su posterior procesamiento para el analisis por microscopia déptica de
alta resolucién (MOAR). Se realizé una descripcion histolégica del tratamiento control (TR1) y, con base
en esto, se describieron las alteraciones encontradas en el estémago e intestino de P. axelrodi expuestos
a las concentraciones subletales del herbicida. Se llevé a cabo la morfométrica del espesor de las capas
constitutivas de los 6rganos objeto de estudio empleando el software Image J. Los pardmetros de calidad
de agua se mantuvieron dentro del rango adecuado para la especie. Los pardmetros productivos y de
crecimiento mostraron diferencias significativas entre los tratamientos, siendo significativamente
mayores para el TR1. La supervivencia fue dosis y tiempo dependiente, con porcentajes mayores para el
TR1 (95%), para el TR2, TR3 y TR4 fue de 53.3%, 38.3% y 0%, respectivamente, al cabo de 45 dias de
experimentacion. EL TR4 se vio fuertemente afectado por la concentracion de Roundup®Activo
empleada, por lo cual al cabo de una semana se presentd un 90% de mortalidad. La concentracion letal
50 (CLso) calculada fue de 6.41 mg I a las 96 h de experimentacién. Se evidenciaron algunas diferencias
significativas en el espesor de las capas del estdmago e intestino y los tiempos evaluados (exposicién y
recuperacion). Los principales dafios evidenciados fueron festoneo, hiperplasia e hipertrofia,
inflamacién, ruptura, incremento en la secrecién de mucus y migracién de células similares a mastocitos
en todas las capas constitutivas. El TR4 mostro lesiones mds graves a las observadas en los peces de los
otros tratamientos. No se evidencid mejoria en los drganos durante el periodo de recuperacién. De
acuerdo con lo observado durante el presente estudio se puede decir que el glifosato bajo la
presentaciéon de Roundup®Activo produce dafios histopatoldgicos y morfométricos en los érganos del
tracto digestivo de P. axelrodi.

Palabras clave: concentracion subletal, glifosato, histopatologia, Paracheirodon axelrodi, surfactante, toxicidad.



Abstract of the thesis present by Martha Liliana Cifuentes Torres as a partial request to obtain the
Master of Science degree in Aquaculture.

Effect of herbicide Roundup®Active in the digestive system of Paracheirodon axelrodi grown in
aquacultural recirculating systems

At present, the use of the glifosato in Colombia for the control of undergrowths and the eradication of
illicit cultures of coca and poppy has increased, extending residues of this herbicide in several water
bodies in concentrations up to of 5 mg IX. The investigations have demonstrated a harmful effect of this
product, even in sub lethal concentrations (less than to 5 mg I), in aquatic ecosystems of the country,
causing adverse alterations in several species of native fish, among them Paracheirodon axelrodi, with
economic importance for Colombia for being the most exported ornamental fish. This work evaluate the
effect of a commercial presentation of glyphosate (Roundup Active) in the digestive tract of P. axelrodi in
four treatments, TR1: 0 mg I, TR2: 0.1 mg I}, TR3: 1 mg It and TR4: 5 mg I"* (with three repetitions for
each treatment). The fish were exposed to the herbicide for 30 days and were kept for 15 days in
recovery, period during which the contaminant was not added. The experimental units were 20 | aquaria
each one with 20 fish fed three times per day (9:00, 12:00 and 16:00 h) with the commercial food "Tetra
color". Water quality parameters as the dissolved oxygen (OD), pH, total ammonia nitrogen (NAT),
nitrites (N-NO2) and the temperature were measured. The growth variables (weight and length) were
registered and from this information some productive parameters were estimated. At day 0, 30 and 45
the fishes were sacrificed and of each treatment six organisms were dissected to extract the digestive
tract, later processes for the optical microscopy of high resolution (MOAR) analysis. A histological
description of the control treatment (TR1) was made, to describe the changes found in the stomach and
intestine of P. axelrodi. The morphometric thickness of the constitutive organs strata was studied using
the software Image J. Aquaria water quality were kept inside parameters range of the species. Fish
growth parameters showed, significantly differences between treatments foremost TR1. After 45 days of
experimentation survival was dose and time dependent; the TR1 with 95 %, and TR2, TR3 and TR4 with
53.3 %, 38.3 % and 0 %, respectively, The TR4 was strongly affected by the Roundup's concentration
used, after a week 90 % of the organisms died. The lethal concentration 50 (CLso) was 6.41 mg I* after 96
h of experimentation. Comparing the exposure and fish recovery some significant differences were
observed in the thickness of the stomach and intestine strata. The conspicuous damages were festoon,
hyperplasia and hypertrophy, inflammation, break, increase in the mucus secretion and migration of
similar cells to mast cells in all the constitutive strata. The TR4 showed more serious injuries when
compare to the other treatments. During the recovery period the organs neither improve. In agreement
with the observed results, it is possible to establish that the glyphosate in the Roundup's presentation
produces histopathologic and morphometric damages in the organs of the digestive tract of P. axelrodi.

Keywords: Paracheirodon axelrodi, glyphosate, toxicity, surfactant, histopathology, sublethal
concentration.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1. Glifosato: Generalidades

El nombre quimico del glifosato es N—fosfonometilglicina, un acido que pertenece al grupo de los
herbicidas organofosforados y cuyo principal producto de degradacién es el metabolito acido fosfonico
aminometil (AMPA, por sus siglas en inglés) (Contardo-lara et al., 2009; Pérez et al., 2011). En grado
técnico, el glifosato es un polvo cristalino incoloro, inoloro, poco soluble en agua (1.2% a 25 °C) e
insoluble en otros solventes debido a los fuertes puentes de hidrégeno intramoleculares que genera
(Swedish International Development Cooperation Agency, 2009; Pérez et al., 2011). A pesar de esto,
varias sales derivadas del glifosato tienen una solubilidad mayor sin perder la capacidad herbicida que
caracteriza al compuesto original. Un ejemplo de estas es la isopromilamina, la cual es una de las

formulaciones cominmente empleadas (Figura 1) (Heath, 1995; Pérez et al., 2011).

A
.
>
2 ‘ 9
J o d
Sal isopromilamina N — (fosfonometil) glicina

Figura 1. Moléculas del glifosato y de la sal isopromilamina. Los cddigos de color son: Negro=Carbono,
Blanco=Hidrégeno, Rojo=0xigeno, Azul=Nitrégeno, Naranjo=Fdsforo. Modificado de Ledn (2011).

Las formas comerciales del glifosato generalmente contienen algunos ingredientes inertes o adyuvantes,
los cuales principalmente son agentes tensioactivos o surfactantes y compuestos antiespumantes
(Jeyaratnam y Maroni, 1994; Swedish International Development Cooperation Agency, 2009). Los
surfactantes son sustancias quimicas que reducen la tensién superficial del liquido en el que estan
disueltos y disminuyen la permeabilidad de las membranas, perturbando el transporte a través de éstas;
los compuestos antiespumantes son aditivos quimicos que reducen y dificultan la formacién de espuma
en procesos industriales (Storm, 2012; Mesnage et al., 2013). Algunos ingredientes inertes incluidos en
formulaciones de glifosato son el polioxietileno alquilamina (POEA), el propilenglicol, la glicerina, el
sulfito de sodio, el benzoato de sodio, el 4cido sdrbico, la sal de sodio de o-fenilfenol, el metil p—

hidroxibenzoato, el 3—yodo—2—propinil butyl carbamato, entre otros (Swedish International
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Development Cooperation Agency, 2009). Numerosas investigaciones han demostrado que los
adyuvantes les confieren mayor toxicidad a los pesticidas sobre los organismos, razén por la cual es poco
comun que en las etiquetas de los productos se listen los componentes en su totalidad. Una de las
formulaciones comerciales de glifosato mas empleadas a nivel mundial es el Roundup®, el cual contiene
sal isopropilamina (IPA) (35-50%), ademas de los ingredientes inertes, entre los que resalta el POEA el
cual es altamente toxico y esta presente en un 15-18% del producto (Pérez et al., 2011; Sihtmae et al.,

2013; Mesnage et al., 2013).

El mecanismo de accién del glifosato es de tipo sistémico, lo que indica que se moviliza por el floema,
llegando a todos los drganos de la planta. Al ser aplicado entra en contacto con la superficie de las hojas,
para luego ser absorbido por las células y transportado hacia las fuentes de sintesis y almacenamiento de
azUcares, tales como los brotes, las raices y los tejidos meristematicos (Pérez et al., 2010; Pérez et al.,
2011). Una vez alli interviene en la ruta del acido shikimico (Figura 2) durante la biosintesis de los
aminodacidos aromaticos, por medio de la inhibicion de la enzima 5-enolpiruvil shikimato-3 fosfato
sintetasa (EPSP), lo que impide la produccion de &acido corismico, el cual es precursor de diversos
compuestos aromaticos en bacterias, hongos y plantas (Duke y Powles, 2008; McQueen et al., 2012). Los
compuestos aromaticos esenciales generados por estos organismos son usados en la sintesis de
proteinas y en la elaboracién de productos secundarios de las plantas, entre los que cabe mencionar los
promotores e inhibidores de crecimiento, los precursores de lignina, los flavonoides, los taninos y otros

compuestos fendlicos (Pérez et al., 2011; Relyea, 2005).

1.2. Uso del glifosato en el mundo

El glifosato es el herbicida mds usado a nivel mundial con un incremento dramatico en su produccion de
10,000 t en 1992 a 620,000 t en el 2008 (Coupe et al., 2011; Bghn et al., 2014). Segun Salazar y Aldana
(2011) y Mink et al. (2012), en la actualidad 130 paises entre ellos Estados Unidos, Brasil, Argentina,
Paraguay, Perd, México y Colombia, registran el uso del glifosato para el control de malezas de cultivos
como el maiz, el frijol, el trigo, el tomate, la vid, el sorgo, la papa, la cafia de azlcar, el café, el platano y
algunos citricos, entre otros. Sin embargo, el verdadero aporte a las estadisticas del uso del glifosato se
atribuye a la introduccién de los cultivos genéticamente modificados (GM), especificamente aquellos
resistentes al glifosato (GR), los que comenzaron a comercializarse en Estados Unidos desde el afio 1996.
El primer cultivo GR introducido en el mercado fue la soja, seguida por el algoddn, el maiz, la canola, la
alfalfa y la remolacha azucarera (Pérez et al., 2011; Bghn et al., 2014). Los paises que reportan las

mayores extensiones cultivadas de estas semillas para el afio 2013 - 2014 son Estados Unidos con 73.1
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millones de ha, Argentina con 24.3 millones de ha, Paraguay con 4.2 millones de ha y Brasil con 1.9
millones de ha, en donde también se evidencia un uso elevado de glifosato (Pérez et al., 2010; Coupe et

al., 2012).

, PrAlcaloides
> 1AA
= Proteinas

& 1 a4 g 26
el || g
A o & °
Y 4
o -
Tirosina Fenllalanina
\_.Proulnu'_’/
Alcaloides
Coumarato Cinamato
\/
Flavonoides, Coumarinas

Lignina

Figura 2. Via del shikimato con el sitio de inhibicién por el glifosato. Los productos generados y sobre los cuales hay
un efecto inhibitorio. Modificado de http://passel.unl.edu/pages/ (2015).

En México el uso de plaguicidas para el afio 2009 fue de 122,990 t, siendo el glifosato el herbicida mas
consumido por su bajo costo, sus diversas formas de comercializacién bajo los nombres de Aquamaster,
Faena, Mamba, Sankill, Glyfos, Roundup y Ramrod, en sus multiples presentaciones incluidas el
concentrado, el granulo, liquido y polvo soluble, la solucién concentrada y la solucién acuosa, las cuales
se expenden en concentraciones de 350 g It a 720 g kg de ingrediente activo (IA) (Salazar y Aldana,
2011; Garcia-Gutierrez y Rodriguez-Mesa, 2012). Segln la Comisidon Federal para la Proteccién contra
Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), el glifosato se considera un herbicida ligeramente téxico (grado IV de
toxicidad), con un DLsp en ratas superior a 5000 mg kg, ingesta diaria admisible (IDA) de 0.3 mg kg?y

limite maximo residual (LMR) en maiz y frijol, de 0.1y 0.2 mg kg™ respectivamente (COFEPRIS, 2009).

En Colombia el glifosato es usado cominmente para el control de malezas, para la maduracién de cana

de azlcar y de algunos granos y para la erradicacién, por medio de la aspersion aérea, de cultivos ilicitos
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de coca, marihuana y amapola (Gémez et al., 2012). Este herbicida es comercializado principalmente
bajo la presentacién de Roundup® Activo y debido a su continuo uso como controlador de casi cualquier
tipo de cultivo, llegd a ocupar el primer lugar en ventas de plaguicidas del pais (Vargas, 2002; Sherret,

2005; Gémez et al., 2012).

Para el periodo de 1992 a 1998 se estima que se gastaron alrededor de S 53,211,497 ddlares en el
programa de fumigacion, de los cuales $24,483,783 dodlares (46.0%) se utilizaron para comprar el
glifosato y $28,727,714 dodlares (54.0%) para financiar la operacién. Con este dinero se estipula que se
controld un total de 19,472 ha de amapola y 46,400 ha de coca (Vargas, 2002). Estadisticas mas recientes
reportan que para el afio 2014 se fumigaron alrededor 55,532 ha de coca, principalmente en los

Departamentos de Antioquia y Caquetd, Colombia (UNODC, 2015).

En septiembre del afio 2015, el gobierno de Colombia prohibid las aspersiones de glifosato en cultivos
ilicitos de coca y amapola. A pesar de esto, se ha cuestionado el impacto que tendrad esta medida en la
salud publica y en el medio ambiente, si se considera que el mayor aporte a las estadisticas sobre el uso
de este herbicida se atribuye a los cultivos licitos y de consumo humano, los cuales contribuyen entre un
86 a 90 % (Solomon et al., 2007). Esta situacidn es preocupante, teniendo en cuenta que en la actualidad
se encuentran residuos de glifosato en varios cuerpos de agua del territorio colombiano en
concentraciones de aproximadamente 5 mg I"* (Gémez et al., 2012), siendo el limite permisible 0.9 mg I
(Administracion de Obras Sanitarias del Estado, 2006), lo cual podria ocasionar alteraciones adversas en
varias especies de peces nativos como la cachama blanca (Piaractus brachypomus), el yamua (Brycon
amazonicus), el bocachico (Prochilodus magdalenae) y el nedn cardenal (Paracheirodon axelrodi), entre

otros (Gémez et al., 2012).

1.3. Glifosato en el suelo y en los sedimentos

Las sales derivadas del glifosato son altamente solubles en agua (10,000 a 15,700 mg |2 a 25 °C) y se fijan
con relativa facilidad a las particulas de suelo. La vida media estimada para este herbicida tiene un
amplio rango que va de 1.7 a 142 dias, lo que es debido a algunos factores, siendo el mas importante la
biologia del suelo, de la cual dependera la degradacion del herbicida (Annett et al., 2014). Otros factores
que afectan la disponibilidad del glifosato en el suelo son la composicion mineralégica, el pH, el
contenido de fosfatos y la cantidad de materia organica, ademas del tipo de metabolito en contacto con
el suelo, es decir, si se trata de glifosato puro, AMPA o productos comerciales (Borggaard y Gimsing,

2008; Annett et al., 2014). Comparativamente con otros pesticidas, el glifosato tiene una sorcién muy
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alta debido a los tres grupos funcionales con los que cuenta (carboxilo, amino y fosfato), caracteristica
que facilita su absorcién por los diferentes minerales del suelo. Ademas, al ser un acido poliprético a pH
de 4 — 8 forma aniones mono y divalentes los cuales son altamente afines por cationes trivalentes tales

como AP+ vy Fe** (Borggaard y Gimsing, 2008).

Barja y Dos Santos (2005) determinaron que el pH y el contenido de materia orgdnica son inversamente
proporcionales a la absorcidn de glifosato en el suelo, de esta manera a medida que incrementa el pH y
el contenido de materia orgdnica mayor es la disponibilidad del herbicida, facilitando su lixiviacidn y
escorrentia a las fuentes de agua subterraneas o superficiales cercanas. Otro factor que afecta la fijacidén
de glifosato en el suelo es el contenido de moléculas fosfatadas, las cuales compiten por los sitios de
absorcion con este herbicida (por el grupo fosfato que posee), de esta manera, cuando la concentracién
de fésforo es alta, como en el caso de suelos fertilizados con fosfatos, el glifosato no es fijado al

sedimento (Tu et al., 2001; Duke y Powles, 2008; Annett et al., 2014).

1.4. Contaminacidon de ambientes acuaticos por glifosato

El uso intensivo de glifosato en agricultura ha ocasionado que este herbicida entre en contacto con los
efluentes de manera accidental por medio de lixiviacidn, pulverizacion y escorrentia (Vendrell et al.,
2010; Pérez et al., 2011). Pérez et al. (2010), detectaron concentraciones de glifosato en arroyos vy rios
superiores a 1.5 mg |}, las cuales se mantuvieron en el agua por un periodo de 14 dias, concordando con
lo reportado por Giesy et al. (2000). Sin embargo, otros autores afirman que han encontrado trazas de
glifosato luego de 30 a 90 dias (Livingston, 1977; Cox, 1998; Gémez et al., 2012). Feng et al. (1990),
estimaron concentraciones de glifosato que oscilaban entre 1.1 y 1.9 mg I después de 27 h de
aplicacion. Por su parte, Edwards et al. (1980) observaron concentraciones de 5.2 mg I de glifosato en el
agua de escorrentia de un cultivo con labranza cero tratado con 8.6 kg ha* del herbicida, estimdndose
que 1.85% de la cantidad aplicada al campo llega a los efluentes luego de una tormenta en el dia de

aplicacion.

Los herbicidas basados en el glifosato que son empleados en ambientes acudticos para controlar la
proliferaciéon de algas mostraron mayor movilidad y concentracién que los herbicidas de uso agricola
(Orta, 2002; Dill et al., 2008). Se ha calculado que 58% de los herbicidas acuaticos pueden llegar a
distancias entre los 8 y 14.4 km corriente abajo de los sitios de introduccion, lo que incrementa el grado
de afectacidon en el ambiente de este tipo de productos (Duke y Powles, 2008). A pesar de esto son pocos

los datos publicados sobre la concentracion de glifosato en ambientes acuaticos. Algunos autores han
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evidenciado que concentraciones que oscilan entre 1.24 mg | y 5.2 mg | tienen efectos negativos en
diversos organismos acuaticos, los cuales, ademas tienen mayor susceptibilidad al glifosato que algunas

especies terrestres (Comes et al., 1976; Newton et al., 1994).

El efecto del glifosato en algas y plantas acudticas ha sido evaluado por diversos autores, encontrando
que hay amplios rangos de susceptibilidad entre las especies evaluadas, que varian de 0.22 mg I para la
diatomea Skeletonema costatum a 590 mg It en la microalga Chlorella pyrenoidosa (Tsui y Chu, 2003;
Maule y Wright, 1984). Respecto a las macrofitas, la sensibilidad demostrada por estos organismos
estuvo en el rango de 0.22 mg It para Myriophyllum aquaticum a 20.5 mg I* para Lemma gibba (Turgut y

Formin, 2002; Sobrero et al., 2007).

En invertebrados acuaticos el efecto del glifosato también ha sido objeto de estudio, encontrandose que
la concentracidn letal 50 (CLso) para el copépodo marino Acartia tonsa fue de 49.3 mg I, mientras que
para el cladécero Ceriodaphnia dubia fue de 415 mg I (Tsui y Chu, 2003). Tate et al. (2000), estudiaron
el efecto de diferentes concentraciones de glifosato (0.1, 1 y 10 mg I"}) en el caracol Pseudosuccinea
columella, encontrando alta toxicidad para todos los valores propuestos, ademas de un incremento en la

actividad enzimatica y anomalias en la puesta de huevos y en la reproduccion.

1.5. Efecto del glifosato y del Roundup® en peces

Los estudios sobre el efecto del glifosato en peces se han desarrollado principalmente en los Gltimos 10
afios debido al creciente interés y el renovado conocimiento de las consecuencias de estos en la
estructura y funcion de los sistemas bioldgicos, al impactar los diferentes niveles de organizacién desde
el molecular hasta el ecosistémico (Mauck y Olson, 1976; Van der Qost et al., 2003). A nivel tisular, los
estudios histoldgicos del efecto de Roundup® en concentraciones subletales (0.5 mg 1) en Jenynsia
multidentata han indicado alteraciones tales como lesiones necréticas y proliferativas, aneurismas e
infiltracién de leucocitos en branquias e higado, ademas de disminucidn en la capacidad reproductiva de
los machos de esta especie (Murty, 1986; Hued et al., 2012). En Cyprinus carpio expuestos a 5 mg I de
glifosato, se observd hiperplasia epitelial y edema subepitelial branquial (NesSkovic et al., 1996).
Jiraungkoorskul et al. (2002) encontraron denudacidn, fusion de ldmelas secundarias, hiperplasia e
hipertrofia, aneurisma e incremento en la secrecion de mucus en las branquias al exponer a Oreochromis
niloticus a 36 mg I de Roundup®. Gémez (2012) observé en P. brachipomus hiperplasia de las células

interlamelares, desprendimiento de células epiteliales, algunos cambios degenerativos y proliferativos
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de las células apicales, desarreglos de las células pilares, edema y festoneado del epitelio lamelar,

ademas una leve hipertrofia e hiperplasia de las células de moco y cloro en el espacio interlamelar.

Alteraciones histolégicas ocasionadas por presentaciones comerciales de glifosato también han sido
reportadas para higado en C. carpio, O. niloticus, Prochilodus lineatus, Carassius auratus, Anabas
testudineus y Heteropneustes fossilis, ademas de incremento en los niveles de cortisol, glucosa y
catalasa, disminucidn significativa en la superoxido dismutasa, la glutatién S—transferasa y la glutation
reductasa (Samanta et al., 2014; Ma y Li, 2015). A concentraciones de 5y 15 mg I"* de Roundup® se ha
indicado un incremento en el tamafo de los hepatocitos con nucleos picnéticos y presencia de vacuolas
en O. niloticus (Jiraungkoorskul et al., 2003) y hepatotoxicidad en Piaractus mesopotamicus (Shiogiria et
al., 2012). Estudios del efecto de concentraciones subletales (0.1 mg It y 1 mg I'!) de Roundup® en
alevines de P. brachipomus demostraron desplazamiento de nucleos de los hepatocitos hacia la periferia,
aparicién de vacuolas picndticas y cambios microcirculatorios, como congestion de vasos sanguineos y

aumento en la heterogeneidad de los hepatocitos (Gomez-Ramirez et al., 2011; Gémez, 2012).

En juveniles de P. axelrodi expuestos a concentraciones subletales de Roundup® (0.1 mg |?, 1 mglty5
mg |) se han reportado dafios en el cerebro, el higado y las branquias. El principal efecto atribuido a
Roundup® en el cerebro fue la presencia de células similares a mastocitos (CSM) en varios nucleos
neuronales, lo cual es un indicativo de estrés, puesto que estas células estdn involucradas en los
procesos inflamatorios, en la respuesta ante las alergias y en la generaciéon de moléculas apoptdticas
(Riano-Quintero, 2016). En relacidn con el higado se observd hipertrofia en los hepatocitos, congestién
vascular, nucleos picnéticos y migrados y un aumento en el nimero y tamano de las vesiculas hialinas y
lipidicas (Perdomo-Ballén et al., 2015). Por otro lado, las branquias presentaron desarreglo de células
pilares (lo que causaba congestidn vascular), hipertrofia e hiperplasia de células de mucus y células ricas

en mitocondrias, edemas y desprendimiento epitelial (Arteaga et al., 2015).

1.6. Neodn cardenal (Paracheirodon axelrodi)

P. axelrodi pertenece al orden Characiforme, esta especie se caracteriza por su pequefio tamafio (de 3 a
4 cm de longitud en etapa adulta), por poseer una franja horizontal de color azul y otra de color rojo
intenso y por tener una pequena aleta adiposa en su parte dorsal, escamas de tipo cicloide, una linea
lateral de 32 a 33 grupos de receptores, una mandibula superior con una hilera de dientes con cinco
cuspides y una mandibula inferior con tres a cuatro cuspides (Figura 3). Aunque el dimorfismo sexual es

poco evidente, se indica que las hembras maduras son de mayor tamafio y de forma mas abultada en el
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abdomen que los machos, ademads de que pueden diferenciarse por su linea de color azul verdosa, la

cual en las hembras es de forma curva y en los machos es una linea recta (Landines et al., 2007).

Figura 3. Fotografia de Nedn Cardenal (Paracheirodon axelrodi). Barra 0.5 cm. Tomada de Riafio-Quintero (2016).

Esta especie se distribuye en Colombia en las zonas de la Orinoquia y Amazonia (Figura 4). Se ubica en

cuerpos de agua de baja profundidad, con velocidad de corriente lenta, poca incidencia luminica,

conductividad eléctrica de 3 a 10 puS, pH entre 4.5 y 5.0 y dureza de carbonatos de 5.2 a 7.6 mg | CaCOs

(Geisler y Annibal, 1986). Los individuos de esta especie son activos durante el dia y viven en grupos

numerosos en los habitats naturales. La dieta de P. axelrodi consta de crustaceos muy pequefios, huevos,

algas y detritus. La mayoria de crustaceos consumidos son claddceros y copépodos. Los tipos de algas

gue comen incluyen diatomeas (Pinnularia y Navicula) y algunas algas verdes como Chlamydomonas.

También pueden comer hormigas, larvas de dipteros, acaros, trozos de fruta y larvas de peces (Walker,

2004).
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Figura 4. Distribucion geografica (linea en verde) de Neén Cardenal (Paracheirodon axelrodi). Tomada de
http://www.elacuariodulce.com/t3021-paracheirodon-axelroditetra-cardenal-o-neon-cardenal.
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1.7. Sistema digestivo en peces

El sistema digestivo lleva a cabo cuatro funciones, que son: (1) la digestion del alimento, (2) la
osmorregulacion, (3) la secreciéon de hormonas involucradas en la regulacién de la digestion, el
metabolismo y otras funciones del cuerpo vy, (4) la defensa del organismo ante la invasion de patogenos,
sustancias y metabolitos toxicos del medioambiente (Ostrander, 2000; Merrifield y Ringo, 2014). El
tracto gastrointestinal de los peces se divide en cuatro regiones: la cabeza, el intestino anterior, el
intestino medio y el intestino posterior (Harder, 1975). La cabeza esta compuesta por los dientes, la boca
y la faringe, su funcién principal es la adquisicidn y el procesamiento mecanico del alimento. El intestino
anterior estd comprendido por el eséfago y el estdmago, érganos en donde se lleva a cabo la digestion
mecanica y quimica del alimento. El intestino medio contiene la porcidn mas grande del intestino y es el
lugar donde contintia el procesamiento quimico del alimento y en el que ocurre principalmente la
absorcion de los nutrientes. La region del intestino posterior, es la seccidn final del intestino en la que se
encuentra el recto, porcion del drgano que se encarga de la excrecion de heces (Gartner y Hiatt, 2007;

Kerr, 2010; Grosell et al., 2011).

El eséfago es un drgano de transicidon que conecta la faringe con el estdmago o el intestino (en peces que
carecen de estdmago) (Brown, 1957; Hoar et al., 1979; Halver y Hardy, 2002; Grosell et al., 2011).
Morfolégicamente el eséfago se compone de cuatro capas: la mucosa, la submucosa, la muscular y la
serosa (Gomez-Ramirez et al., 2011). La capa mucosa se caracteriza por la presencia de pliegues
longitudinales que facilitan el paso del alimento. Usualmente esta capa se compone de epitelio
estratificado, células caliciformes y una fuerte membrana basal. Las células caliciformes protegen y
lubrican la capa mucosa del dafio quimico y mecanico generado durante el proceso de deglucién por
medio de la secrecién de mucus (Hoar et al., 1979; Halver y Hardy, 2002; Grosell et al., 2011). La segunda
capa, la submucosa se compone de tejido conectivo vascularizado (Grosell et al., 2011). La capa
muscular, puede presentar musculo estriado con varias orientaciones, dependiendo de los habitos
alimenticios del pez. Finalmente, la capa serosa se encuentra generalmente constituida por tejido

conectivo laxo (Gémez—Ramirez et al., 2011).

El estdmago es una porcién del tracto digestivo con un revestimiento de células distintivo, en donde es
secretado acido y algunas enzimas digestivas como las pepsinas, para el procesamiento quimico del
alimento. En términos histoldgicos, el estdbmago tiene cuatro capas (al igual que el eséfago): la mucosa,

la submucosa, la muscular y la serosa. Adicionalmente, el estdmago se divide en dos porciones, una
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cardiaca (anterior) y otra fundica o pilérica (posterior), las cuales son separadas por una region
transicional y se diferencian en que la primera contiene glandulas gastricas, mientras que la segunda
carece de éstas (Hoar et al., 1979; Halver y Hardy, 2002; Grosell et al., 2011). La mucosa de la zona
cardiaca presenta epitelio columnar intercalado con invaginaciones o criptas gastricas que desembocan
en tubulos o alvedlos. Ademas, la mucosa esta compuesta por células oxinticopépticas, como las
parietales y las zimogénicas, que contienen granulos acidofilicos y se encargan de la secrecion de
mucinas, acidos, pepsinas y otros compuestos que ayudan a la digestion quimica del alimento (Halver y

Hardy, 2002; Grosell et al., 2011).

El intestino es un érgano que varia ampliamente en longitud y estructura dependiendo de los habitos
alimenticios de las diferentes especies. En términos histoldgicos, el intestino contiene epitelio columnar
simple con numerosas microvellosidades terminales y células caliciformes. Otros tipos celulares que se
encuentran comunmente en el intestino son los enterocitos, las células enteroendocrinas y las células

rodlet (Grosell et al., 2011).

El tracto digestivo de P. axelrodi se caracteriza por poseer una boca terminal relativamente grande. Para
evitar el dafio ocasionado por el tipo de alimentos que consume, el eséfago de esta especie estd provisto
por una capa mucosa y por células caliciformes (Amin et al., 1992; Olaya et al., 2007). La capa muscular
del estdmago y del intestino esta formada por musculo liso con dos orientaciones, caracteristica que
facilita movimientos peristalticos en varias direcciones y accién enzimatica eficiente que permite una
mejor absorcidon de nutrientes (Gdmez-Ramirez et al., 2011). El intestino de P. axelrodi tiene un gran
numero de células caliciformes, lo cual permite que haya una mejor proteccién y lubricacién para la

excrecion de las heces (Mufioz et al., 2006).

1.8. Efecto del glifosato en el sistema digestivo

Investigaciones recientes han demostrado que el glifosato tiene diversos efectos negativos sobre el
sistema digestivo en peces, cerdos, ganado, ovejas, gallinas y humanos. El contacto de estos organismos
con el glifosato puede darse de manera directa, al ingerir agua de fuentes contaminadas con el herbicida
o de manera indirecta, al consumir alimento elaborado con semilla de soya, maiz y/o trigo GR (Hued et
al., 2012; Samsel y Seneff, 2013). Uno de los efectos adversos observados es la perturbacién del balance
de la flora intestinal, lo que implica una disminucion en la poblacién de bacterias benéficas, como
Enterococcus, Bifidobacteria y Lactobacillus, y un incremento en la poblaciéon de bacterias patogenas,

entre ellas Salmonella, Staphylococcus y Clostridium. Esta Gltima es de especial importancia, ya que
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excreta sustancias como el p — Cresol y el fenol, las cuales son altamente tdxicas, cancerigenas y pueden
ocasionar dafios en el sistema nervioso central, el sistema cardiovascular, los pulmones, el rifién y el

higado (Samsel y Seneff, 2013; Seneff et al., 2015).

Otra secuela del efecto del glifosato que ha sido ampliamente documentada es la interferencia en la
citocromo P450 (CYP), la cual cumple diversas funciones, entre ellas el metabolismo de medicamentos y
sustancias téxicas y la produccidn de acido biliar, hormonas esteroideas y acidos grasos. Un estudio en
ratas demostrd que el glifosato disminuye los niveles de CYP y la actividad monooxigenasa en el higado y
el intestino. Ademas, la exposicidn intraperitoneal de Roundup en ratas, en concentraciones agudas y
por pequefios intervalos de tiempo, induce dafios irreversibles en los hepatocitos y en los rifiones
(Williams et al., 2000; Sihtmae et al., 2013). En humanos se evidencio que la CYP3A, la cual se expresa en
las microvellosidades intestinales y cumple un papel importante en el metabolismo de medicamentos, es
afectada por el glifosato causando una disminucién en su expresién. De igual manera, se ha visto que las
personas con sindrome de higado graso no alcohdlico podrian haber sido expuestas a concentraciones
de glifosato, lo cual se presume que ocasionaria la inhabilidad para metabolizar el colesterol a través del
higado, debido al deterioro en la CYP. Otras enfermedades que han sido relacionadas con la exposicion al
glifosato en humanos son la esofagitis eosinofilica y la inflamacién de diversos érganos por la

acumulacién de sulfatos (Samsel y Seneff, 2013; Seneff et al., 2015).

El dafio en las microvellosidades asociado a la exposicién a glifosato, ademas de las implicaciones
estructurales, tiene importancia funcional, puesto que se ha evidenciado que debido a esto puede verse
deteriorada la capacidad para absorber una serie de importantes nutrientes, incluyendo las vitaminas B6
y B12, el acido félico, asi como el hierro, el calcio y el cobalto (Shehata et al., 2013). También se ha
mencionado que el glifosato puede quelar algunos minerales, impidiendo su disponibilidad lo que
ocasiona enfermedades por la carencia de los mismos. De igual manera se sabe que la exposicion al
glifosato altera la sintesis de triptéfano, tirosina y metionina, lo que genera una disminucién de la
sintesis del neurotransmisor monoamina y de la serotonina en el cerebro, lo que se asocia con trastornos
de la conducta, depresidn, dispepsia funcional y trastornos gastrointestinales (por efecto de la

sobreexpresion o inhibicion de la serotonina) (Samsel y Seneff, 2013; Seneff et al., 2015).

Un estudio realizado por Senapati et al. (2009), evidencié que la exposicién de peces carnivoros al
glifosato genera una disminucion en la actividad de las enzimas proteasa, lipasa y amilasa en el eséfago,

estdmago e intestino, ademas de que perturba las capas mucosas y ocasiona desarreglos en la estructura
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de las microvellosidades de las paredes del intestino. Adicionalmente se observd una exagerada
secrecién de mucinas a lo largo del tracto alimenticio y una limitacidén en el rompimiento de complejos
proteicos, lo cual puede causar una respuesta autoinmune y dafios en el revestimiento del intestino
delgado. Se ha evidenciado que estos sintomas son similares a los que se pueden reportar para humanos

(Samsel y Seneff, 2013; Seneff et al., 2015).
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Capitulo2. Justificacion

P. axelrodi es una especie de pez ornamental de gran importancia econdmica en Colombia. Debido a que
su distribucién se localiza en cuerpos de agua de algunas de las regiones en las cuales se realizan
aspersiones con presentaciones comerciales de glifosato, es importante estudiar el efecto del herbicida
Roundup® Activo en el aparato digestivo de esta especie, teniendo en cuenta los dafios mencionados en
otros grupos de organismos. La escasa informacién publicada al respecto y la inexistencia de estudios
qgue establezcan el nivel de recuperacion celular de los individuos posterior a la exposicién con el
herbicida, hace necesario profundizar en este campo con la finalidad de lograr evidencia cientifica que

sustente la necesidad de modificar la legislacidon respecto al uso de este herbicida en Colombia.



14

Capitulo 3. Hipétesis

El efecto de la exposicion de P. axelrodi al herbicida Roundup®Activo sera dosis-dependiente, lo que

ocasionara dafios en el tracto digestivo e influenciara negativamente el crecimiento y la supervivencia.
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Capitulo 4. Objetivos

4.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones del herbicida Roundup® Activo sobre el aparato

digestivo, el crecimiento y la supervivencia de P. axelrodi.

4.2. Objetivos especificos

. Describir los cambios histopatoldgicos de las células y tejidos del tracto digestivo de P. axelrodi
expuestos a concentraciones de Roundup® Activo (0.1, 1y 5 mg I%).

. Determinar las variaciones morfométricas de las células y de las capas del tracto digestivo de P.
axelrodi expuestos a concentraciones de Roundup® Activo.

. Evaluar la dindmica de crecimiento y los parametros productivos de neén cardenal (P. axelrodi)
expuestos a concentraciones de Roundup® Activo.

. Evaluar el efecto de tres concentraciones de Roundup® Activo sobre la supervivencia de nedn

cardenal (P. axelrodi).
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Capitulo 5. Materiales y métodos

5.1. Material bioldgico

Los juveniles de nedn cardenal P. axelrodi (2.3 — 2.7 cm de longitud total) se adquirieron en tiendas
especializadas en acuaristica, en Bogota y Villavicencio, Colombia. Se compraron 400 peces (160 en
exceso) que fueron colocados en un sistema de recirculacion acuicola (SRA) de 250 litros, con aireacion
(2000 cc min?) y flujo de agua bajos (700 | h') (Figura 5). Los parametros de calidad de agua se
mantuvieron en las concentraciones adecuadas para los organismos: pH de 6.0 — 6.5, OD de 4.5 mg I'%,

temperatura de 26°C — 28°C, NAT— N <1 mg Iy NO, — N < 0.3 mg I'* (Beltrdo y Rocha, 2006).

Bomba de
agua.

Tanque de peces 1Y

29

Figura 5. Sistema de recirculacién acuicola empleado para el recibimiento y cuarentena de los individuos de
Paracheirodon axelrodi.

Una vez transcurrié el periodo de cuarentena, los peces fueron trasladados a las unidades
experimentales (acuarios de 20 L), acondicionadas con aireacion constante y sin filtro durante el periodo
de exposicion al Roundup®Activo. La densidad empleada fue de 20 peces por acuario. Los organismos
fueron alimentados tres veces al dia (9:00, 12:00 y 16:00 h) con un alimento comercial “Tetra color®”
con 45.7% de proteina cruda (PC) ajustada al 5% de la biomasa total. El fotoperiodo fue de 12:12 h (luz:
obscuridad), mientras que la temperatura se mantuvo entre los 27°C — 28°C. Dos veces a la semana se
midieron parametros de calidad de agua como: oxigeno disuelto (OD), pH (Hanna® HI9829), nitrégeno
amoniacal total (NAT) (kits para acuario marca API®) y nitritos (N-NO;) (kits para acuario marca API®) y se

registrd la mortalidad de los individuos durante el periodo de exposicion y de recuperacion.
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5.2. Formulacion comercial de glifosato: Roundup®Activo

El estudio se llevé a cabo con el herbicida Roundup® Activo (formulacién comercial), cuyo ingrediente
activo es el glifosato en una concentracion de 363 g L, equivalente a 446 g L de sal potasica de N-
(fosfonometil)-glicina. La naturaleza y concentracién del surfactante son desconocidas, puesto que la

casa comercial Monsanto no reporta datos de la misma en la etiqueta del producto.

Para evitar dafios en el ambiente, generados por el herbicida empleado, el agua usada en el
experimento fue mantenida en tanques de plastico por un periodo de 30 dias, periodo durante el cual se
estima que se transforma el herbicida (haciendo que sea menos téxico), después de este tiempo el agua

fue desechada.

5.3. Disefio experimental

Se empled un disefio experimental completamente aleatorizado (DCA) efecto fijo balanceado con tres
réplicas por tratamiento (Figura 6). Se evaluaron cuatro tratamientos (TR): TR1 (0 mg L de glifosato),
TR2 (0.1 mg L* de glifosato), TR3 (1 mg L de glifosato) y TR4 (5 mg I de glifosato). En cada unidad
experimental (acuarios de 20 L) se mantuvo una densidad de 20 peces por acuario, con un peso
promedio de 0.19+0.09 g, longitud total promedio de 2.7+0.23 cm y longitud estandar promedio de
2.320.21 cm. Las concentraciones empleadas se tomaron a partir de estudios realizados previamente por
el laboratorio de Ictiologia de la Universidad Militar Nueva Granda, Colombia, en donde ya se habian
observado dafios celulares en P. axelrodi en érganos como las branquias, el higado y el cerebro (Arteaga

etal., 2015; Perdomo- Ballén et al., 2015 ; Riafio-Quintero, 2016).

Los peces fueron expuestos durante 30 dias al herbicida Roundup® Activo. Este periodo se establecié por
reportes previos, en donde se estipula que la vida media del herbicida es de 3 a 4 semanas (Gémez-
Ramirez, 2013) y por trabajos de toxicologia realizados en la especie objeto de estudio (Arteaga et al.,

2015; Perdomo-Ballén et al., 2015 ; Riafio-Quintero, 2016).
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Figura 6. Esquema del montaje de las unidades experimentales con la distribucién aleatoria de los tratamientos y
las repeticiones.

5.4. Parametros productivos

Al inicio (tiempo 0) y al final (8 dias para el TR4 y 45 dias para los demds tratamientos) se registro el
crecimiento de los peces (peso y longitud). Asi mismo se estimaron algunos parametros productivos, los
cuales se calcularon a partir de las formulas propuestas por: Pineda (1999), Salazar y Ocampo (2002) y

Mercado et al. (2006) (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros productivos a evaluar en el pez nedn cardenal.

Parametro Formulas

Ganancia en peso GP = peso final — peso inicial (1)

peso final — peso inicial

Tasa de crecimiento absoluto TCA = — - - —
tiempo final — tiempo inicial

o - In(peso final — peso inicial)
Tasa de crecimiento especifico TCE = 100 = - (3)
tiempo

5.5. Exposicion y recuperacion

Durante los 30 dias de exposicidn se realizaron recambios diarios del 50% del volumen de agua en todas

las unidades experimentales. Posteriormente se adiciond la mitad de la concentracion inicial de
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Roundup® y el volumen de agua restante para completar el volumen inicial en cada una de las unidades

experimentales.

Una vez transcurrido el tiempo de exposicidn se inicié con el periodo de recuperacién de los organismos
(15 dias). Durante este periodo se colocd en cada una de las unidades experimentales, un filtro biolégico
de cuentas plasticas, con la finalidad de mantener los compuestos nitrogenados en las concentraciones

adecuadas.

5.6. Procesamiento de los tejidos para microscopia dptica de alta resolucion

(MOAR)

Para el sacrificio de los peces se siguieron los protocolos de ética establecidos (CCAC guidelines on: the
care and use of fish in research, teaching and testing, 2005), en donde se sugiere el uso de anestésicos
como la benzocaina (0.5 g I') y la diseccion medular a nivel cervical. Al iniciar el experimento se
sacrificaron seis peces para verificar el estado de los mismos y una vez que se cumplié el periodo de
exposicion y de recuperacién se tomaron de manera aleatoria seis peces por tratamiento (dos por
acuario) para su posterior procesamiento, siguiendo el protocolo para MOAR establecido en el

laboratorio de ictiologia de la UMNG (Gémez-Ramirez, 2013).

5.6.1. Fijacion

Luego de sacrificar a los peces, se realizd la extraccion del sistema digestivo (Figura 7), separando el
estdmago e intestino, para permitir una mayor penetracion del fijador. Para esta técnica se usé la
solucidn fijadora Karnovsky modificada, la cual contiene Glutaraldehido al 2.5% y Formaldehido al 2% en
buffer fosfato pH 7.2. Los drganos del tracto digestivo se mantuvieron en esta solucidn durante 24 horas.

A continuacidn, se realizaron tres lavados, de 10 minutos cada uno, con buffer fosfato.
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Figura 7. Detalle del sistema digestivo de Paracheirodon axelrodi.

5.6.2. Postfijacidn

Para esta fase del proceso se expuso cada una de las muestras a Tetradxido de osmio al 2% por tres

horas. Posteriormente, se realizaron tres lavados de 10 minutos con buffer fosfato.
5.6.3. Deshidratacion

Los dérganos se introdujeron en concentraciones ascendentes de alcohol. Se inicié con tres lavados de
cinco minutos cada uno con alcohol al 70%, luego se hizo un lavado de cinco minutos con alcohol al 90%,
posteriormente se empled alcohol al 95% por 10 minutos y finalmente se realizaron dos lavados de 10

minutos con alcohol al 100%.

5.6.4. Inclusidn en resina epdxica

Posterior a la deshidratacidn, las muestras fueron impregnadas en mezclas con diferentes proporciones
de resina Poli/Bed®812 y éxido de propileno (Tabla 2). Después se realizé la polimerizacién con resina

Poli/Bed®812 en una incubadora Fisher-Scientific a 60°C durante 48 horas.

Tabla 2. Proporciones de resina Poli/Bed®812 y 6xido de propileno.

Proporcién Tiempo

Poli/Bed®812 1:2 Oxido de propileno 30 minutos
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Poli/Bed®812 1:1 Oxido de propileno 30 minutos

Poli/Bed®812 2:1 Oxido de propileno 30 minutos

Poli/Bed®812 1 hora

5.6.5. Cortesy tincion

Las muestras fueron posicionadas en la resina epdxica de manera tal que se obtuvieran cortes en
diferentes orientaciones (transversales y longitudinales). Se realizaron cortes de 0.5 - 1 um de espesor
con un micrétomo de rotacién Slee Cut 4060. Se usé la coloracidn de azul de toluidina al calor siguiendo
el protocolo modificado de Caldas et al. (1993), que tifie los nucleos de azul intenso y el citoplasma azul

claro. Finalizado el proceso de tincion se procedié al montaje permanente con laminillas y Entellan®.

5.7. Fotos y morfometria

La observacion microscépica se llevd a cabo con un microscopio dptico (ZEISS) equipado con una cdmara
digital Axioskop (ZEISS), con la cual se tomaron las fotos. Se realizé morfometria del espesor de las capas
mucosa, submucosa y muscular para el estémago e intestino, usando el software de libre distribucion
Image J. La medicion se llevé a cabo con imdgenes en un aumento de 400 X, las cuales fueron calibradas
previamente. Se midieron tres cortes por pez, dejando entre cada corte medido una distancia de

aproximadamente 20 um.

5.8. Concentracion letal 50

La CLso (concentracidon necesaria para causar la muerte a un 50% de una poblacién estudiada) se calculé
para dos periodos de tiempo, 96 h y 30 dias. El primer periodo fue considerado debido a que la mayoria
de los estudios toxicoldgicos evalian la CLsp por 96 h, lo cual mas adelante serviria para comparar los
resultados obtenidos con la referencia bibliografica previamente publicada. El segundo periodo fue

estimado teniendo en cuenta que la exposicion al herbicida fue por 30 dias.

Para llevar a cabo el andlisis de la concentracion letal media (Clsg) se empled el método de anlisis
Probit, el cual permite ajustar los datos de mortalidad mediante una técnica de probabilidad con la que
se relaciona una variable independiente (en este caso la concentracidon del herbicida) y una variable

dependiente (mortalidad de los organismos) por medio de una regresion lineal. Para esto, la mortalidad
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se debe transformar a unidades Probit y la concentracion del herbicida (en g L!) se transforma
logaritmicamente. Estas transformaciones facilitan el ajuste a una linea de regresién, en la cual se puede
interpolar la concentracion perteneciente al Probit 0.5, el que corresponderd a la cantidad de sustancia
capaz de generar un efecto deletéreo en la mitad de la poblacion (Gamez-Rojas y Ramirez-Riveros, 2008;

Soares y Coelho, 2012; Vincent, 2015).

Las concentraciones empleadas para determinar la Clso fueron 0.1 mg L'%,1 mg L'y 5 mg L? por dos
periodos de tiempo (96 h y 30 dias), durante los cuales se cuantificé la cantidad de peces muertos,

teniendo en cuenta que la densidad inicial fue de 20 peces por acuario (Tabla 3).

Tabla 3. Datos de mortalidad obtenidos después de la exposicion de P. axelrodi al herbicida Roundup®Activo por un
periodo de 96 h y 30 dias.

Concentracion Peces muertos

(mgl?) 96h 30dias
0.1 1 4
0.1 1 3
0.1 1 4

1 1 8
1 2 10
1 2 4
5 8 20
5 10 20
5 10 20

A partir de los datos de |a tabla 3 se calculd el porcentaje de efecto empleando la siguiente ecuacion:

r 100
= — %
p n

(4)
Donde,
p = porcentaje de efecto
r = organismos muertos o afectados

n = numero total de organismos expuestos al ensayo
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Una vez se calculd el porcentaje de efecto o mortalidad para los dos tiempos evaluados: 96 h (tabla 4) y
30 dias (tabla 5), se reemplazd este valor por su respectiva equivalencia en Probit (tabla 6) y se llevd a
cabo la representacién grafica del Probit obtenido vs el logaritmo de la concentracién en g I,

Tabla 4. Datos empleados para realizar la gréfica de la ClLso de P. axelrodi al herbicida Roundup®Activo por un
periodo de 96 h. La concentracién de exposicion al herbicida estd dada en g L. Los valores Probit son los
equivalentes al porcentaje de efecto previamente calculado.

Concentracidén Log % efecto
Probit
(gL?) Concentracién (p)
0.0001 -4 5 3.36
0.0001 -4 5 3.36
0.0001 -4 5 3.36
0.001 -3 5 3.36
0.001 -3 10 3.72
0.001 -3 10 3.72
0.005 -2.30 40 4.75
0.005 -2.30 50 5
0.005 -2.30 50 5

Tabla 5. Datos empleados para realizar la grafica de la ClLso de P. axelrodi al herbicida Roundup®Activo por un
periodo de 30 dias. La concentracién de exposicidn al herbicida estd dada en g L. Los valores Probit son los
equivalentes al porcentaje de efecto previamente calculado.

Concentracion Log % efecto )
(gL?) Concentracion (p) Probit
0.0001 -4 20 3.72
0.0001 -4 10 3.96
0.0001 -4 15 4.16
0.001 -3 50 4.16
0.001 -3 40 4.75
0.001 -3 20 5
0.005 -2.30 100 8.09
0.005 -2.30 100 8.09

0.005 -2.30 100 8.09
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Teniendo los datos del Log Concentracidn y los valores Probit se construyé una grafica a partir de la cual
se calculé la concentracién letal media. A partir de esta grafica se obtuvo la ecuacion de la recta (y = mx +

b). Reemplazando las letras por la equivalencia de acuerdo al modelo Probit se obtuvo:

Probit =mx+b
(5)
Donde,
Probit = 5 (valor correspondiente al 50% de efecto)
x =logaritmo de la concentracién
m = valor obtenido en la ecuacién de la recta

b = valor obtenido en la ecuacién de la recta

Luego se despejaron los valores del log de la concentracion y se reemplazé Probit = 5, obteniéndose la

ecuacion:
5—b

Log concentracion = ——
m

(6)
Lo que esigual a:

5-b
Concentracion = 10 m

Donde,
Log concentracion 6 concentracion = valor a determinar
m = valor obtenido en la ecuacién de la recta

b = valor obtenido en la ecuacién de la recta

Tabla 6. Equivalencia del porcentaje de poblacién afectada o muerta con el valor Probit respectivo. Modificada de
Finney, 1952.

%Efecto Probit | %Efecto Probit| %Efecto Probit|%Efecto Probit|%Efecto Probit
0 0 |20 4.16 |40 475 |60 5.25 |80 6.28
1 0 |21 419 (41 4.77 |61 5.28 |81 6.34
2 2.67 |22 4.23 (42 4.8 (62 5.31 |82 6.41
3 2.95 |23 4.26 |43 4.83 |63 5.33 |83 6.48
4 3.12 (24 4.29 |44 4.85 |64 5.36 |84 6.55
5 3.25 |25 4.33 |45 4.87 |65 5.39 |85 6.64
6 3.36 |26 4.36 |46 49 |66 5.41 |86 6.75
7 3.52 |27 439 (47 4.92 |67 5.44 |87 6.88
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8 3.59 (28 4.42 (48 4.95 (68 5.47 |88 7.05
9 3.66 |29 4.45 |49 4.97 |69 5.5 |89 7.33
10 3.72 (30 4.48 (50 5 |70 5.84 |90 7.35
11 3.77 |31 45 (51 5.03 (71 5.88 |91 7.37
12 3.82 |32 4.53 |52 5.05 |72 5.92 |92 7.41
13 3.87 |33 4.56 |53 5.08 (73 5.95 |93 7.46
14 3.92 |34 4.59 |54 51 |74 5.99 |94 7.51
15 3.96 |35 4.61 |55 5.13 |75 6.04 |95 7.58
16 4.01 |36 4.64 |56 5.15 |76 6.08 |96 7.65
17 4.05 |37 4.67 |57 5.18 |77 6.13 |97 7.75
18 4.08 (38 4.69 (58 52 |78 6.18 |98 7.88
19 4.12 |39 4.72 |59 5.23 |79 6.23 |99 8.09

5.9. Analisis estadistico

Se llevd a cabo el andlisis estadistico de los datos de la calidad de agua de las unidades experimentales,
de los parametros productivos estimados, de la supervivencia y de la morfometria de las capas del
estdmago e intestino de P. axelrodi. Para ello se hicieron pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk) y
homogeneidad de varianzas. Luego se realizaron pruebas de analisis de varianzas de una via (ANOVA) y
finalmente, para determinar si existian diferencias significativas entre los tratamientos se empled la
prueba de Tukey. Las pruebas estadisticas se realizaron con un nivel de significancia a = 0.05 en el

software estadistico Statistica 10.0.



26

Capitulo 6. Resultados

6.1. Parametros de calidad de agua

Los parametros de calidad de agua (Tabla 7) se mantuvieron en las concentraciones adecuadas para el
cultivo de la especie. En términos generales no se evidencian diferencias significativas entre los
tratamientos, a excepcion del NAT del TR4 (5 mg L) durante el periodo de exposicién, el cual mostré ser
significativamente mayor a los demas tratamientos (p = 0.001). Para el tiempo de recuperacién no se
obtienen datos para el TR4 (5 mg ) debido a la alta mortalidad de los organismos durante el periodo de

exposicion.

Tabla 7. Promedio * la desviacidn estandar de los parametros fisicoquimicos de las unidades experimentales en
donde se mantuvo a Paracheirodon axelrodi durante los tiempos de exposicidn y recuperacion al Roundup®Activo.
Letras diferentes representan diferencias significativas (p<0.05).

Tratamientos

(Concentracién: mg I de glifosato en el herbicida Roundup®Activo)

Parametro Tiempo de
experimentacion 0 0.1 1.0 5.0
(TR1) (TR2) (TR3) (TR4)
Exposicion 0.02+0.016 0.06+0.016 0.06+0.064°  0.19+0.001°
NAT (30 dfas)
-1 .«
(mg 1) Recuperacion 0.22+0.036° 0.27+0.036° 0.33+0.072°? NA
(15 dias)
Exposicion 0.03+0.001 2 0.06+0.032 2 0.05+0.032°  0.0520.016°
N - NO, (30 dfas)
-1 .,
(mg 1) Recuperacion 0.17+0.036 0.17+0.036 0.17+0.036 2 NA
(15 dias)
Exposicion 6.65+0.118 6.54+0.198 2 6.61£0.065%  6.64+0.066°
(30 dias)
pH >
Recuperacion 6.53+0.110° 6.49+0.138 ® 6.34+0.057 ° NA
(15 dias)
Exposicion 4.85+0.178 ° 4.75+0.083 4.71+0.084°  4.78+0.079°
oD (30 dias)
-1 .,
(mg 1) Recuperacion 4.91+0.024° 4.86+0.044 4.89+0.189 ° NA

(15 dias)
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6.2. Parametros productivos

Los datos de crecimiento para estimar los pardmetros productivos se registran en la Tabla 8. Es
importante resaltar que los pardmetros calculados para el TR4 (5 mg I) fueron estimados durante un
periodo de ocho dias debido a la alta mortalidad que reportd este tratamiento, para los demas
tratamientos (TR1: 0 mg L'}, TR2: 0.1 mg L y TR3: 1 mg L) el tiempo empleado fue de 45 dias, los cuales

también se debieron a la mortalidad de los organismos.

En el TR1 (0 mg I) se observd un incremento en peso del 72% de su peso inicial, mientras que para el
TR2 (0.1 mg I?) fue tan sélo de 17.5% y para el TR3 (1 mg I"?) de 13.8%. EI TR4 (5 mg |) obtuvo el menor
crecimiento registrado, debido a que sdlo se tuvieron datos de una semana del experimento, debido a la
alta mortalidad. Las diferencias entre los incrementos en longitud entre los tratamientos no son tan

grandes, comparativamente con el incremento en peso (Tabla 8).

Tabla 8. Promedio + desviacidn estandar de los datos de crecimiento de Parcheirodon axelrodi durante el tiempo
de exposicion y recuperacion (45 dias en total). PF (peso final), LTF (longitud total final), longitud estandar final
(LET). Peso inicial: 189 mg, Longitud total inicial: 2.74 cm, Longitud estandar inicial: 2.33 cm

Tratamiento/ Peso

concentracion PF Incremento LTF LT LEF LE
de Incremento Incremento
Roundup®Activo (me) (GP)O (cm) (cm / %) (cm) (mg /%)
(mg LY) (mg / %)

TR1:0 325159 1362/72.0 3.0+£0.244 0.26/9.5 2.55+0.19 0.22/9.4
TR2:0.1 22217 33°b /17.5 2.87+0.17 0.13/4.7 2.49+0.24 0.16 /6.9

TR3:1 21512 26° /13.8 2.83+0.19 0.1/3.65 2.33+0.14 0

TR4:5 191+17 2¢/11 2.75+0.55 0.01/0 2.25+0.49 0

En el TR1 (0 mg I"}), se obtuvieron los valores mas altos en la ganancia en peso (GP), la tasa de
crecimiento absoluto (TCA) y la tasa de crecimiento especifico (TCE), éstos fueron significativamente
diferentes de los otros tratamientos (p<0.001). Mientras que en el TR4 (5 mg I) se obtuvieron los
valores estadisticamente mds bajos (p<0.001). Finalmente, TR2 y TR3 no presentan diferencias

significativas entre ellos (Tabla 9).



28

Tabla 9. Promedio + desviacion estandar de los datos parametros productivos de Paracheirodon axelrodi expuestos
a diferentes concentraciones de Roundup Activo®. Tasa de crecimiento absoluto (TCA), tasa de crecimiento
especifico (TCE). Letras diferentes representan diferencias significativas (p<0.05).

Tratamiento
(concentracion de

Roundup®Activo TCA (mg/dia) TCE (%/dia)
mgL?)

TR1: 0 3+4.3° 1.14+0.390°

TR2: 0.1 0.73+0.1° 0.36+0.173°

TR3:1 0.57+0.3° 0.28+0.133°

TR4:5 0.25+0.03 ¢ 0.06+0.007 ©

6.3. Supervivencia y concentracion letal 50

La supervivencia de los organismos estuvo fuertemente influenciada por la concentracién de
Roundup®Activo a la que se vieron expuestos (Figura 8), observdndose que para el TR4 (5 mg I) la
supervivencia fue de 0 % al transcurrir tan sélo nueve dias de experimentacion. Para los otros tres
tratamientos (TR1, 0 mg I'%), el TR2 (0.1 mg I'!) y el TR3 (1 mg I%), la supervivencia durante el periodo de
exposicion (30 dias) fue de 95%, 81.7% y 63.3%, respectivamente, siendo TR1 mayor que TR3 (p = 0.014).
Durante el periodo de recuperaciéon (15 dias) la supervivencia de los organismos siguié siendo
significativamente mayor para el TR1 (95%), comparativamente con los TR2 (53.3%) y TR3 (38.3%)
(p<0.001).
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Figura 8. Supervivencia (%) de Paracheirodon axelrodi durante el periodo de exposicion (30 dias) y recuperacién (15
dias). Los tiempos de exposicion y recuperacion estan separados por lineas punteadas.

La determinacidn de la CLso por medio del método Probit para un periodo de exposicion de 96 h y de 30
dias dio como resultado una concentraciéon de 12.49 mg I' y de 0.46 mg I"' de Roundup®Activo,
respectivamente. La obtencién de estos valores se llevd a cabo empleando la ecuaciéon de la recta

obtenida en las graficas de dispersidn, en las que se relaciond el porcentaje de efecto (Probit) con el

logaritmo de la concentracion (Figura 9y 10).
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Figura 9. Valores Probit vs Log de concentracién para Roundup®Activo a 96 h de exposicidn. Se observa la ecuacién
de la recta empleada para calcular la Clso. La linea sélida representa los valores reales. La linea punteada
representa la regresion.
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Figura 10. Valores Probit vs Log de concentracién para Roundup®Activo a 30 dias de exposicion. Se observa la
ecuacion de la recta empleada para calcular la Clso. La linea sdlida representa los valores reales. La linea punteada
representa la regresion.

6.4. Descripcion histoldgica

El estdmago e intestino de P. axelrodi presentan cuatro capas constitutivas: mucosa, submucosa,
muscular y serosa (Figura 11 y 12). La mucosa (M) del estémago estd compuesta de epitelio cilindrico
simple con presencia de numerosas células columnares (Figura 11B, 14A). A lo largo de la mucosa del

estdmago se observaron algunos granulos de mucus (GM) (Figura 11B). De igual manera, esta capa
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presenta un gran nimero de glandulas gastricas (GG) tubulares con varias células secretoras, entre ellas
las células parietales (CP) y las células zimogénicas (CZ) (Figuras 12A, 13A, 14A, 14B). Dentro de las
glandulas gastricas son notorios los granulos de zimdgeno (GZ), los que se tifien fuertemente con el azul
de toluidina (Figuras 11 B, 14A). La submucosa del estomago presenta tejido conectivo laxo,
seguidamente se encuentra la capa de musculo liso con dos orientaciones, una circular interna y una

longitudinal externa (Figura 11A, 12A).
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Figura 11. Estdmago de Paracheirodon axelrodi. A: Capas constitutivas del estdmago 400x. B: Detalle de la mucosa
del estdbmago 400x. (ECS) epitelio cilindrico simple, (M) mucosa, (SM) submucosa, (MLC) musculo liso circular,
(MLL) masculo liso longitudinal, (GG) glandulas gastricas, (GM) granulos de mucus, (GZ) granulos de zimdgeno.
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La capa mucosa del intestino, al igual que la del estdmago, presenta epitelio cilindrico simple (ECS), con
la diferencia de que tiene un gran nimero de pliegues y cuenta con numerosas células de mucus o
caliciformes (CC) (Figura 13A, 13B, 15A, 15B). Ademas, se pueden observar enterocitos, células
enteroendocrinas y células zimogenicas (Figura 13A, 15A, 15B). Los enterocitos (E) se caracterizan por
ser alargados, estrechos y tener un nucleo ubicado justo a la mitad de la célula (Figura 15B). Las células
enteroendocrinas (CE) se diferencian por la presencia de vesiculas secretoras en el citoplasma, mientras
que las zimogénicas (CZ) se reconocen por su densa coloracidn a causa del zimégeno que contienen

(Figura 15A, 15B).

Posteriormente de la capa mucosa se encuentra la submucosa, la cual estd compuesta por tejido
linfoide. Por ultimo, de igual manera que en el estdmago se puede observar una capa de musculo liso

circular (interno) y longitudinal (externo), de menor grosor a la encontrada en el estémago.

En relacién con la serosa, tanto para el estdmago como para el intestino fue dificilmente distinguible,
debido a su pequefio grosor. A pesar de ello fue identificada en unos pocos cortes, pero, al no ser
observada en la mayoria de los mismos fue descartada tanto para la descripcién como para el cdlculo del

espesor de la misma, para su posterior comparacion entre los tratamientos.

6.5. Morfometria de las capas de los organos del tracto digestivo

En el estdmago se observaron algunas diferencias significativas entre los tratamientos durante el periodo
de exposicion (Tabla 10). El epitelio de la mucosa de los organismos del TR4 (5 mg I') mostré valores de
espesor significativamente menores (110.83 um) a los obtenidos en los demas tratamientos, donde se
tuvieron espesores de 124.17 a 132.3 um, sin diferencias significativas entre éstos. Para la submucosa se
evidencié que TR1 (0 mg I) es significativamente mayor (102.45 um) que TR2 (75.54 um), TR3 (73.85
um) y TR4 (79.73 um) (p=0.007) mientras que para la capa muscular no se evidencian diferencias
significativas en los valores de espesor de las capas en los diferentes tratamientos (p> 0.05). Durante el
periodo de recuperacidn solamente se realizd la comparacion entre los TR1 (0 mg 1), TR2 (0.1 mg 1Y) y
TR3 (1 mg I'Y), debido a la alta mortalidad del TR4 durante el periodo de exposicién al herbicida. En estos
organismos, la capa mucosa y muscular son diferentes entre todos los tratamientos (p<0.001),
evidencidandose que el TR2 tiene valores significativamente menores para la capa mucosa, mientras que
en el TR3, el tejido muscular tuvo el menor espesor (145.79+10.27). Por su parte, la capa submucosa
mostré que el espesor de los 6rganos medidos en el TR1 es significativamente mayor (p<0.001) que el de

aquellos provenientes de los TR2 y TR3, siendo este ultimo significativamente menor.
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Figura 12. Estdmago e intestino de Paracheirodon axelrodi. A: Detalle de la capa muscular y de un tipo celular del
estémago 400x. B: Capas constitutivas del intestino y algunos tipos celulares 400x. (M) mucosa, (SM) submucosa,
(ML) musculo liso, (MLC) musculo liso circular, (MLL) musculo liso longitudinal, (CP) células parietales, (CC) células
caliciformes, (E) enterocito, (L) lumen.
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Figura 13. Intestino de P. axelrodi. A: Detalle de la capa constitutivas y de algunos tipos celulares 400x. B: Detalle de
las células caliciformes 1000x. (M) mucosa, (SM) submucosa, (MLC) musculo liso circular, (MLL) musculo liso
longitudinal, (ECS) epitelio cilindrico simple, (CE) células enteroendocrinas, (CZ) células zimogénicas, (CC) células
caliciformes, (L) lumen.
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Figura 14. Detalle de los tipos celulares del estdémago de Paracheirodon axelrodi. A: Células columnares (Cco),
células zimogénicas (CZ) y glandulas gastricas (GG) 1000 x. B: Detalle de las células zimogénicas (CZ), glandulas
gastricas (GG), células parietales (CP) y fibras musculares (FM) 1000 x.
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Figura 15. Detalle de los tipos celulares del intestino de Paracheirodon axelrodi. A: Células enteroendocrinas (CE),
células zimogénicas (CZ) y células caliciformes (CC) 1000x. B. Detalle de las células caliciformes (CC) y enterocitos (E)
1000x.
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Respecto a la comparacién entre tiempos para las capas del estdmago (Tabla 10), se observa que el TR1
(0 mg I'Y) no presenta diferencias significativas entre los tiempos para ninguna de las capas. Por el
contrario, el TR2 (0.1 mg I'Y) muestra que la capa mucosa y muscular son diferentes significativamente
entre los dos tiempos evaluados, siendo menor (p<0.001) el espesor de las capas mucosa (71.7 um) y
muscular (172.22 um) (p=0.000) para el periodo de recuperacion que para el periodo de exposicién. Para
el TR3 (1 mg I'Y), la capa mucosa (p<0.001) y muscular (p<0.001) muestran diferencias significativas,
siendo menores los valores para el periodo de recuperacién que para el de exposicidon, en ambos casos.

Entre tanto, la submucosa no muestra diferencias significativas entre los dos tiempos.

Tabla 10. Espesor de las capas del estomago de Paracheirodon axelrodi durante el experimento. Cada valor
representa la media + desviacion estandar. Letras mayusculas se utilizaron para la comparacién entre los periodos
de evaluacién (exposicidn y recuperacién) y letras minusculas para la comparacion entre tratamientos. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

Tratamiento
(concentracion de

Periodo Espesor capa (um)

experimental

Roundup®Activo Mucosa Submucosa Muscular
mg I'Y)

TR1:0 132.3+14.3* 102.45+22.07 245.6+19.86
Exposicién (30 TR2:0.1 124.33+8.59 75.55+17.53 A 219.3+21.82
dias) TR3:1 124.17+13.09 73.85+15.82 PA 234.35+18.18
TR4:5 110.83+10.67 79.73+12.36 ° 223.83+38.45 %
Recuperacién TR1:0 128.10+4.10 * 118.19+10.33 209.03+36.82
(15 dias) TR2:0.1 71.71+11.42 °® 78.85+12.88 A 172.22+14.23 8
TR3:1 87.29+7.65 69.29+8.89 A 145.79+10.27

* Este tratamiento no tuvo comparacion entre tiempos por mortalidad de los individuos.

En lo que respecta a las capas del intestino (Tabla 11), durante el periodo de exposicidn, se observa que
el espesor de la mucosa no presenta diferencias significativas entre los tratamientos, mientras que la
submucosa muestra que el TR1 (0 mg I'!) y el TR3 (1 mg I'}) son significativamente menores (132.32 umy
112.05 um respectivamente) a TR4 (5 mg I'?) (165.10 um) (p<0.001). Entre tanto, TR1, TR2 (0.1 mg 1) y
TR3 no reportan diferencias significativas entre si. Para el caso de la capa muscular, los tratamientos TR1,
TR2 y TR3 no muestran diferencias significativas (p<0.001), pero si con respecto al TR4, el cual es
significativamente mayor (36.80 um). Para el periodo de recuperacién, la capa mucosa y submucosa no
reporta diferencias significativas entre los tratamientos TR1, TR2 y TR3. En contraposicidn, la capa
muscular muestra que el TR3 (36.63 um) es significativamente mayor al TR1 (27.41 um) (p=0.011). Sin

embargo, el TR2 no presenta diferencias significativas comparativamente con los otros dos tratamientos.
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Finalmente, la comparacién entre los dos tiempos evaluados reporta que para todos los tratamientos la
capa mucosa y submucosa no presentan diferencias significativas entre si. Sin embargo, para el caso de
la capa muscular, aunque los tratamientos TR1 y TR2 no muestran diferencias significativas entre el
periodo de exposicidn y recuperacion, el TR3 es significativamente mayor durante el segundo periodo

comparativamente con el primero (p=0.004).

Tabla 11. Espesor de las capas del intestino de Paracheirodon axelrodi durante el experimento. Cada valor
representa la media + desviacion estandar. Letras mayusculas se utilizaron para la comparacién entre los periodos
de evaluacién (exposicidn y recuperacién) y letras minusculas para la comparacion entre tratamientos. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0.05).

Periodo Tratamiento Espesor capa (um)
experimental (concentracion de
Roundup®Activo Mucosa Submucosa Muscular
mg IY)
TR1: 0 80.47+10.21 % 132.32+30.54 ** 31.215+4.71
Exposicién (30 TR2:0.1 75.53+8.65 ** 141.35+26.56 A 26.04+5.21
dias) TR3:1 81.30+5.88 112.05+19.07 ** 23.14+8.21
TR4: 5 79.90+11.90 ** 165.10+27.95 ©* 36.80+10.27 °°
~ TR1:0 74.68+10.94 * 129.02+19.25 ** 27.41+4.20
Rea‘:g'lf::)m" TR2:0.1 78.67+14.07°*  117.63+19.27 % 27.9149.01 A
TR3: 1 77.68+12.56 124.08+19.25 ** 36.63+7.87 &

* Este tratamiento no tuvo comparacion entre tiempos por mortalidad de los individuos.

6.6. Dainos evidenciados por la técnica MOAR en los drganos del tracto

digestivo de P. axelrodi expuestos a Roundup®Activo

En el estdmago, los tratamientos expuestos al Roundup®Activo durante 30 dias mostraron una
distribucién normal de las capas constitutivas, ademas de la presencia de las células caracteristicas de
cada una de ellas. En términos de dafios se evidencié festoneo, hiperplasia, hipertrofia, inflamacion y
migracién de células similares a mastocitos (CSM) en todos los tratamientos (Figuras 16 y 17).
Adicionalmente para el TR4 (5 mg I'!) se pudo registrar un aumento en la secrecién de mucus, la cual es
notoria por algunas regiones que se encuentran fuertemente tefiidas en el epitelio (Figura 17A). Ademas,
se observo que los dafios fueron dosis-dependientes, siendo mas leves en el TR2 (0.1 mg I'!) y TR3 (1 mg

I1) y mas graves en el TR4.
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Figura 16. Dafios evidenciados en el estdbmago de Paracheirodon axelrodi, expuestos a Roundup®Activo durante 30
dias. A: TR2 (0.1 mg I'!) de Roundup®Activo) en donde se observa festoneado de las células epiteliales (flechas
azules) y migracion de células similares a mastocitos (CSM) en la parte basal del epitelio (flechas rojas) 400x. B: TR3
(1 mg I'!) de Roundup®Activo, en donde se puede ver un mayor grado en el festoneado del epitelio, ademéas de CSM
en la submucosa e hiperplasia de algunas células (flechas blancas) 400x. (ECS) epitelio cilindrico simple, (SM)
submucosa, (MLC) musculo liso circular, (MLL) musculo liso longitudinal.
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Figura 17. Dafios evidenciados en el estémago de Paracheirodon axelrodi, expuestos a 5 mg I* de Roundup®Activo
(TR4) durante 30 dias. A: Se observa el festoneado del tejido epitelial (flechas azules), aumento en la concentracion
de granulos de mucus (GM), migracién de células similares a mastocitos (CSM) (flecha roja) e hipertrofia en la
submucosa (flechas negras) 400x. B: Detalle del festoneado (flechas azules), inflamacién (flechas amarillas) e
hiperplasia (flecha negra) de las células epiteliales 1000 X. (ECS) epitelio cilindrico simple, (ML) musculo liso, (MLC)
musculo liso circular, (MLL) musculo liso longitudinal, (GG) glandulas géstricas.
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El intestino de los organismos expuestos al Roundup®Activo presentd una distribucién de las capas y
tipos celulares similar a la observada en los organismos del tratamiento control. Sin embargo, se pudo
evidenciar algunos dafios los cuales incluyen ruptura del epitelio, hipertrofia, hiperplasia, inflamacién y
migracion de CSM en los TR2 (0.1 mg I'!) y TR3 (1 mg I'Y) (Figura 18). Para el TR4 (5 mg I%) (Figura 19), los
principales dafios observados fueron inflamacidon e hiperplasia. Cabe resaltar que las alteraciones
observadas en el tratamiento 4 fueron severas comparativamente con los otros tratamientos,
evidenciandose gran deterioro de la capa mucosa y submucosa. De igual manera, es notoria la
disminucion en la cantidad de células caliciformes, para todos los tratamientos expuestos al herbicida,

comparativamente con el control.

Por lo que se refiere a los dafios registrados durante el periodo de recuperacion (15 dias restantes) es
notorio que los organismos no muestras signos de mejoria. En algunos casos se evidencian alin mas
dafios que los presentados durante el periodo de exposicion, entre ellos una mayor migracién de células
similares a mastocitos (CSM), una mayor degeneracion del epitelio y un incremento en la secrecion de
mucus. Esto es principalmente notorio para el TR3 (1 mg I), el cual, ademéas presenta una mayor
hipertrofia e hiperplasia en el intestino y una mayor migracién de CSM en el estémago,

comparativamente con el TR2 (0.1 mg |") (Figuras 20y 2).
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Figura 18. Dafios en el intestino de Paracheirodon axelrodi, expuestos a Roundup®Activo durante 30 dias. A: TR2
(0.1 mg I') de Roundup®Activo en donde se observa ruptura de las células epiteliales (flechas azules), migracién de
células similares a mastocitos (CSM) en la parte basal del epitelio (flecha roja), hipertrofia (flecha negra) e
inflamacién (flechas amarillas) de algunas células 400x. B: TR3 (1 mg L) de Roundup®Activo, en donde se puede
ver ruptura del epitelio (flecha azul), migracion de CSM (flechas rojas), hiperplasia (flechas negras) e inflamacion
(flecha amarilla) de algunas células 1000x. (ECS) epitelio cilindrico simple, (SM) submucosa, (Va) vaso linfatico.
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Figura 19. Dafios en el intestino de Paracheirodon axelrodi, expuestos a 5 mg |I* de Roundup®Activo (TR4) durante
30 dias. A: Inflamacion (flecha amarilla), hiperplasia (flechas negras) y ruptura del epitelio (flechas azules) 400 X. B:
Detalle de inflamacion (flechas amarillas) e hiperplasia de algunas células 1000 X. (ECS) epitelio cilindrico simple,
(CC) células caliciformes.
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Figura 20. Dafios en el estdbmago de Paracheirodon axelrodi durante el periodo de recuperacion (15 dias). A: TR2
(0.1 mg IY) de Roundup®Activo en donde se observa festoneado del epitelio (flechas azules), hiperplasia (flecha
negra) e hipertrofia (flecha blanca) de algunas células epiteliales. También puede verse la acumulacion de granulos
de mucus (GM) 400x. B: TR3 (1 mg |*) de Roundup®Activo, en donde se puede observar los dafios en el epitelio, el
cual esta claramente desordenado y roto (flechas azules). También se evidencia migracién de células similares a
mastocitos (CSM) (lineas rojas) en la capa mucosa e hipertrofia (Hp) en la capa mucosa 400x. (ECS) epitelio
cilindrico simple, (ML) musculo liso, (MLC) musculo liso circular, (MLL) musculo liso longitudinal, (GG) glandulas
gastricas, (Er) eritrocitos.



46

Figura 21. Dafios e n el Intestino de Paracheirodon axelrodi durante el periodo de recuperacion (15 dias). A:
TR2 (0.1 mg I') de Roundup®Activo en donde se observa hipertrofia de las células en el epitelio (lineas negras),
ademas de inflamacion de algunas de ellas (flechas amarillas). También puede verse la ruptura de esta capa en
varios puntos (flechas azules) 400x. B: TR3 (1 mg I'') de Roundup®Activo, en donde se puede observar hipertrofia

(flechas negras), hiperplasia (fecha blanca) e inflamacién (flechas amarillas) y ruptura en el epitelio (flechas azules)
400x. (ECS) epitelio cilindrico simple, (ML) musculo liso.
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Capitulo 7. Discusion

7.1. Parametros de calidad de agua

Los pardametros de calidad de agua se mantuvieron dentro de los rangos adecuados para la especie,
segln lo reportado por Anjos y Anjos (2006), Oliveira et al. (2008) y Garcia—Cruz et al. ( 2014). Sin
embargo, es importante mencionar que la concentracidon de NAT del TR4 (5 mg I'?) durante el periodo de
exposicién fue de 0.19 mg I, valor significativamente mayor a los demas tratamientos. Esto puede
atribuirse a la concentracién de Roundup®Activo empleada, ya que, segln lo reportado por Arteaga et al.
(2015) puede ocasionar un incremento en las células de cloro y de moco en las branquias, lo que llevaria
a limitaciones en el intercambio de metabolitos en el agua, permitiendo que la excrecidon de compuestos
nitrogenados fuera mayor. Un comportamiento similar al evidenciado en este trabajo fue reportado por
Gomez-Ramirez (2013), quien usé concentraciones subletales de Roundup®Activo en P. brachypomus,
encontrando diferencias significativas en el NAT de los tratamientos 2 (0.1 mg L) y 3 (1 mg L?) con

respecto al control.

Un incremento en la concentracién de compuestos nitrogenados fue registrado durante el periodo de
recuperacion, debido a que no hubo recambios diarios durante esta etapa de la investigacién. A pesar de
esto, los valores obtenidos no se encuentran fuera del rango adecuado para la especie. De igual manera
se reportan pequefias variaciones (no significativas) en el pH y en el OD. La ligera disminucién del pH
puede relacionarse con el incremento de bacterias nitrificantes, las cuales cumplen la funcién de
transformar el NAT a N-NO; y posteriormente a N-NOs. Durante este proceso, por cada gramo de NAT
convertido a N-NOs se consumen 7.05 g alcalinidad (como CaCOs), lo que lleva a que los carbonatos
presentes en el agua disminuyan, ocasionando la disminucion en el pH (Timmons et al., 2009). Respecto
al OD, el aumento en su concentracion se debe a la adicion de una linea de aireacidon en cada una de las
unidades experimentales, la cual le proporcionaba aire al filtro bioldgico. Cabe resaltar que el
incremento en OD tampoco provoca efectos desfavorables en los peces, ya que se encuentra dentro de

los intervalos aptos para la especie.
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7.2. Parametros productivos

Son pocos los estudios en los que se evallan los pardmetros productivos de P. axelrodi en condiciones de
cultivo, por ello es dificil concluir si el crecimiento de los peces en el presente trabajo fue el apropiado.
Para el caso del tratamiento control (TR1: 0 mg |) los pardmetros productivos obtenidos fueron de 136
mg de ganancia en peso (GP), 3 mg dia de tasa de crecimiento absoluto (TCA) y 1.14 % dia™ de tasa de
crecimiento especifico (TCE). Estos datos difieren de los reportados por Garcia y Pefia (2014), quienes
obtuvieron una GP de 280 mg (mayor a la obtenida en el presente trabajo), una TCA de 2.3 mg dia*
(relativamente menor a la reportada en el presente estudio) y TCE de 0.45 % dia™ (menor a la observada
en este trabajo) y con lo encontrado por Sealey et al. (2009) quienes registraron una GP de 168 mg

(mayor a la registrada en este trabajo).

Las variaciones entre los datos obtenidos en el presente trabajo y los reportados por otros autores
radican en el tiempo de cultivo y en el tipo de alimento que fue suministrado para cada caso. Garcia y
Pefia (2014) mantuvieron a los juveniles de nedn cardenal en un SRA por un periodo de 281 dias, durante
los cuales alimentaron a los peces con Truchina® al 35%, alimento que probablemente no cumplia en su
totalidad con las exigencias nutricionales de los mismos, mientras que Sealey et al. (2009) cultivé a los
organismos de P. axelrodi por 72 dias, suministrando alimento al 45% de Proteina Cruda (PC),
especialmente disefiado para suplir las necesidades alimenticias del nedn cardenal. Para el presente
estudio el mantenimiento de los organismos del tratamiento control (TR1: 0 mg I*) fue de 45 dias,
tiempo durante el cual se alimentd con una dieta comercial al 47.5% de PC. Esto llevd a que la GP
obtenida fuera de 136 mg, la TCA fuera de 3 mg-dia® y la TCE fuera de 1.14 %-dia. Los resultados
indican que durante el tiempo de cultivo en las unidades experimentales, los peces del tratamiento
control incrementaron 72% en peso y, aunque los parametros productivos fueron relativamente

menores a los reportados en la literatura, son buenos teniendo en cuenta el tiempo de cultivo.

En los tratamientos que tuvieron exposicion a Roundup®Activo se evidencid que los pardmetros de
crecimiento fueron significativamente menores a los reportados en el tratamiento control (0 mg %) y
menores a los registrados por los autores anteriormente mencionados. El escaso crecimiento puede
atribuirse a la aplicacion del herbicida en las diferentes unidades experimentales, ocasionando ademas
una mayor mortalidad, especialmente en el TR4, en donde un 90% de los individuos murié a los ocho
dias de exposicidn. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Frontera et al. (2011), Banee et al.

(2013) y Salbego et al. (2014) quienes trabajaron con Cherax quadricarinatus, Leporinus obtusidens y
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Oncorhynchus mykiss, respectivamente. Estos autores, evaluaron el efecto de pesticidas
organofosforados en el crecimiento, la actividad enzimatica y las reservas energéticas, encontrando que
los factores que mas influyeron en la disminucidon del crecimiento fueron alteraciones en el
comportamiento relacionado con la alimentacidn, disminucidn en la tasa de alimentacidén, disfuncién en
los procesos metabdlicos, disminucion de las reservas de energia en uno o mas tejidos y reduccion de los

niveles de oxigeno en los tejidos.

En estudios previos realizados por Gémez-Ramirez (2013), Perdomo-Ballen et al. (2015) y Arteaga et al.
(2015) en P. brachypomus y en P. axelrodi, se evidenciaron dafios en el higado y en las branquias de los
peces bajo concentraciones subletales de Roundup® Activo (0.1 mg L%, 1 mg L't y 5 mgL™?). El higado
mostro, entre otros dafos, congestidn vascular, la cual puede asumirse como una respuesta al estrés que
pudo ocasionar la exposicién al Roundup®Activo, conduciendo a un aumento en el flujo sanguineo para
incrementar las concentraciones de glucosa desde el higado hacia otros tejidos, en donde es necesaria

para afrontar una condicién de estrés, como lo es la exposicidn ante un agente toxico (Jiraungkoorskul et

al., 2002; Fanta et al., 2003; Satyanarayan, et al., 2012). Esta respuesta fisiolégica concuerda con lo
mencionado anteriormente, en donde una reduccién en el crecimiento pudo atribuirse a una

disminucion en las reservas de energia en uno o mas tejidos.

En cuanto a las branquias, éstas presentaron hipertrofia e hiperplasia de células de mucus y de cloro y
desprendimiento epitelial, entre otras alteraciones (Gomez-Ramirez 2013; Arteaga et al., 2015), cuya
finalidad es incrementar la superficie respiratoria, impidiendo de esta manera que se difunda el téxico en
el organismo (Cengiz y Unlu, 2006; Hued et al., 2012; Gdmez-Ramirez, 2013). Sin embargo, aunque el
objetivo final es protegerse, cualquier incremento en el espesor de las branquias ocasiona a su vez una
disminucion en el intercambio de gases, lo que puede generar bajas en la concentracién de oxigeno en
varios tejidos, reduccidn en el crecimiento e incremento en la mortalidad de los individuos (Banaee,

2013).

Otros drganos que tienen principal importancia en el metabolismo de xenobidticos y que son
fuertemente afectados por estos compuestos son el estdmago y el intestino, ya que se consideran un
sitio “blanco” para patdgenos y xenobidticos (Grosell et al., 2011; Akan et al., 2013). En el presente
estudio diversos dafios fueron evidenciados en el estémago e intestino de P. axelrodi, entre ellos
hiperplasia, hipertrofia e inflamacion de las células epiteliales y ruptura y festoneo del epitelio. Al estar

estos dérganos involucrados en la regulacion de parametros bioquimicos, en la degradacion de proteinas,
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lipidos y carbohidratos y en la sintesis y secrecion de enzimas digestivas, es claro que la alteracion en la
estructura de los mismos puede ocasionar disminucién en el crecimiento por la incapacidad para extraer

todos los nutrientes durante el procesamiento del alimento (Banaee, 2013).

7.3. Supervivencia y Concentracion letal 50

La supervivencia de P. axelrodi se vio fuertemente influenciada por la concentracidon de Roundup®activo.
El efecto evidenciado fue dosis-dependiente y tiempo-dependiente, observandose mayores dafios en la
concentracion de 5 mg L™ durante el periodo de exposicion y en las concentraciones de 0.1 mg Ly 1 mg
L' durante el periodo de recuperacion. Estos resultados son similares a los registrado por Younis et al.
(2013) en Oreochromis niloticus expuestos a concentraciones subletales de Cadmio y a lo evidenciado
por Cengiz et al. (2001) en Gambusia affinis expuestos a concentraciones subletales de Thiodan. En estos
estudios, a pesar de que el pesticida empleado difiere, se observaron dafos en branquias, higado, rifién
e intestino. Estas alteraciones incluyen apoptosis, dilatacién de la [dmina propia, infiltracion de células
inflamatorias, incremento en las células encargadas de secretar mucus, hiperplasia e hipertrofia,
vacuolizacion, edemas, desintegracion de epitelios y necrosis. Estos dafios al ser multiples afectan el
desarrollo y mantenimiento de los individuos, afectando procesos vitales para su crecimiento como lo
son el intercambio de gases, el almacenamiento de glicdgeno, la eliminacién de sustancias téxicas y la

absorcidn del alimento (Frontera et al., 2011).

La CLso obtenida para P. axelrodi en este estudio, después de 96 h de exposicion a Roundup®Activo, fue
de 12.49 mg L y luego de 30 dias de exposicién fue de 0.46 mg L. El valor obtenido para las 96 h de
exposicién se encuentra dentro del rango establecido por Folmar et al. (1979) de 2.3 mg L'* a 43 mg LY,
qguienes lo determinaron en cuatro especies de peces (Salmo gairdneri, Pimephales promelas, Ictalurus
punctatusbluegills y Lepomis macrochirus) en diferentes condiciones de calidad de agua. Estos autores
concluyeron que la toxicidad del Roundup®Activo incrementa a temperaturas superiores a los 22 °Cy a
pH entre 6.6 y 8.0. Para el caso del valor estimado después de 30 dias de exposicidn, no hay registros
previos durante el mismo periodo de tiempo, sin embargo, es importante mencionar que este valor es
mucho menor al encontrado en los cuerpos de agua (5 mg ) en los que se distribuye la especie, lo que
implica que efectos como los evidenciados en este trabajo pueden estarse presentando en el medio

natural.
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Comparativamente con otras especies de peces, P. axelrodi resulta ser mas sensible al glifosato,
teniendo en cuenta que para P. brachypomus la CLso fue de 94.47 mg L (Ramirez-Duarte et al., 2008),
para J. multidentata fue de 19.02 mg L (Hued et al., 2012), en Prochilodus lineatus fue de 13.69 mg L*
(Langiano y Martinez, 2008) y para C. carpio fue de 620 mg L (NeSkovic et al., 1996). La variabilidad en
los resultados obtenidos puede deberse, a los pardametros de calidad de agua (como se menciond
anteriormente) y a la presentaciéon comercial que se esté empleando, ya que el surfactante puede

generar una mayor o menor toxicidad (Folmar et al., 1979; Barragan-Rondon et al., 2014).

El valor estimado durante 96 h (12.49 mg I') duplica el valor que se ha reportado en los rios donde se
distribuye la especie, en donde se han registrado concentraciones de 5 mg I, Estd situacion es
realmente preocupante al observar la alta mortalidad obtenida en tan solo 96 h de exposicién. Sin
embargo, es aun mds preocupante el valor obtenido para los 30 dias de exposicién, tiempo durante el
cual se supone que se degrada el glifosato, el cual indica que tan sélo con 0.46 mg I se puede causar la

muerte del 50% de los organismos en los causes.

7.4. Dainos en los organos del tracto digestivo de P. axelrodi expuestos a

Roundup®Activo

El tracto digestivo es una de las principales rutas de absorcidn de xenobidticos en organismos acuaticos.
Se ha demostrado que el efecto de este tipo de sustancias en el tracto gastrointestinal de los peces
puede variar de leves cambios en la motilidad, secrecion y funciones de absorcién, a efectos mds graves
asociados a la integridad de la mucosa, el flujo de sangre o el control neuromuscular (Grosell et al.,
2011). En el presente estudio los dafios evidenciados fueron recurrentes entre los tratamientos
expuestos al herbicida, siendo mas leves en el TR2 (0.1 mg I'!) y més graves en el TR4 (5 mg I?). Para TR2
y TR3 (1 mg I'}), durante el tiempo de exposicion se observéd en el estémago e intestino festoneado y
ruptura del tejido epitelial, migracion de células similares a mastocitos (CSM), hipertrofia e hiperplasia en
la capa mucosa y submucosa e inflamacion de las células epiteliales y de la submucosa. En TR4 (5 mg I}),
ademas de las alteraciones evidenciadas para los tratamientos TR2 y TR3, hubo un incremento en la

secrecién de mucus.

Todos los dafios registrados en este estudio han sido reportados previamente por varios autores,

empleando diferentes xenobidticos. Para el caso de P. brachypomus expuestos a concentraciones de
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Roundup® de 30, 60 y 120 mg L se observé hiperplasia de las células de mucus en el estémago
(Ramirez-Duarte et al., 2008). Erhunmwunse et al. (2014) encontraron infiltracion de células
inflamatorias y cambios necréticos y degenerativos en la mucosa y submucosa del intestino de C.
gariepinus expuestos a concentraciones de glifosato de 18, 32, 54 y 72 mg It El intestino de
Oncorhynchus mykiss y Gambusia affinis bajo el efecto de concentraciones de 0.1 mg Iy 0.2 mg I de
Diazinon y 0.5 mg |I* de Thiodan y deltamethrin, respectivamente, presentd necrosis de las células de la
mucosa, infiltracion de linfocitos en la [dmina propia y hemorragias masivas (Cengiz et al., 2001; Cengiz y
Unlu, 2006; Banaee, 2013). Finalmente, en Channa punctatus expuestos a concentraciones de
Endosulfan de 0.0002 mg I y 0.0004 mg I se observé fusién de las microvellosidades, ruptura del
epitelio, hemorragias en la mucosa y submucosa, inflamacién celular y vacuolizacién (Ghanbahadur,

2012; Haloi et al., 2013; Karthigayani et al., 2014; Ramachadran, 2014).

Las implicaciones que conllevan los resultados encontrados en el tracto digestivo de P. axelrodi
expuestos a concentraciones subletales de Roundup®Activo pueden ser explicadas como un mecanismo
protector de los peces en respuesta a las agresiones quimicas o toxicas. Sin embargo, cuando estas
agresiones sueles ser recurrentes y se mantienen por cierto tiempo (mas de 10 dias) pueden llegar a ser
muy graves, presentandose por ejemplo hipertrofia e hiperplasia, festoneo y degradacidn del epitelio,
aumento en la secrecién de mucus, almacenamiento de los xenobidticos, perturbacidon enzimatica,
acumulacién de acetilcolina en los tejidos y reduccién en el suministro de oxigeno, entre otros (Mohanta,

etal., 2010; Ahmed et al., 2015).

La secrecién excesiva de mucus encontrada en el epitelio gastrico de P. axelrodi en el presente estudio,
indica que la exposicién al herbicida desencadend la actividad de las células de mucus, dispersas en el
epitelio. Estas células cumplen una funcidon fundamental en el tracto intestinal, ya que el mucus
secretado, ademds de estar compuesto por proteinas glicosiladas, las cuales tiene una alta capacidad de
almacenar agua, contienen inmunoglobulinas y otros componentes antimicrobianos, tales como enzimas
y péptidos que estarian involucrados en los mecanismos de defensa del organismo. Esto permite
especular que debido a la entrada del Roundup®Activo en el tracto alimentario de los peces, pudo haber
una serie de cambios que indujeron la secrecién de mucus “facilitando” la compensacién, dilucién y/o

neutralizaciéon del toxico (Ramirez-Duarte et al., 2008; Senapati et al., 2009; Grosell et al., 2011).

Grosell et al. (2011) mencionan que la excesiva secrecidon de mucinas, como respuesta a las agresiones

ocasionadas por el herbicida, altera el pH gastrico, causando que la actividad de enzimas como la
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proteasa aumente, e indicando un incremento en la degradacién de proteinas para producir el exceso de
energia necesario para superar la condicién de estrés a la cual se ve expuesto el organismo. Otras
enzimas que alteran su actividad, ante la necesidad de energia extra, son la amilasa y la lipasa. Diferentes
autores han evaluado la expresidn de estas enzimas en peces expuestos a toxicos, encontrando una
sobreexpresion de las mismas, lo que implica perturbacién de los procesos digestivos normales (Samsel y
Seneff, 2013; Erhunmwunse et al., 2014; Salbego et al., 2014). En el caso de la amilasa, su papel
fundamental es el de producir energia a partir de la degradacion de polisacaridos, como el almiddn, a
azucares mas simples. En estudios previos se demostré que la actividad de la amilasa fue maxima en el
intestino, posiblemente debido a que las enzimas son secretadas de manera inactiva hacia este érgano
en forma de zimdgeno y una vez alli comienzan su digestion. Es importante resaltar que estos granulos
de zimdgeno se almacenan en las glandulas gastricas, encontradas en el estdmago y que alteraciones en
el epitelio, como las observadas en el presente trabajo, pueden afectar su disponibilidad y por
consiguiente la digestidon. En cuanto a las lipasas, estds se encargan de generar energia a partir de los
lipidos, los cuales son considerados como moléculas que almacenan energia y estdn involucradas en la
sefializacion celular (Braunbeck y Appelbaum, 1999; Filippov et al., 2013; Sandrini et al., 2013; Samanta
etal., 2014).

Respecto a las alteraciones relacionadas con la degradacion de las vellosidades, ruptura y festoneo del
epitelio, Banerjee y Bhattacharya (1995) demostraron que dafios celulares de este tipo conllevan a una
sobreexpresion de la fosfatasa 4cida, enzima involucrada en los procesos de regeneracion y reparacion
de tejidos dafiados. Entre tanto, Sastry y Malik (1979) y Braunbeck y Appelbaum (1999) encontraron que
las lesiones celulares, como las descritas anteriormente, suelen ir acompafiadas de liberacién de
hidrolasas acidas, las cuales facilitan la autolisis de la célula y de radicales libres, que ocasionan
inflamacién en las capas del estémago y degradaciéon de la mucosa. También se ha descrito que la
ruptura de las vellosidades intestinales puede causar la perdida de quilomicrones, afectandose de esta

manera la absorcién intestinal (Braunbeck y Appelbaum, 1999; Cengiz et al., 2001).

En cuanto a las modificaciones en el grosor de las capas del tracto digestivo, se ha sugerido que la
disminucion de la capa mucosa y submucosa (como en el caso del presente trabajo) conlleva a
implicaciones importantes en la absorcion de nutrientes y en la actividad enzimdtica (Banerjee y
Bhattacharya, 1995). De acuerdo a lo sugerido por Chlopecka et al. (2014), el espesor del musculo liso
tanto del estdmago como del intestino puede variar por la exposicidon corta o prolongada al glifosato,

ocasionando cambios en la motilidad y causando a su vez, graves problemas en la salud de los peces,
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como lo son modificaciones en los procesos de absorcién, secreciéon y velocidad del tracto
gastrointestinal. Adema3s, estos autores creen que la actividad de la enzima ATPasa puede verse inhibida
por el efecto de la exposicidn prolongada al glifosato, lo que provocaria un desequilibrio en los iones de

calcio, comprendiendo asi alteraciones en los movimientos musculares.

La infiltracion de células similares a mastocitos (CSM) es un dafo recurrente en las especies de peces
expuestas a presentaciones comerciales de glifosato (Gémez-Ramirez, 2013; Riafio-Quintero, 2016). La
aparicion de estas células implica que el tejido afectado esta sujeto a una condicion de estrés la cual
debe ser controlada. Es por ello que las CSM forman parte de la respuesta inmune, participando tanto en
la respuesta innata como en la adaptativa y generando de esta manera inflamacién de los tejidos
implicados (Cengiz y Unlu, 2006; Annett et al., 2014). Al enfrentar una condicién de estrés, las CSM
pueden liberar el contenido presente en sus granulos, el cual incluye histamina, heparina, serotonina,
proteasas, fosfatasas acidas y alcalinas, prostaglandinas, factor de necrosis tumoral, entre otras. Sin
embargo, la liberacién de estas sustancias proinflamatorias puede llevarse a cabo sin la degranulacién de

estas células (Theoharides y Cochran, 2004; Wilhelm et al., 2015).

El presente estudio mostrd que los cambios histopatoldgicos pueden ser detectados facilmente a niveles
subletales de Roundup®Activo. Por lo tanto, se puede sugerir que los estudios de alteraciones
patoldgicas en drganos en contacto con sustancias téxicas son Utiles como un biomarcador del efecto de
la exposicion a contaminantes. Las alteraciones histopatoldgicas, tales como las observadas en este
estudio y los resultados de trabajos anteriores, puede dar lugar a graves problemas fisiolégicos como los

mencionadas a lo largo de este capitulo, conduciendo, en ultima instancia a la muerte de los peces.
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Capitulo 8. Conclusiones

» Los parametros de calidad de agua se mantuvieron en las condiciones adecuadas para la especie,

lo que implica que no hubo ningun efecto de estos sobre la mortalidad de los individuos.

» El crecimiento y los parametros productivos de P. axelrodi se vieron afectados por el Roundup®,

siendo menores en las concentraciones de 0.1 mg L, 1mgL*Y5mg L™

> La concentraciéon letal 50 (CLso) de 12.49 mg L' de glifosato en el producto comercial
Roundup®Activo, es mayor a las concentraciones encontradas en los rios en los que se distribuye
P. axelrodi, situacidon que es preocupante, teniendo en cuenta las alteraciones observadas en el

tracto gastrointestinal y la elevada mortalidad.

» Las principales alteraciones morfolégicas observadas en P. axelrodi fueron inflamacion,
hipertrofia e hiperplasia, migracidon de células similares a mastocitos (CSM), festoneo y ruptura

del epitelio, siendo las capas mds afectadas la mucosa y la submucosa.

> El espesor de las capas constitutivas del estdémago e intestino fueron diferentes entre los
tratamientos, lo cual puede considerarse como un efecto negativo del Roundup® sobre estos

drganos.

» La morfometria e histologia no mostraron evidencias de recuperacion en el estémago e intestino
de P. axelrodi. En el estdmago se observd una disminucién en el grosor de las capas mucosa y
submucosa, un incremento en la secrecion de mucus y dafios en el epitelio. En el intestino, hay
un incremento en la capa muscular, ademas de un incremento en células inflamatorias,

hiperplasia e hipertrofia.

> La concentracién de 5 mg L™ de Roundup®Activo ocasiond la mortalidad del 90% de los peces en

tan sélo ocho dias de exposicidn, lo que indica su fuerte efecto en la salud de los peces.

» Los dafios evidenciados en el tracto digestivo de P. axelrodi son dosis-dependientes y tiempo-

dependientes.



56

» El Roundup®Activo altera de manera importante el estdmago e intestino de P. axelrodi,
afectando las células epiteliales y ocasionando la migracion de células de tipo inflamatorio.
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Capitulo 9. Recomendaciones

Realizar exposiciones con glifosato puro, surfactante, producto comercial (Roundup®) y AMPA (molécula
resultante de la descomposicion de glifosato), con el fin de determinar cual de estos compuestos resulta

ser mas téxico y asi aclarar cudl genera efectos negativos mads graves en los organismos acuaticos.

Realizar la medicién de la expresiéon de enzimas digestivas para poder determinar el destino de las
mismas y permitir concluir el efecto del glifosato sobre las reservas energéticas de los peces ante

situaciones de estrés como la exposicidn a este tipo de xenobidticos.

Determinar mediante inmunohistoquimica algunos compuestos presentes en los granulos de las CSM
para conocer cudles estdn presentes en P. axelrodi y asi relacionarlas con la actividad inmune

desencadenada por Roundup®.

Establecer los cambios histolégicos e inmunohistoquimicos en el tracto digestivo de P. axelrodi en
diferentes edades (desde alevines a adultos) para determinar el efecto del glifosato en el desarrollo de

los individuos.
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