UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE SUCRE
ESCUELA DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DEL GLIFOSATO EN LA TOXICIDAD DEL
COBRE SOBRE EL CRECIMIENTO Y LA REPRODUCCION DE LA LOMBRIZ DE
TIERRA CALIFORNIANA Eisenia andrei (ANNELIDA: OLIGOCHAETA)
(Modalidad: Tesis de Grado)

ADRIANA JOSE CASTILLEJO PEREDA

TRABAJO DE GRADO PRESENTADO COMO REQUISITO PARCIAL PARA
OPTAR AL TiTULO DE LICENCIADO EN BIOLOGIA

CUMANA, 2020



INFLUENCIA DE LA PRE
SEN
COBRE SOBRE EL CRECIMI

CIA DEL GLIFOSATO EN LA TOXICIDAD DEL
TIERRA CALIFORNJ

ENTO Y LA REPRODUCCION DELALO
oY MBRIZ D
ANA Fisenia andrei (ANNELIDA: OLIGOCHAETA) 4

APROBADO POR:

e O, Moero (6

Profa. Elena Marcano
Asesora

P

Profa. Leida Marcano
Coasesora

?q,—é/x% A VJ«SW 1/

Profa. Patricia Velasquez ¥
Jurado

= Profa /Khieska Liscano
Jurado



INDICE

DEDICATORIA ...ttt ettt bttt ne bt nenne s I
AGRADECIMIENTOS ...ttt e e e e eeaneaeas 1
LISTADE FIGURAS ......oo oottt i
RESUMEN ..ot et e e e e nra e e e naa e e e neeeanes v
INTRODUGCCION ..ottt sttt 1
METODOLOGIA ...ttt sttt 6
Obtencion y acondicionamiento de 1as IombriCes..........coovevieve i 6
Disefio eXPeriMENtal..........ccooiiiiiiiiieeee s 7
Bioensayos de exposicidn de toxicidad letal con glifosato y cobre............... 7
Bioensayos de exposicion de toxicidad subletal con glifosato, cobre y
mezclas de glifosato y CODre ..o 9
@1 1=Tox | 0117 1 (o USSR 10
BIOMASA. ... i 10
Concentracion de proteinas totales ..o 10
REPIOTUCCION......ceeiiiiee et e te e re e re e 11
ANALISIS BSLAUISTICO ...vvvrevieiieicc st 11
RESULTADOS Y DISCUSION ......ocoiviieecieeeieeseeeee et essessesessenssse et 13
@1 1=Tox | 0117 1 (o OSSR 13
BIOMASA. ... ettt 13
Concentracion de proteinas totales ..........coceveereieiiiiieiecereee e 20
REPIOTUCCION.......cueiiiee ettt e te e ne e re e 31
NUMEIO A8 OOTECAS ... veuveereeireeieeiesieesieeeeseestesee e ee e sbe e tesneesreeneesneeneeens 31
Porcentaje de eclosion de 1as 00teCaS ..........ccovveieieeie i 38
Tiempo de eclosion de 1aS 00tECAS..........cccceriririeiieiee e, 39
NUmero de lombrices emergidas por 00tECa............ccveevereerieieeiieerie e, 42
CONCLUSIONES .......cooietcteeetes ettt sttt b et r et na b 46
RECOMENDACIONES.......co ittt ene e 47
BIBLIOGRAFIA ..ottt 48
APENDICES ...ttt 60

HOJAS DE METADATOS ... s 64



DEDICATORIA

A mis padres y a mi hermano, porque todo lo bueno que he alcanzado es gracias
a ustedes; les debo mis logros, mis triunfos y mi camino al éxito. Gracias por haber
fomentado en mi el deseo de superacion y el anhelo de triunfo en la vida. Mil palabras
no bastarian para agradecerles su apoyo, su comprension y sus consejos en todo
momento.

Los amo...



AGRADECIMIENTOS

A Dios, por la sabiduria y fuerza brindada durante toda esta etapa de mi vida,
gracias por permitirme cumplir esta meta.

A mi tutora, la profesora Elena Marcano, por permitirme culminar esta etapa
de mi formacién a su lado, cuyo profesionalismo y experiencia marcaron en mi un
compromiso de superacion constante.

A mi co-asesora, la profesora Leida Marcano, por permitir que su experiencia
en el area de la Ecotoxicologia me guiaran durante el desarrollo de esta investigacion,
para usted mi mas sincera admiracion.

Al profesor José Imery, por su apoyo incondicional. Para él mi mas profunda
admiracion, estima y respeto por permitir que su experiencia, consejos y pasion por la
ciencia me motivaran.

A la familia Pereda-Castillo, por abrirme las puertas de su hogar y de esta
manera ayudarme a culminar mi formacion académica.

A Solmaira Senior, por su amistad incondicional, por estar siempre en las
buenas y no tan buenas y por impulsarme con sus palabras de motivacion para lograr
superar todos los obstaculos, te quiero amiga.

A Celys Gonzélez, gracias por el apoyo brindado, te quiero mucho.

A mi prima Daisy Michelle, gracias infinitas por tu aporte y por ser fuente de
motivacion para lograr esta meta, te quiero.

A mi casa de estudio, gracias a la UNIVERSIDAD DE ORIENTE por abrirme
sus puertas y darme la oportunidad de concluir una etapa mas en mi formacion no solo
académica sino también personal.

A mis comparieros de estudio, Manuel Centeno, Juan Centeno, Nicolangelo
Fiore, Jesus Boada, Josleidy Betancourt, Darwin Rangel, Rauxelis Rodriguez,
Geraldine Rodriguez y Loreannys Salazar por la ayuda brindada durante el desarrollo
de esta investigacion.

A Eudar Cabello y Johnielys Alcald, quienes me acompafiaron no solamente en
el crecimiento intelectual sino también en el personal por haber estado ahi, en los
momentos tristes y alegres, por tener siempre tendida su mano amiga. Los quiero mucho
chicos, siempre estaran en mi mente y corazén.

A los Profesores, a cada uno de ustedes que durante este recorrido tuve la dicha
de conocerlos, infinitas gracias por los conocimientos y consejos dados. En especial a
los profesores: Angel Farifia, Patricia Velasquez, Sarai Acufia y Edgar Zapata.

Y finalmente gracias a todas aquellas personas que de alguna manera u otra
formaron parte de este suefio. MIL GRACIAS A TODOS...



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ubicacion de la estacion experimental de Biotecnologias Agricolas (recuadro
blanco) de donde proceden los ejemplares de E. andrei.........cccccocvvevviveivesieennenn, 6

Figura 2. Biomasa de E. andrei juveniles controles y expuestas por 42 dias a dosis
subletales de glifosato (GFS1= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato, GFS2= 1,8 g de
glifosato/kg de sustrato), cobre (Cul= 1,5 g de cobre/kg de sustrato, Cu2= 3 g de
cobre/kg de sustrato) y a mezclas de glifosato y cobre (Mezl= 0,9 g de
glifosato/kg de sustrato mezclado con 3 g de cobre/kg de sustrato y Mez2=1,8 g
de glifosato/kg de sustrato mezclado con 1,5 g de cobre/kg de sustrato).. .......... 14

Figura 3. Concentracion de proteinas totales en E andrei juveniles controles y expuestas
por 42 dias a dosis subletales de glifosato (GFS1= 0,9 g de glifosato/kg de
sustrato, GFS2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato), cobre (Cul= 1,5 g de cobre/kg
de sustrato, Cu2= 3 g de cobre/kg de sustrato) y a mezclas de glifosato y cobre
(Mezl1= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato mezclado con 3 g de cobre/kg de
sustrato y Mez2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato mezclado con 1,5 g de
CODIe/Kg de SUSEIALO).. ....vevieeieiiie e 21

Figura 4. Numero de ootecas depositado por E. andrei controles y expuestas por 42 dias
a dosis subletales de glifosato (GFS1= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato, GFS2=
1,8 g de glifosato/kg de sustrato), cobre (Cul= 1,5 g de sobre/kg de sustrato,
Cu2= 3 g de cobre/kg de sustrato) y a mezclas de glifosato y cobre (Mez1=0,9 g
de glifosato/kg de sustrato mezclado con 3 g de cobre/kg de sustrato y Mez2= 1,8
g de glifosato/kg de sustrato mezclado con 1,5 g de cobre/kg de sustrato).. ....... 32

Figura 5. Tiempo de eclosién de las ootecas depositadas por E. andrei controles y
expuestas por 42 dias a dosis subletales de glifosato (GFS1= 0,9 g de glifosato/kg
de sustrato, GFS2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato), cobre (Cul= 1,5 g de
cobre/kg de sustrato, Cu2= 3 g de cobre/kg de sustrato ) y a mezclas de glifosato
y cobre (Mez1= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato mezclado con 3 g de cobre/kg
de sustrato y Mez2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato mezclado con 1,5 g de
CODIE/KQ € SUSLIAL0).. ...vviiiieciie ettt et eare e 40

Figura 6. Numero de lombrices emergidas por ooteca eclosionada por E. andrei
controles y expuestas por 42 dias a dosis subletales de glifosato (GFS1= 0,9 g de
glifosato/kg de sustrato, GFS2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato), cobre (Cul=
1,5 g de cobre/kg de sustrato, Cu2= 3 g de cobre/kg de sustrato ) y a mezclas de
glifosato y cobre (Mez1= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato mezclado con 3 g de
cobre/kg de sustrato y Mez2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato mezclado con 1,5
g de CODre/Kg de SUSEIA0).. ...cveviieiriiiiiriesiieiee e s 43



RESUMEN

En este estudio se evaluaron los efectos del glifosato, Cu y mezclas de ambos en la
reproduccion y el crecimiento de E. andrei expuesta a suelos con el herbicida (GFS1=
0,9 g de glifosato/kg de sustrato, GFS2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato), el metal
(Cul= 1,5 g de cobre/kg de sustrato, Cu2= 3 g de cobre/kg de sustrato) y mezclas de
ambos (Mezl= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato mezclado con 3 g de cobre/kg de
sustrato y Mez2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato mezclado con 1,5 g de cobre/kg de
sustrato) durante 7, 21 y 42 dias. Para evaluar el efecto de estos quimicos sobre la
biomasa, se tomo el peso en gramos (g) de los anélidos y la concentracion de proteinas
totales haciendo uso del tejido corporal. El efecto del GFS, Cu y mezclas sobre la
reproduccion se realizd utilizando lombrices de tierra cliteladas haciendo uso de
pardmetros reproductivos tales como, nimero de ootecas depositadas, tiempo de
incubacion de las ootecas, porcentaje de eclosion y el ndmero de individuos
eclosionados de las ootecas depositadas por E. andrei sujetas a las dosis subletales de los
quimicos. Durante las tres primeras semanas de exposicién la biomasa incremento en las
lombrices sujetas a todos los tratamientos, asociados estos resultados con un efecto de
hormesis. Mientras que descensos en el peso de los organismos expuestos demuestran
que en tiempos prolongados de exposicion el efecto de hormesis puede ser revertido
debido al gasto energético invertido en hacerle frente a la exposicion de los quimicos.
Las concentraciones de proteinas presentes en el tegumento de las lombrices expuestas a
los quimicos variaron en funcion al tiempo y los tratamientos, encontrandose
concentraciones mas elevadas a los 21 dias del bioensayo los cuales se asociaron
probablemente con la activacion de los mecanismos encargados de contrarrestar la
toxicidad causada por los quimicos. Descensos en la puesta de ootecas, nimeros de
lombrices por ootecas e incrementos en el tiempo de incubacion se asociaron
posiblemente a la accion del glifosato, Cu y mezclas de ambos sobre estructuras
reproductivas como el clitelo, al efecto directo de EROs generadas por accion del
glifosato y el Cu con la formacion de gametos, al desvio de los recursos normalmente
disponibles para la reproduccion hacia las funciones de detoxificacion para aumentar las
probabilidades de supervivencia de los organismos y al debilitamiento del mecanismo de
defensa antioxidante a medida que avanzo la exposicién. Los biomarcadores de
crecimiento y reproduccion evaluados en E. andrei fueron sensibles a la exposicion de
los quimicos y las respuestas obtenidas en las lombrices luego de la exposicion al
herbicida y el metal permitieron inferir que las concentraciones de glifosato utilizadas no
atenuaron la toxicidad del Cu en las lombrices de tierra.

Palabras clave: crecimiento, reproduccion, E. andrei, cobre, glifosato.



INTRODUCCION

El glifosato [N-(fosfonometil) glicina] es un herbicida empleado en la agricultura
para erradicar malezas que afectan el desarrollo de cultivos de importancia econdémica
para el hombre, como los de café, maiz, cacao y soja (Devine et al., 2008). La accién
herbicida la ejerce mediante la inhibicion de la enzima 5-enolpyruvil-3-
shikimatofosfato-sintasa (EPSPS) que participa en la sintesis de aminoacidos aromaticos
como fenilalanina, tirosina y triptofano; esenciales para la sintesis de proteinas y
crecimiento de las plantas (Piola et al., 2013). A pesar de que la USEPA (1993) sefiala
que el glifosato no exhibe toxicidad, varias formulaciones comerciales a base de
glifosato han generado efectos toxicos en animales, los cuales se asocian mas a los
aditivos quimicos inertes como la sal de isopropilamina y el tensioactivo polioxietileno
amina (POEA) que al propio glifosato (Aguiar et al., 2016).

En organismos terrestres, la bioacumulacion y la toxicidad de las sustancias
quimicas depende de la fraccion disponible de los compuestos en el suelo, la cual a su
vez, requiere de factores fisicos, quimicos y bioldgicos. En este sentido, se ha
evidenciado que la biodisponibilidad del glifosato disminuye con la presencia de iones
metalicos (Ca?*, Mg?*, Cu?* y Cd*"), 4cidos himicos y otras particulas con las que se
puede formar complejos estables y, con la biodegradacion por microorganismos,
principalmente por bacterias, las cuales degradan eficientemente al herbicida,
utilizandolo como fuente de P, C y N (Maqueda et al., 2017). De gran interés resultan
las interacciones que ocurren entre los grupos funcionales del glifosato y los metales
pesados, ya que estas afectan el potencial de toxicidad de ambos cuando se aplican
conjuntamente en los suelos (Zaller et al., 2014).

En varios estudios se ha examinado la interaccion del glifosato con iones
metalicos y los efectos de ambos sobre los organismos. Wang et al. (2009a) reportaron
que la presencia del cobre (Cu) disminuye el efecto inhibitorio del herbicida sobre la
germinacion, el crecimiento de brotes y la elongacién de raices de Triticum sp (trigo).
Eker et al. (2006) demostraron que en Helianthus annuus L, el uso de los metales Fe y el

Mn inhiben la actividad herbicida del glifosato por limitacion de su absorcion y



traslocacion en hojas tratadas, y reportaron adicionalmente que la presencia de residuos
del herbicida en las plantas puede derivar en complicaciones en la nutricién con Fe y Mn
esto debido a la formacién de complejos glifosato-metales poco solubles en los tejidos
vegetales.

Uno de los metales que habitualmente coexiste con el glifosato en suelos es el
Cu, cuya accién contaminante es comun en los ecosistemas terrestres. La contaminacion
causada por este metal puede originarse por el uso de fungicidas a base de Cu en donde
la deposicion continua del metal puede favorecer la acumulacion gradual del mismo en
superficies horizontales del suelo (Wang et al., 2009b), constituyendo un peligro
potencial para los seres vivos y los sistemas ecolégicos cuando se encuentra en altas
concentraciones. A pesar de su esencialidad como cofactor de muchas enzimas como las
Cu/Zn superdxido dismutasa (Cu/ZnSOD), citocromo-c-oxidasa mitocondrial y
monooxigenasas, tiene la capacidad de producir radicales libres y especies reactivas del
oxigeno (EROs), que en definitiva conllevan al establecimiento de una situacion de
estrés oxidativo en los organismos (Zheng et al., 2013), condiciones gque se agravan con
la acumulacion del metal en los distintos eslabones de la cadena trofica, lo que pone en
riesgo la salud de los ecosistemas, incluyendo la del ser humano (Unrine et al., 2010;
Chigbo y Batty, 2013).

Las lombrices de tierra se incluyen dentro del grupo de animales que pueden
resultar afectados por la aplicacién del glifosato (Sdnchez-Moreno et al., 2014). Estos
anélidos son excelentes biomonitores para evaluar toxicidad de sustancias quimicas en el
medio terrestre (OCDE, 2004; Zhang et al., 2017; Zhang et al., 2018). Su héabito
alimenticio y su morfologia, acompafiada de la presencia de un tegumento corporal
altamente poroso y permeable que favorece el contacto directo con el sustrato donde se
depositan sustancias tdxicas, convierten a las lombrices de tierra en organismos
vulnerables a la accion perjudicial de una variedad de contaminantes quimicos
(Gavinelli et al., 2017; Das et al., 2018).

El desarrollo de estudios, utilizando lombrices como sensores bioldgicos, ha sido
de gran interés en Ecotoxicologia durante el monitoreo de los riesgos asociados a la

contaminacion de los suelos dado que, permite dilucidar los efectos en organismos



representativos de los ambientes perturbados, a través del uso de respuestas bioldgicas
conocidas como indices de estrés toxico o biomarcadores (De la Torre et al., 2005;
Sarkar et al., 2006). ElI empleo de estos indices es cada vez mayor en Ecotoxicologia
debido a que informan sobre la magnitud de la exposicién a sustancias quimicas, ayudan
a comprender sus mecanismos de toxicidad y contribuyen ademas, a la caracterizacion
fisiologica de los organismos de areas impactadas, una vez estimados los efectos
subletales tras la exposicion a uno 0 méas contaminantes (Mekahlia et al., 2016).

Entre los biomarcadores, los evaluados a nivel de individuos son de gran
relevancia ecoldgica; esto debido a que permiten el desarrollo de medidas de proteccion
y saneamiento del deterioro ambiental una vez que el perjuicio, asociado a la
contaminacion causada por sustancias quimicas, se manifiesta en los ecosistemas (Pernia
et al., 2008).

Se han publicado algunos estudios en los que, mediante el uso de biomarcadores,
se han evaluado los efectos del glifosato en las lombrices de tierra. Zhou et al. (2013)
reportaron que en Eisenia foetida, la exposicion al glifosato mostrd una baja toxicidad al
no afectar pardmetros sensibles para evaluar toxicidad de pesticidas como la biomasa, la
produccion de cocones y las actividades enzimaticas de la superdxido dismutasa (SOD)
y de la catalasa (CAT). En Eisenia ssp. la exposicion al herbicida glyfosan provocé
incrementos en los niveles de glutation reducido (GSH) y de enzimas dependientes de
GSH, asociados con incrementos en los niveles de malondialdehido (MDA), sugiriendo
la importancia de GSH como mecanismo de defensa antioxidante para controlar los
efectos perjudiciales asociados con la incorporacion y metabolismo del herbicida a nivel
intracelular (Marcano et al., 2017). Un descenso en el crecimiento y aumentos en el
tiempo de madurez y de la mortalidad de Aporrectodea caliginosa se observo luego de
repetidas aplicaciones del glifosato en suelos, en intervalos de dos semanas (Springett y
Gray, 1992).

Especificamente en el oligogueto Lumbricus variegatus, se encontré que las
actividades de la GST y SOD incrementaron significativamente después de la exposicién
a 0,05 mg/L de glifosato puro y de la formulacién comercial Roundup Ultra,

evidenciando la participacion de este sistema de biotransformacion en la detoxificacion



de los dos productos, aun cuando el aumento fue mayor en el caso del producto
comercial. Indican estos resultados que tanto el ingrediente activo como el surfactante
POEA promueven efectos perjudiciales a bajas concentraciones, atribuyéndose estas
respuestas a un posible efecto sinergistico de los aditivos quimicos de la formulacién,
resaltando por tanto la importancia de no subestimar los efectos de los adyuvantes y
surfactantes presentes en las formulaciones que, en muchos casos, resultan méas dafinos
que el propio ingrediente activo (Contardo-Jara et al., 2009).

Los efectos de la interaccion del glifosato con metales pesados en suelos también
han sido evaluados en lombrices de tierra. En E. foetida un estudio sobre la toxicidad
aguda del glifosato y del Cu demostré que la presencia del herbicida reduce
significativamente la toxicidad del metal sobre estos anélidos. La tasa de mortalidad
disminuyd drasticamente y la tasa de captacion del metal fue casi inhibida en lombrices
tratadas con Cu y en presencia del glifosato, adicionalmente la actividad de la SOD, el
contenido de GSH vy la actividad de acetilcolinesterasa (AChE) también disminuyeron
hasta valores similares a los de los controles (Zhou et al., 2012). En un estudio similar
realizado por Zhou et al. (2013), los resultados encontrados coinciden con los reportados
por los mismos autores anteriormente, sustentando que la toxicidad del Cu en lombrices
de tierra puede ser reducida en presencia del glifosato. En este sentido, los autores
observaron que el crecimiento y la produccién de ootecas se recuperd cuando la
absorcion del Cu por las lombrices de tierra disminuy6. Ademas, incrementos en las
actividades de la SOD y de la CAT vy el contenido de MDA producto de la exposicion al
Cu alcanzaron valores normales cercanos a los de los controles luego de la exposicion al
glifosato. Los autores sefialan que los efectos toxicos observados en las lombrices
expuestas al Cu fueron atenuados en presencia del glifosato posiblemente por la
habilidad que posee el herbicida de formar complejos estables e inmoviles con el metal
dado sus fuertes efectos quelantes, lo que disminuye la biodisponibilidad de Cu en
suelos.

En Venezuela, varios autores han reportado la accion individual de metales
pesados y diferentes pesticidas, incluyendo el glifosato sobre respuestas bioldgicas en

lombrices de tierra (Marcano, 2006; Polo et al., 2011; Granadillo y Marcano, 2013;



Marcano et al., 2013; Cortesia et al., 2015; Hernandez et al., 2016; Marcano et al.,
2017); sin embargo, poco se conoce de los efectos de la exposicidn conjunta al glifosato
y metales en organismos representativos del suelo. Debido a tales consideraciones, y
aunado a la importante controversia existente sobre el potencial toxico del glifosato y su
accion quelante sobre metales pesados surgio el interés por desarrollar la presente
investigacion, orientada a evaluar los efectos del glifosato, cobre y mezcla de ambos

quimicos en el crecimiento y la reproduccion de la lombriz de tierra Eisenia andrei.



METODOLOGIA

Obtencidn y acondicionamiento de las lombrices

Los ejemplares de la lombriz de tierra E. andrei se obtuvieron de la estacion
experimental de Biotecnologias Agricolas, adscrita al Laboratorio de Genética,
Departamento de Biologia, Universidad de Oriente, la cual se ubica en el sector
Alejandria, calle Las Lucias, parcela 1, via al vivero “Lol6”, Cumand, estado Sucre, a
10°26°32° N y 64°09°14”* O (Figura 1). Las lombrices seleccionadas se mantuvieron en
su sustrato original (compost), preparado a base de los materiales de partida: 65% v/v de
bagazo de cafa de azucar seco y triturado, 15% v/v de gallinaza seca y pulverizada, 15%
v/v de hojas frescas de Moringa oleifera y 5% v/v de suspension de microorganismos
eficientes. Estas muestras se conservaron durante dos semanas en cajas plasticas
humedecidas bajo condiciones controladas en la oficina N° 401 ubicada en el cuarto piso
del edificio de Ciencias. EI pH del sustrato permanecié en 7,4+0,2, la temperatura en
25+2°C y la humedad relativa en 35% (Andrade, 2018). La temperatura de la sala donde
se mantuvo el pie de cria de las lombrices oscil6 entre 30+2°C. Posterior a este periodo,
para los bioensayos de toxicidad y estimar los parametros de crecimiento, se
seleccionaron organismos sexualmente inmaduros mientras que para evaluar parametros

reproductivos se escogieron lombrices adultas ya cliteladas.

Figura 1. Ubicacion de la estacion experimental de Biotecnologias Agricolas (recuadro
blanco) de donde proceden los ejemplares de E. andrei. Imagen satelital captada a través del
programa Google Earth Pro.



Disefio experimental

En una primera fase se realizd un bioensayo de toxicidad letal agudo por siete
dias con glifosato y cobre, en donde se obtuvieron las concentraciones letales media del
herbicida y del metal (CL50), que representan las concentraciones de los tdxicos de
prueba en las que muere el 50% de los organismos expuestos (Walker et al., 2012). En
una segunda fase, se realizaron dos bioensayos de toxicidad subletal distintos durante un
periodo de seis semanas. En el primer bioensayo mediante la exposicion de lombrices de
tierra juveniles a glifosato, cobre y a dos mezclas de glifosato y cobre se evaluaron los
efectos sobre el crecimiento de los anélidos. Para el segundo bioensayo se seleccionaron
lombrices de tierra adultas, con el clitelo bien desarrollado. Con este se evaluaron los
efectos toxicos del glifosato, el cobre y de dos mezclas de glifosato y cobre sobre la
reproduccion de E. andrei. Para estos Gltimos, se seleccionaron de la CLsp tanto del
glifosato y del cobre, dos concentraciones subletales que representaron el 17 y 35% de la
CLso del herbicida y del metal que garantizaron un 100% de sobrevivencia de los
organismos durante el tiempo de exposicion. Para determinar los efectos de la
interaccion del glifosato con el cobre las lombrices de tierra se sometieron a dos mezclas
que se prepararon por combinaciones de las concentraciones subletales del herbicida y
del metal (Mez1: 35% de la CLs del glifosato + 17% de la CLso del cobre y Mez2: 17%
de la CLsy del glifosato + 35% de la CLsy del cobre). Las combinaciones de las
concentraciones subletales de glifosato y cobre se realizaron de tal manera que quedo en
una primera mezcla una concentracién alta de glifosato y una baja de cobre y en una

segunda mezcla una concentracion baja de glifosato y una alta de cobre.

Bioensayos de exposicidn de toxicidad letal con glifosato y cobre

Un total de 10 lombrices de tierra repartidas en cinco réplicas de dos organismos
cada una, se expusieron a cada concentracion a probar del herbicida y del cobre. Para el
bioensayo de toxicidad letal agudo se usaron recipientes pléasticos de 350 cm?® de
capacidad en donde se colocaron 200 g de sustrato con las caracteristicas anteriormente

descritas. En cada uno de los envases del grupo experimental que se traté durante siete



dias con el herbicida se afiadieron 60 mL de la formulacién comercial Glifomax,
preparada a diferentes concentraciones (3; 4,5; 6; 7,5y 9 g de glifosato/kg de sustrato) y
seguidamente se procedid a mezclar para facilitar la distribucion homogénea del
herbicida en el sustrato. Un grupo experimental distinto de lombrices de tierra fue
sometido por separado a diferentes concentraciones de cobre (6; 7,5; 9; 10,5; 12y 13,59
de cobre /kg de sustrato) bajo las mismas condiciones descritas para la exposicion al
Glifomax. Un grupo adicional de 10 lombrices colocadas en recipientes con el sustrato
humedecido Unicamente con agua como control.

Durante el bioensayo se realizaron registros diarios del pH y la temperatura,
(valores promedios de 7,442 y 25+2°C respectivamente), asi como también se monitoreo
la sobrevivencia de los organismos controles y expuestos. Se consideraron como
organismos muertos aquellos que no presentaron ninguna respuesta sostenida a la
estimulacion mecanica. Los resultados fueron analizados por el método binomial
(Stephan, 1977) para calcular las CLsp y luego seleccionar las concentraciones
subletales.

Durante el bioensayo de toxicidad letal con el herbicida no se produjo mortalidad
en los individuos del grupo control, sin embargo, en los grupos expuestos a las
concentraciones mas elevadas de 6; 7,5 y 9 g de glifosato/kg de sustrato se observé una
rapida mortalidad entre las 24 y 72 horas de exposicion, la cual fue aumentando con los
dias de exposicion hasta alcanzar el 100% de mortalidad al finalizar el bioensayo. Para
las concentraciones mas bajas de glifosato de 3 y 4,5 g de glifosato/kg de sustrato se
observo un porcentaje de mortalidad de 20 y 30% respectivamente entre las 72 y 120
horas de exposicion. A través del método binomial se determino para el herbicida una
CLso de 5,21 g de glifosato/kg de sustrato.

A partir de los porcentajes de mortalidad por E. andrei durante la exposicion a
diferentes concentraciones de cobre se determind una CLs igual a 8,71 g de cobre/kg de
sustrato. Durante el bioensayo de toxicidad letal con el metal los organismos controles
manifestaron una supervivencia del 100%. En el grupo expuesto a la concentracion mas
elevada de cobre de 13,5 g de cobre/kg de sustrato se observo una mortalidad de 100% a

las 48 h de exposicion. Lombrices expuestas a concentraciones intermedias de 9; 10,5 y



12 g de cobre/kg de sustrato exhibieron un porcentaje de mortalidad de 60% dejando de
mostrar una respuesta sostenida a la estimulacion mecanica a las 24 horas de exposicion,
haciéndose més notable la mortalidad entre las 72 y 144 horas del bioensayo. Anélidos
tratados con las concentraciones mas bajas de cobre exhibieron un porcentaje de

mortalidad del 10% a las 72 y 96 horas de exposicion respectivamente.

Bioensayos de exposicion de toxicidad subletal con glifosato, cobre y mezclas de

glifosato y cobre

Para evaluar los efectos del glifosato, cobre y mezclas de glifosato y cobre sobre
el crecimiento, un total de 720 lombrices de tierra juveniles y sin presentar apariencias
de desarrollo de clitelo se distribuyeron en seis grupos; cada uno conformado por diez
réplicas de 12 lombrices cada una. Para la exposicion con glifosato, cobre y con las
mezclas de ambos, se seleccionaron dos concentraciones subletales para cada toxico de
prueba, que representaron el 17 y 35% de cada CLso Dos grupos de anélidos se
expusieron a 0,9 y 1,8 g de glifosato/kg de sustrato, designadas como GFS1 y GFS2
respectivamente, dos grupos se trataron con 1,5y 3,0 g de cobre/kg de sustrato, referidos
como Culy Cu2 y finalmente dos grupos de anélidos se sometieron a las mezclas de 0,9
g de glifosato/kg de sustrato con 3 g de cobre/kg de sustrato y 1,8 g de glifosato/kg de
sustrato con 1,5 g de cobre/ kg de sustrato, estas ultimas consideradas como Mezl y
Mez2. Un grupo de 120 lombrices de tierra distribuidas de igual manera y con el sustrato
humedecido con agua represent6 el tratamiento control.

Los efectos del glifosato, el cobre y de las dos mezclas de glifosato y cobre sobre
la reproduccién de E. andrei se determinaron mediante el desarrollo de un segundo
bioensayo de exposicion subletal. Para esto, 300 lombrices de tierra adultas con el clitelo
bien desarrollado se distribuyeron en seis grupos de 50 organismos cada uno; estos a su
vez se colocaron en cinco réplicas con 10 lombrices cada una. Cada grupo de anélidos
representd las lombrices de tierras que estuvieron sujetas a los diferentes tratamientos
experimentales descritos anteriormente. Un grupo de 50 lombrices adultas cuyo sustrato
fue humedecido con agua como grupo control.

Para ambos bioensayos el sustrato de las réplicas correspondientes a los



tratamientos de exposicion de las lombrices de tierra fue humedecido con 60 mL de las
soluciones de herbicida, del cobre y de las mezclas de glifosato y cobre. El sustrato del
tratamiento control siempre se humedecio con 60 mL de agua libre de glifosato y cobre.
Con la finalidad de garantizar el suministro apropiado de nutrientes y mantener
constantes las concentraciones del herbicida y del metal en el sustrato, cada dos semanas
se realizaron recambios del sustrato de los grupos tratados y controles para mantener las

concentraciones del herbicida, metal, mezclas, humedad y alimento (OECD, 2004).

Crecimiento
Biomasa

El crecimiento en las lombrices de tierra sujetas a los diferentes tratamientos
durante el bioensayo fue evaluado estimando la biomasa de los organismos. Para esto, de
seis réplicas de cada tratamiento experimental se seleccionaron por muestreo aleatorio
grupos de 4 lombrices. Luego, fue estimada la biomasa del individuo por separado y por
grupo de cuatro organismos haciendo uso de una balanza digital. Este procedimiento se
realizd al inicio de la experimentacion y a las semanas 1, 3 y 6 de los bioensayos de

exposicion.

Concentracion de proteinas totales

De cada grupo de 4 lombrices, escogidas de seis réplicas de cada tratamiento
experimental para estimar la biomasa, se seleccionaron 2 organismos para cuantificar el
contenido de proteinas. Para la extraccion de las proteinas, las lombrices de tierra se
lavaron con solucion fisioldgica al 0,9%, se colocaron en planchas de hielo para
adormecerlas (FONACIT, 2011), se les extrajo el tracto digestivo por presién sobre el
tegumento de la regidén ventral haciendo uso de pinzas de diseccién, se lavaron
nuevamente en solucion fisiologica y se picaron en trozos pequefios realizando “pooles”
del tejido muscular. Seguidamente los tejidos se homogenizaron en una proporcion 1:9
m/v en una solucién tampon de fosfato de potasio 20 mM pH 7,5 a 4°C. Se realizaron
centrifugaciones posteriormente a 4 500 x g por 10 minutos a 4°C y el sobrenadante
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resultante se utilizé para determinar el contenido de proteinas totales en el tegumento
corporal por el método de Lowry et al. (1951). La mezcla de reaccion que se utiliz6 para
la cuantificacion presentaba un volumen final de un mL y consistia de 50 pL del
sobrenadante, 50 uL de agua, 800 pL del reactivo Ry (reactivo de Biuret) y 100 pL del
reactivo R, (reactivo de Folin-Ciocalteau). Los célculos se realizaron a partir de una
curva de calibracién preparada con albdmina de suero bovino como estandar (ASB: 10
mg/mL Sigma 9048-46-8). Los resultados se expresaron en mg por gramos de masa

himeda (mg/g.m.h).

Reproduccion

La condicion reproductiva de las lombrices de tierra de los grupos controles y de
aquellas sujetas a las dos concentraciones de glifosato, de cobre y a las dos
combinaciones de ambos se evaludé haciendo un seguimiento semanal del nimero de
ootecas colocadas, su tiempo de incubacion, el porcentaje de eclosion y del nimero de
individuos que emergieron de cada una de ellas durante seis semanas (OECD, 2004). El
nimero de ootecas puestas de las lombrices de cada grupo experimental fue registrado
cada siete dias durante seis semanas. Para esto, todas las lombrices de tierra de cada uno
de los grupos fueron removidas por separado del sustrato contentivo en cada envase y
estos fueron examinados minuciosamente, las ootecas encontradas por grupo se
extrajeron y las lombrices fueron regresadas nuevamente a los sustratos de sus grupos
respectivos libres de cocones. De cada grupo experimental, se seleccionaron veinte
ootecas. Para tal fin, las ootecas se colocaron por separado en envases pequefios con un

poco de sustrato y debidamente identificados.

Andlisis estadistico

Luego de comprobar los supuestos de normalidad de datos y homogeneidad de
varianzas, se realizaron analisis de varianzas doble con replicas para demostrar si
existian diferencias significativas en las respuestas de crecimiento y reproduccién de

acuerdo a los quimicos y tiempos de exposicion. Se aplicd la prueba de contraste de
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rangos multiples de Duncan, sélo en aquellos casos en los que se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001). Los datos que no
cumplieron con los supuestos del andlisis de varianza se analizaron a través de la prueba
estadistica no paramétrica de Kruskal-Wallis. Los analisis se realizaron empleando el

paquete estadistico Statgraphics Plus version 5 en ambiente Windows.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Crecimiento
Biomasa

La Figura 2 muestra la biomasa en E. andrei juveniles tratadas durante 42 dias
con dos concentraciones de la formulacion comercial de glifosato (Glifomax), dos
concentraciones de cobre y dos mezclas de glifosato y cobre. La exposicién al herbicida,
al metal y a las mezclas de ambos, produjo diferencias significativas en las biomasas de
las lombrices de tierra en comparacion con el grupo control (Anovaguimico, FS=17,72;
p<0,001), a través de los diferentes periodos de exposicion (Anovariempo, FS=41,39;
p<0,001), ejerciendo ambos factores un efecto conjunto significativo sobre la biomasa
de los anélidos (Anovanteraccion, F$=3,62; p<0,001).

Durante las tres primeras semanas de exposicion la biomasa de E. andrei
incremento en todos los tratamientos, observandose los mayores valores promedios a los
7 dias en las lombrices tratadas con GFS2 (1,44+0,41 g) y Cul (1,43£0,33 @) en
comparacion con el grupo control (0,77+0,08 g) v, en las tratadas con GFS1 (1,32+0,21
g) y GFS2 (1,36+0,26 g) a los 21 dias. A los 42 dias de exposicion, solo en las lombrices
del tratamiento con GFS1 (1,15+0,17 g) hubo incremento en la biomasa en comparacion
con el control (0,76 £ 0,18 g), mientras que en las tratadas con Cul (0,61+0,23 g), Mez1
(0,40+0,14 g) y Mez2 (0,50+0,13 g) la biomasa descendio.

Los resultados de biomasa encontrados para E. andrei permiten inferir que las
concentraciones subletales probadas no fueron lo suficientemente altas para ejercer un
efecto perjudicial en el crecimiento de los organismos durante las primeras semanas de
exposicion a glifosato, cobre y a mezclas de glifosato y cobre, causando, por el
contrario, un efecto estimulante sobre el crecimiento de las lombrices expuestas a todos
los tratamientos desde los 7 hasta los 21 dias. Es probable que, tales concentraciones le
permitan a la especie activar un proceso de adaptacion al medio, mediado por ajustes
bioquimicos que protegen la homeostasis celular y favorecen el crecimiento aln en
presencia de los quimicos, es decir, un efecto de hormesis (Givaudan et al., 2014). En

este sentido, se conoce el efecto hormético como una respuesta comun en los
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organismos expuestos a diferentes concentraciones de potenciales contaminantes
quimicos caracterizado por su estimulacion a dosis bajas de estos (Southan y Erlich,
1943).
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Figura 2. Biomasa de E. andrei juveniles controles y expuestas por 42 dias a dosis
subletales de glifosato (GFS1= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato, GFS2= 1,8 g de
glifosato/kg de sustrato), cobre (Cul= 1,5 g de cobre/kg de sustrato, Cu2= 3 g de
cobre/kg de sustrato) y a mezclas de glifosato y cobre (Mez1= 0,9 g de glifosato/kg de
sustrato mezclado con 3 g de cobre/kg de sustrato y Mez2= 1,8 g de glifosato/kg de

sustrato mezclado con 1,5 g de cobre/kg de sustrato). Las barras expresan las medias y la
tendencia de la desviacidn estandar. *** indican un p<0,001.

El fendmeno de hormesis ha sido observado en un amplio rango de organismos,
como bacterias, hongos, plantas y animales, se evidencia porque la exposicion a
concentraciones bajas de un quimico produce una respuesta adaptativa o un efecto
benéfico en las células u organismos que incrementa la resistencia al desarrollo de un
estrés severo inducido por factores quimicos y, un cambio posterior a la inhibicién de
ésta, con el aumento de la concentracién y el tiempo de exposicién al estresor quimico
(Cedergreen et al., 2007; Cedergreen, 2008; Lopez-Diaz et al., 2013).

En relacién a lo anterior, se ha reportado que las dosis que provocan un efecto
hormético tienden a variar dependiendo del individuo y sus caracteristicas (Kouda e Iki,

2010), e involucran la activacion de mecanismos bioquimicos tales como la expresién de
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una gran cantidad de genes que codifican para enzimas con funcion antioxidante,
factores de crecimiento, proteinas enlazadoras de metales como las metalotioneinas,
entre otros (Calabrese et al., 2011). En este contexto, diversos estudios han sefialado que
una de las respuestas protectoras que se activan por la exposicion de los organismos a
metales pesados y herbicidas tiene que ver con la modificacion de enzimas
antioxidantes, ya que estas se encargan de mantener la homeostasis redox interna de la
célula evitando que el desarrollo de patologias oxidativas detengan procesos importantes
como el crecimiento (Lukkari et al., 2004).

En el presente estudio, los valores de biomasa en lombrices de tierra estuvieron
siempre incrementados en aquellas expuestas a ambas dosis de glifosato. Esta variable
aunque exhibié un descenso al final del bioensayo (42 dias), estadisticamente no fue
diferente al grupo control, el cual presento valores de biomasa por debajo de los valores
encontrados para ambos grupos tratados con el herbicida. Un argumento adicional a la
hormesis valido para justificar el aumento del crecimiento en presencia del glifosato
estaria relacionado con la estimulacién de la respiracion microbiana en el sustrato por
parte del herbicida y su posterior biodegradacién por los microorganismos,
disminuyendo a través de esta su biodisponibilidad, absorcion por parte de las lombrices
y toxicidad (Vereecken, 2005; Al-Rajab y Hakami, 2014). Posiblemente como resultado
de la degradacion microbiana se aportaron elementos esenciales como fosforo (P),
carbono (C) y nitrogeno (N) adicionales a los nutrientes que se obtienen de la
degradacion microbiana de la materia organica presente en el suelo, los cuales siendo
aprovechados por los anélidos pudieron favorecer su crecimiento (Dominguez et al.,
2016). Acorde con esto, Ratcliff et al. (2006) sefialan que a una concentracion muy alta
de 5000 mg de glifosato/kg de sustrato mejora significativamente el crecimiento
microbiano y las caracteristicas de fertilidad de los suelos.

Resultados similares a los del presente estudio fueron reportados por Marcano et
al. (2009), quienes evidenciaron incrementos de biomasa en Eisenia spp. durante las tres
primeras semanas de exposicion a dos concentraciones subletales de glifosato (0,096 y
0,96 g de glifosato/kg de sustrato). Buch et al. (2013) evaluaron durante 14 dias la

toxicidad de 0,047 g de glifosato/kg de sustrato en E. andrei y Pontocolex corethrusus y
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observaron en ambas especies de lombrices de tierra un comportamiento de evitacion del
herbicida a la concentracién probada y que la biomasa no fue afectada. Dominguez et al.
(2016) estudiaron la toxicidad aguda del principal metabolito del glifosato, el acido
aminometilfosfénico (AMPA), sobre la biomasa de E. andrei y reportaron un efecto
hormético, con una perdida alta de biomasa para lombrices controles (15,41%), una
intermedia (9,32-11,05%) a las concentraciones mas bajas del AMPA (100 a 500 ug/kg)
y un descenso menor del crecimiento (5,98-7,26%) a las tres dosis mas altas probadas
(750 a 2 500 pg/kg de sustrato). Los autores concluyeron que la mayor pérdida de
biomasa en los controles estuvo acompafiada por la inversion de energia en reproduccion
de los anélidos mientras que la exposicion al AMPA estimuld el crecimiento de las
lombrices de tierra y la activacion de mecanismos de ajustes bioquimicos para hacer
frente al toxico y garantizar su supervivencia.

Un reporte similar de hormesis en el crecimiento de lombrices de tierra expuestas
a un pesticida diferente al glifosato fue hecho por Jeyanthi et al. (2016). Luego de
exponer a Eudrilus eugeniae, Perionyx ceylanensis y Perionys excavatus a una
concentracion subletal de carbaril de 0,012 g/kg de sustrato los investigadores
concluyeron que la concentracion no genera toxicidad alguna, ejerciendo una
estimulacion positiva de la biomasa. Durante la exposicion mas prolongada a
concentraciones mas altas de 0,025 y 0,05 g de carbaril/lkg de sustrato observaron
descensos en la tasa de crecimiento. Los autores atribuyeron la primera respuesta al
fendmeno de hormesis, destacando el potencial de las especies para tolerar bajas
concentraciones del pesticida y su incapacidad para desintoxicar y excretarlo a dosis
altas a medida que transcurrio el tiempo de exposicion.

Similar a lo que se observd con el herbicida, el tratamiento de E. andrei con
ambas concentraciones de cobre también propici6 una respuesta estimulatoria (hormesis)
del crecimiento a los 7 y 21 dias de exposicion, sin embargo, esta variable exhibié un
descenso durante la Gltima semana de exposicion (42 dias) a la dosis mas baja del metal,
sugiriendo que durante la exposicion temprana, los anélidos pueden controlar la
toxicidad del metal evitando efectos perjudiciales sobre la biomasa. Resultados similares

a los de la presente investigacion fueron reportados por Spurgeon et al. (2004), quienes
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observaron un efecto estimulador del cobre (0,16 mmol/g) y del cadmio (0,11 umoles/g
sobre el crecimiento de Lumbricus rubellus juveniles y una inhibicion o decrecimiento
posterior luego de una exposicion prolongada a una concentracion de 1,5 umoles/g para
el Gltimo metal pesado. De igual manera, Jeyanthi et al. (2016) reportaron un efecto
benéfico en la biomasa de Eudrilus eugeniae, Peronyx caylanensis y Peronyx excavatus
cuando son expuestas a 0,079 g de plomo/kg de sustrato.

Sustentando los resultados de esta investigacion, Givaudan et al. (2014) sefialan
que la tendencia observada en el escenario de exposicion a bajas concentraciones
durante corto plazo es muy probable que sea revertido y se convierta en una reduccion
significativa del crecimiento durante un tiempo mas prolongado de exposicion. Sugiere
el efecto perjudicial observado en el crecimiento de los anélidos durante la exposicién
prolongada a Cul, que los mecanismos de compensacion propuestos para controlar la
toxicidad del metal son so6lo funcionales por cortos periodos de exposicion.
Posiblemente este patron de respuesta esta relacionado con los costos de tolerancia al
cobre demandados en los organismos para mantener la homeostasis de metal a nivel
celular.

En los animales, uno de los mecanismos mas costosos energéticamente es la
produccién de proteinas (Wieser y Krumschnabel, 2001). En este sentido, descensos en
la biomasa de las lombrices por la exposicion a Cul posiblemente se encuentren
asociados al desvio de los recursos energéticos normalmente asignados al crecimiento de
los organismos hacia la activacion de los mecanismos de detoxificacion y excrecion
demandantes de energia que permiten hacer frente a la toxicidad del metal (Casabé et
al., 2007).

En relacion a lo anterior, muchas investigaciones han reportado que los anélidos
poseen la capacidad de acumular grandes cantidades de metales pesados en sus tejidos y
han descrito que el control de la toxicidad que estos exhiben puede estar asociado con la
induccion de la sintesis de proteinas de alto peso molecular ricas en grupos sulfidrilos
(SH) como las metalotioneinas y otras proteinas que enlazan metales y pequefios
péptidos como el glutation reducido (GSH), biomoléculas que cumplen papeles

preponderantes en el metabolismo y excrecion de metales pesados. Por otro lado, la
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sintesis de proteinas que conforman el sistema de defensa antioxidante enzimatico
también tienen lugar en los organismos a fin de mantener los niveles fisiolégicamente
apropiados de las moléculas que conjugan y eliminan EROs generadas tras el ingreso de
metales pesados. Mosleh et al. (2007) describen que la toxicidad debida a metales
pesados pudiera estar asociada a la inhibicion de la sintesis de metalotioneinas,
debilitando asi su excrecion, provocando consecuentemente una elevada acumulacion de
metales que aumenta el efecto perjudicial en los tejidos de los organismos expuestos.
Esta ultima aseveracion podria explicar el descenso observado en la biomasa de E.
andrei expuesta a Cu al final del bioensayo (42 dias).

Algunos estudios previos en los que se ha evaluado el crecimiento de lombrices
de tierra han reportado pérdidas de peso en organismos expuestos a metales pesados. Se
incluyen en estos el trabajo de Spurgeon et al. (2004), quienes evidenciaron que la
exposicion de L. rubellus a una concentracion de cobre de 10,07 mmol/g ejerce un
efecto perjudicial en la biomasa de la lombriz de tierra y lo atribuyen al debilitamiento
de los mecanismos bioquimicos encargados de controlar la toxicidad del metal.
Holmstrup et al. (2011), también demostraron que Dendrobaena veneta cuando habita
un medio contaminado con metales pesados presenta un margen de crecimiento bajo
asociado con bajas reservas de lipidos y cuerpos de azUcares. Descensos en los pesos de
E. andrei luego de exponerse a una concentracion subletal de 2 g de plomo/kg de
sustrato fueron descritos por Luo et al. (2014). Asi mismo, para E. foetida juveniles
Zaltauskaite y Sodiene (2014) reportaron una reduccién significativa del peso cuando es
expuesta a 296 pg/g de cadmio y 911 ug/g plomo respectivamente, atribuyendo que
tales resultados posiblemente se deben a una mayor asignacién de los recursos
energéticos hacia los mecanismos de desintoxicacion y excrecion de metales pesados
mAs no a su crecimiento.

Similar a los resultados de la presente investigacion, Fisker et al. (2011)
reportaron el crecimiento de la lombriz de tierra Dendrobaena octaedra cuando se
encuentra en suelos contaminados por metales pesados como el cobre y asociaron el
incremento del crecimiento por individuo con el desarrollo de una resistencia a la

exposicion del metal, adaptacion asociada posiblemente con aumentos en la sintesis de
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metalotioneinas y otras proteinas enlazadoras que mitigan la toxicidad de metales. No
obstante, la exposicion de la misma especie por un periodo prolongado produjo
descensos en la biomasa debido a los posibles costos de tolerancia que implican
contrarrestar la toxicidad del metal, asociados con la sintesis de metalotioneinas (Fisker
etal., 2012).

Las respuestas en las lombrices de tierra a la accion individual de una sustancia
quimica se han reportado en muchos estudios, en cambio el efecto de mezclas complejas
en estos anélidos ha sido poco investigada aun cuando en el mundo natural los
contaminantes tipicamente coexisten y son capaces de unirse (Dzul, 2016).
Especificamente, el glifosato y el cobre son frecuentes en los suelos, comunmente al
coexistir interacttan potencialmente entre ellos alterando su funciéon y modificando y/o
complicando el mecanismo de accion toxico que pueden expresar en los organismos
(Hussain et al., 2009). Diferentes estudios han reportado que una vez que el herbicida
glifosato ingresa al ambiente, su destino en el suelo va a depender de factores
fisicoquimicos, como la formacién de complejos con iones metalicos (Morillo et al.,
1997). De su estructura, los grupos funcionales amino, carboxilo y fosfonato son quienes
especificamente pueden actuar como agentes quelantes efectivos de cationes metalicos
di y trivalentes, entre ellos el cobre, y formar complejos estables (Abate et al., 1999;
Steenbergen et al., 2005; Wang et al., 2006).

Tsui et al. (2005) y Zhou et al. (2013) sefialan que la capacidad de
acomplejamiento o quelacion entre el glifosato y el cobre, puede cambiar la solubilidad,
interferir con su biodisponibilidad, bioacumulacion y mecanismos de toxicidad de
ambos sobre los organismos. En relacion a esto Gltimo, varios estudios han evidenciado
que los efectos individuales o combinados de dos o mas quimicos, pueden ser mayores 0
menores dependiendo de la dosis individual o combinada, la quimica de los compuestos
y la respuesta metabolica de los organismos (Shi et al., 2007; Boobis et al., 2008).
Permiten deducir los resultados encontrados en la biomasa de E. andrei expuesta a las
mezclas de glifosato y cobre que las concentraciones subletales probadas de ambos
compuestos durante los diferentes periodos de exposicién no provocaron la ocurrencia

de interaccion de estos en el suelo y subsecuente formacion de complejos entre el
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glifosato y el cobre, favoreciendo de este modo que cada uno quedara biodisponible por
separado y tras su captacion por los anélidos posiblemente les permitié responder de
forma similar a su exposicion individual de los tratamientos, con incrementos de
biomasa entre los 7 y 21 dias y descensos a los 42 dias del tratamiento con el herbicida y
el metal.

Los descensos observados en la biomasa de las lombrices expuestas a ambas
mezclas en la ultima semana de exposicion, posiblemente estén relacionados a los costos
de tolerancia generados para mantener la homeostasis del cobre, el cual durante la
exposicion individual tuvo un efecto perjudicial en la biomasa de E. andrei. Es probable
que la respuesta obtenida para ambas mezclas por las lombrices de tierra estuviera
mediada por el efecto del metal, permitiendo inferir que la capacidad protectora del
glifosato ante la toxicidad del Cu mencionada en los estudios de Zhou et al. (2012;
2013) no ocurre a las concentraciones probadas en la especie utilizada en este estudio.
Estos autores observaron en su trabajos que la exposicion simultdnea a ambos
contaminantes ayudo a recuperar el peso de los anélidos previamente afectados tras una
exposicion individual al cobre y concluyeron que tales resultados se debieron a la
formacion de complejos estables entre el herbicida y metal y a la disminucién de la
biodisponibilidad del Cu.

Concentracion de proteinas totales

El analisis estadistico reveld que el tratamiento con los quimicos no ejercié un
efecto significativo sobre la concentracion de proteinas totales en el tegumento de las
lombrices de tierra (Anovaguimico FS=1,47; p>0,05), mientras que la concentracion de
proteinas totales varid significativamente a los 7, 21 y 42 dias del bioensayo
(Anovariempo, F5=86,56; p<0,001). No obstante, la exposicion a las concentraciones del
herbicida, el metal y sus mezclas durante los distintos periodos afectaron
simultaneamente de manera significativa el contenido de proteinas totales en E. andrei
(Anovainteraccien, F$=19,26; p<0,001).

Durante el tratamiento de las lombrices de tierra con glifosato, cobre y sus

mezclas se observé una mayor concentracion de proteinas totales a los 21 dias de
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exposicion de los anélidos. En este periodo, la concentracion de proteinas encontrada en
el tegumento oscilé en un valor promedio de 166,43+32,72 mg/g.m.h, el cual fue un
19,89 y 39,42% mas elevado que los encontrados a los 7 y 42 dias de exposicion, cuyas
concentraciones de proteinas totales fueron de 133,33+40,90 y 100,83£26,83 mg de
proteinas/g.m.h (Figura 3).
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Figura 3. Concentracion de proteinas totales en E andrei juveniles controles y expuestas
por 42 dias a dosis subletales de glifosato (GFS1= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato,
GFS2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato), cobre (Cul= 1,5 g de cobre/kg de sustrato,
Cu2= 3 g de cobre/kg de sustrato) y a mezclas de glifosato y cobre (Mezl= 0,9 g de
glifosato/kg de sustrato mezclado con 3 g de cobre/kg de sustrato y Mez2= 1,8 g de

glifosato/kg de sustrato mezclado con 1,5 g de cobre/kg de sustrato). Las barras expresan las
medias y la tendencia de la desviacion estandar. ***indican un p<0,001.

A los 7 dias de exposicién, se observaron en lombrices sujetas a la mayoria de
los tratamientos incrementos en la concentracion de proteinas totales comparado con el
grupo no expuesto (Control= 118,56£26,80 mg/g.m.h), siendo mas significativo el
aumento en aquellos organismos tratados con GFS1 y Cu2 (GFS1= 174,05+20,84;
Cu2= 173,55+18,47 mg de proteinas/g.m.h). Sélo el tratamiento con GFS2 produjo
durante este periodo un descenso del 52% en el contenido de proteinas totales
(56,67+18,98 mg de proteinas/g.m.h).
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El mayor aporte al contenido de proteinas observado a los 21 de tratamiento
estuvo dado por incrementos en las concentraciones de estas en E. andrei sujeta a la
mayoria de los tratamientos quimicos, a excepcion de lombrices de tierra tratadas con
GFS1 quienes mostraron en este periodo un descenso en el contenido de proteinas al
comparar con el grupo no expuesto (Control= 132,66+24,64; GFS1= 113,48+31,98 mg
de proteinas/g.m.h).

El valor promedio més bajo en la concentracion de proteinas fue observado a los
42 dias de exposicion en las lombrices expuestas a GFS2, cuyo valor promedio fue
139,28+10,64 mg de proteinas/g.m.h comparado con el grupo control con un valor de
126,96+16,19 mg de proteinas/g.m.h.

Los valores encontrados para las concentraciones de proteinas totales evidencian
la sensibilidad de estas biomoléculas tras la incorporacion del glifosato y cobre en las
lombrices de tierra, permitiendo recomendar su empleo como biomarcador sensible para
evaluar contaminacién ambiental a causa de la deposicion inadecuada en suelos del
herbicida y el metal. Este pardmetro varié en los anélidos de acuerdo al tiempo de
exposicion y en funcion de los toxicos y las dosis probadas, demostrando que E. andrei
posee la habilidad de modular este tipo de respuesta bioquimica frente a una condicién
de estrés quimico inducida por la exposicion a suelos contaminados.

Durante la exposicién temprana, la concentracion de proteinas totales fue
diferente en las lombrices de tierra expuestas a GFS1 y a GFS2. A pesar de que a los 7
dias las proteinas totales incrementaron en lombrices de tierra expuestas a GFS1, valores
mas elevados para este parametro se observaron a los 21 dias de exposicion a GFS2 al
comparar con el grupo control. Las diferencias encontradas en la concentracion de
proteinas totales a los 7 y 21 dias de tratamiento con el herbicida podrian estar asociadas
con su biodisponibilidad en el sustrato, la cual media la captacion por los anélidos
dependiendo del tiempo y de la dosis de exposicion asi como también la activacion de
los diferentes mecanismos de proteccion que desarrollan los organismos para hacerle
frente al herbicida, evitar a corto plazo efectos toxicos y contribuir a su crecimiento.

La ruta mas efectiva en las lombrices de tierra para el ingreso de quimicos es

mediante la ingestion de particulas de suelo en comparacion con la captacion a través del
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tegumento (Morgan et al., 2002; Sturzembaum et al., 2004). La aplicacion del glifosato
en suelo contribuye a un aumento en la respiracién microbiana y como consecuencia de
su biodegradacion por microorganismos disminuye su biodisponibilidad (Dominguez et
al., 2016). En este sentido, es posible que incrementos observados en la concentracion
de proteinas a los 7 dias de exposicion en lombrices tratadas con GFS1 se deban a una
menor tasa de biodegradacion microbiana del herbicida en el suelo, una mayor
biodisponibidad y posterior captacion por los anélidos, que permitié la induccion
temprana a una dosis baja de los mecanismos de proteccion alternativos encargados de
hacerle frente a la toxicidad del herbicida.

En el periodo de exposicion de 7 dias, se observo un comportamiento distinto en
las concentraciones de proteinas de las lombrices expuestas al GFS2. Puede atribuirse
esta respuesta al hecho de que al ser una concentraciébn mas elevada de glifosato la
presente en el sustrato provoca una union mas fuerte con la materia organica, por lo que
la absorcion de esta con el herbicida, principalmente a traves del epitelio digestivo con la
alimentacion detiene la activacidn de defensas celulares, generando una respuesta toxica
que a corto plazo inhibe la sintesis de proteinas. Este efecto fue compensado a los 21
dias de exposicion, por lo que incrementos observados durante este tiempo pudiesen
estar relacionados con la activacion de las defensas celulares como parte del efecto
hormetico, que permitid contrarrestar la toxicidad generada a los 7 dias de exposicién.

La toxicidad del glifosato se expresan después de su absorcion en el organismo y
la accion perjudicial del herbicida esta relacionada con la produccion de metabolitos
altamente téxicos como las especies reactivas del oxigeno (EROs), que pueden actuar
como catalizadores de reacciones oxidativas, causando dafios a macromoléculas
biolégicas importantes como ADN, proteinas y lipidos cuando estas, sobrepasan los
niveles fisiolégicamente apropiados en los tejidos de los mecanismos bioguimicos como
como las defensas antioxidantes que facilitan superar parcial o totalmente el estres
resultante de la exposicion (Givaudan et al., 2014; Marcano et al., 2017).

Algunos estudios han evidenciado que las lombrices de tierra para sobrevivir al
estrés de los contaminantes vertidos al sustrato desarrollan estrategias bioquimicas

relacionadas con la activacion de defensas celulares que involucran aumentos en las
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concentraciones de proteinas (Fisker et al., 2013; Givaudan et al., 2014; Feng et al.,
2015). Aumentos observados a los 7 y 21 dias en la concentracion de proteinas totales en
E. andrei expuesta a glifosato sugieren el ingreso y posterior activacion de los
mecanismos encargados de contrarrestar su accion toxica. En este contexto, Givaudan et
al. (2014) reportaron que en lombrices de tierra expuestas a herbicidas, la sintesis de
enzimas que participan en los mecanismos de defensas antioxidantes contribuye a un
aumento en la concentracion de proteinas y aceleran los mecanismos de detoxificacion
de los quimicos, permitiéndoles a los anélidos una mejor adaptacion fisiologica al estrés
causado por la exposicion.

Efectos similares de la exposicion al glifosato sobre la concentracion de proteinas
totales en lombrices de tierra han sido descritos en otras investigaciones. Dzul y Rendon
(2017), sefialaron aumentos en las concentraciones de proteinas totales en E. foetida
cuando fue expuesta a 0,01; 0,1 y 0,5 g de glifosato/kg de sustrato. Similarmente, Salvio
et al. (2016) expusieron a Octolasion cyaneum durante 28 dias a 134 y 535 ug de
glifosato/kg de sustrato y asociaron los incrementos encontrados en las concentraciones
de proteinas con la activacion de defensas celulares como las enzimas antioxidantes
superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutationa peroxidasa (GPx) y glutationa
reductasa (GR), las cuales resultaron estimulados probablemente por un incremento en
la produccion de EROs durante la exposicion al herbicida.

A pesar de que los incrementos de peso observados en las lombrices expuestas al
glifosato durante las tres primeras semanas de exposicion podrian constituir una
alternativa atil de aporte energético para la sintesis y activacion de los mecanismos
bioquimicos capaces de metabolizar el herbicida y hacer frente a su toxicidad
(Lankadurai et al., 2013), algunos estudios han demostrado que las defensas celulares
encargadas de contrarrestar la toxicidad del glifosato con participacion proteica pueden
ser afectadas por la generacion excesiva de EROs, metabolitos que muestran reactividad
frente a blancos de accion molecular como las proteinas (Ahmad et al., 2000; Meyer et
al., 2003). En el presente estudio, a los 42 dias de exposicion se observo en las
lombrices de tierra sujetas al tratamiento con el glifosato que las concentraciones de

proteinas totales estuvieron por debajo de los valores exhibidos por el grupo control,
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posiblemente por ser un periodo de exposicion prolongado la capacidad de resistencia a
la toxicidad del herbicida disminuye. Tales descensos podrian estar asociados con la
accion directa de EROs derivadas de la transformacion enzimatica de glifosato sobre
proteinas involucradas en el proceso de traduccion en los anélidos (Tai et al., 2008).

Descensos en las concentraciones de proteinas totales luego de la exposicion al
glifosato han sido sefialados en otros organismos. Avigliano (2018), reportdé para
juveniles de Callinectes sapidus (cangrejo azul), Cherax quadricarinatus (crustaceo),
Neohelice granulata (cangrejo) y Neocardina dadivi (gamba de agua dulce) expuestos a
10 y 40 mg de glifosato/L durante 60 dias descensos en las concentraciones de proteinas
en el masculo y posteriormente descensos en el peso de los organismos. Este autor
concluyd, que aun cuando en tiempos prolongados de exposicion los organismos desvian
la energia necesaria para los procesos de crecimiento hacia el funcionamiento de los
sistemas de detoxificacion, la accion de estos ultimos a fin de incrementar la resistencia
a la toxicidad del herbicida durante exposiciones por mucho tiempo se debilita y no
permite que los mecanismos antioxidantes encargados de hacerle frente a la exposicién
trabajen adecuadamente, siendo su capacidad superada por EROs generadas mediante el
ingreso del glifosato en el organismo provocando dafios a biomoléculas como las
proteinas.

Por otro lado, resultados encontrados en las concentraciones de proteinas totales
en lombrices de tierra durante la exposicion al cobre evidencian en E. andrei la habilidad
que tiene el metal de inducir cambios en funcién de la dosis y del tiempo de exposicién
sobre los valores de estas biomoléculas. Gaur y Adholeya (2004) sefialan que los
metales pesados son de dificil eliminacion, que al no ser biodegradables ni
metabolizables tienen una semivida bioldégica muy larga y una vez dentro de los
organismos su trafico se encuentra mediado por celomocitos del fluido celémico y
moléculas quelantes de metales que permiten su transporte desde y hacia los tejidos
donde se mantienen bioacumulados hasta su ulterior excrecion a traves de los nefridios
(Surzenbaum et al., 2001; Sturzembaum et al., 2004; Homa et al., 2005; Fisker et al.,
2013).
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Los anélidos poseen mecanismos adaptativos que le permiten mantener las
concentraciones intracelulares de metales pesados apropiadas y controlar su toxicidad
asociada a dafios oxidativos. Se incluyen entre estos la reduccién del transporte de
metales a través de las membranas celulares, incrementos en la salida de metales hacia el
exterior de las células, compartimentalizacion en lisosomas o cloragosomas, induccion
de la sintesis de metalotioneinas o metaloproteinas similares y formacién de complejos
proteinas-metal (Sturzembaum et al., 2004). Incrementos en los valores de las
concentraciones de proteinas totales encontrados en lombrices de tierra a los 7 y 21 dias
de exposicion al cobre podrian ser explicados a través de la induccion de la sintesis de
proteinas de bajo peso molecular con un alto contenido de cisteina (Cys) y otros
ligandos proteicos ricos en grupos -SH con alta afinidad por metales.

Varios estudios han demostrado que en lombrices de tierra la resistencia a
metales pesados como el cobre y el control de su toxicidad puede estar relacionado con
una mayor expresion de proteinas de bajo peso molecular como las metalotioneinas,
ricas en grupos -SH, que tienen una alta capacidad de acomplejacion y excrecién del
cobre y que ademas cumplen funciones antioxidantes al captar los iones libres del metal
reduciendo asi su toxicidad (Dallinger et al., 2000; Fisker et al., 2013; Mustonen et al.,
2014). Se incluyen entre las lombrices de tierra en las que la inducibilidad y aislamiento
de metalotioneinas y otras metaloproteinas ha estado asociada con incrementos en las
concentraciones de proteinas luego de la exposicién a metales pesados a L. rubellus, E.
foetida, L. variegatus, L terrestris y Dendrobaena rubidus (Suzuki et al., 1980; Furst y
Nguyen, 1984; Hernandez et al., 2016).

Un cambio bioquimico adicional que podria estar asociado al aumento en las
concentraciones de proteinas encontradas durante la exposicidén temprana de E. andrei al
cobre es la activacion de los mecanismos de defensa antioxidantes enzimaticos, evitando
el desarrollo de patologias oxidativas que detienen procesos importantes como el
crecimiento de los organismos y permiten como respuesta bioldgica su adaptacion al
suelo tratado con el cobre. En este contexto, Domy (2001) y Gaete et al. (2010) han
descrito que gran parte de los efectos toxicos y deletéreos de este metal estan mediados

por los electrones desapareados que presenta en sus orbitales externos, los cuales pueden
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actuar como radicales libres y por su participacién en vias que tienden a acelerar
reacciones redox en las células una vez que iones libres del metal interactian mediante
reacciones Fenton y Haber-Weiss con EROs como el H,O, y formar O, y "OH,
considerados como dafinos radicales oxigenados. Es la capacidad que tiene este metal
de provocar sobreproduccion de EROs y la actuacion de estas como catalizadores en las
reacciones oxidativas de lipidos, &cidos nucleicos y proteinas con un subsecuente dafio
prooxidativo a macromoléculas biologicas, 1o que en definitiva puede conllevar al
establecimiento de una situacion de estres oxidativo (Ratkevicius et al., 2003).

Similarmente a los resultados de la presente investigacion otros estudios han
reportado incrementos en las concentraciones de proteinas totales luego de la exposicion
de lombrices de tierra a metales pesados. En relacion a lo anterior, Gaete et al. (2010)
reportaron para E. foetida expuesta a 0,094 y 0,96 g de Cu/kg de sustrato aumentos en
las concentraciones de proteinas en etapa temprana de exposicion y atribuyeron los
resultados a la posible sintesis de metalotioneinas y otras proteinas encargadas de
acomplejar el cobre para su eliminacion y evitar perturbaciones oxidativas,
permitiéndole al anélido sobrevivir al estrés. EI mismo argumento fue utilizado por,
Mosleh et al. (2006) luego de exponer al oligoqueto Tubifex tubifex a 50, 100 y 200 g de
Cu/L durante 7 y 15 dias y encontrar aumentos en las concentraciones de proteinas.
Hernandez et al. (2016) expusieron a E. andrei a 2,59 y 10,37 mg de Cd/kg de sustrato y
sefialaron que aumentos significativos en los valores de proteinas acompafiados de
aumentos en la concentracion de metalotioneinas y de grupos tioles en la region media
anterior y posterior de los anélidos demuestran la tolerancia mostrada por los
organismos a suelos impactados por cadmio y constituyen mecanismos de defensa de
primera linea efectivos contra la toxicidad del metal con funciones dirigidas a evitar
perturbaciones oxidativas en los érganos de reproduccion.

En este sentido, es probable que durante la Gltima semana de exposicion la
absorcion del cobre por E. andrei tratada con ambas dosis del metal fue alta, por lo que a
largo plazo, la concentracion intracelular del metal posiblemente fue méas elevada;

provocando efectos perjudiciales sobre las concentraciones de proteinas del tejido
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muscular asociados con cambios en la eficiencia de los mecanismos de ajustes
bioguimicos desarrollados por las células para mantener la homeostasis del metal.

Desde hace algunas décadas se ha venido sefialando que los metales pesados en
general pueden afectar a los acidos nucleicos por interaccion directa con ellos, afectando
su sintesis, el proceso de transcripcion de ARN, y afectando finalmente la sintesis de
proteinas y el crecimiento de los organismos (Bertin y Averbeck, 2006). En relacion a
este planteamiento, se puede sugerir que los descensos encontrados en las
concentraciones de proteinas de E. andrei durante la Gltima semana de exposicion a
ambas dosis de cobre posiblemente se encuentran relacionados con una cambio en la
sintesis de proteinas, entre estas metaloproteinas y péptidos con grupos —SH. Dallinger
et al. (2000) sefialan que el cobre una vez en el citoplasma de las células, se distribuye
para su posterior acomplejacion y detoxificacion con proteinas y péptidos como la
metalotioneina y el GSH, sugiriendo los resultados encontrados que el crecimiento, la
reproduccion y sobrevivencia de los organismos podria verse comprometida por
exposicion prolongada.

Otra hipotesis que explicaria los descensos en las concentraciones de proteinas en
E. andrei por exposicion al cobre estaria relacionada con una produccion elevada de
oxiradicales. Especificamente, las proteinas pueden ser oxidadas por las EROs y
generarse como resultados de esta accion, la aparicion de grupos carbonilicos y otras
alteraciones tales como, la destruccion de aminoécidos mas sensibles como la cisteina,
triptéfano, valina, fenilalanina y metionina, modificaciones en los grupos R de los
aminoacidos, incremento del peso molecular por formacion de asociaciones
intermoleculares covalentes o hidrofobicas y disminucion del peso molecular por ruptura
del esqueleto peptidico (Favier, 2002).

Se puede inferir que una sobreproduccion de EROs durante la exposicidn
prolongada al cobre pudo afectar por interaccion inespecifica con proteinas y la
eficiencia del sistema de defensa antioxidante enzimatico en el tejido de las lombrices de
tierra, causando desajustes en los niveles fisiologicos de las moléculas que conjugan
radicales libres y/o afectando la cinética de enzimas antioxidantes. Rabideau (2001)

sefiala que estas consecuencias pueden contribuir a que la sobreproduccion de EROs
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sobrepase aun mas la capacidad de defensa antioxidante en los organismos, favoreciendo
que se generen también dafios oxidativos sobre &cidos nucleicos y lipidos los cuales
interfieren con el crecimiento y otras funciones en los anélidos.

Descensos en las concentraciones de proteinas por exposicion a largo plazo a
metales pesados han sido reportados en diferentes investigaciones. Gaete et al. (2010)
luego de encontrar durante la exposicion temprana de E. foetida a 0,96 g de Cu/kg de
sustrato incrementos en las concentraciones de proteinas observo a los 45 dias descensos
en las concentraciones de proteinas totales. Para la especie anterior, Zhang et al. (2013)
reportaron resultados similares cuando fue sometida a 300 mg de aluminio/kg de
sustrato durante un periodo de 28 dias. Jeyanthi et al. (2016) sefialaron que en Perionyx
ceylanensis se produce una respuesta similar cuando es expuesta a 300 mg de plomo/kg
de sustrato. Asi mismo, Luo et al. (2014) describieron que la exposicion de E. andrei a
una concentracion de 2 g de plomo/kg de sustrato provoca un descenso en la
concentracion de proteinas de los anélidos. Estos autores atribuyen los resultados a
perturbaciones en el proceso metabolico normal de las células por accion de los iones
libres de los metales pesados, lo cual causa un debilitamiento de los sistemas de control
encargados de contrarrestar la toxicidad del metal, la degradacion de proteinas
participantes en los mecanismos de defensa antioxidante con el establecimiento
subsecuente de una condicién de estrés oxidativo.

Aun cuando se ha informado cual tiende a ser el comportamiento de las proteinas
en los anélidos cuando se encuentran expuestos a quimicos de forma individual muy
poco se conoce sobre el patron que siguen las proteinas en las lombrices cuando estas
son sometidas a la exposicion de mezclas de quimicos como glifosato y el cobre. Zhou
et al. (2013) describen que la formacion de complejos estables entre el glifosato y el
cobre no provoca cambios en la concentracién de proteinas en lombrices de tierra debido
a la inhibicion del efecto toxico del metal por la accion quelante del herbicida. A pesar
de la aseveracion anterior, en la presente investigacion evidencian los resultados
encontrados que en las mezclas probadas, el herbicida y el metal ejercen sus efectos
toxicos por separado. Al igual que los valores de biomasa encontrados para las

lombrices tratadas con ambas mezclas, las concentraciones de proteinas totales

29



incrementaron durante las tres primeras semanas de exposicion y descendieron al final
del tratamiento con ambas mezclas, sustentando la no ocurrencia de interaccion entre
ambos quimicos.

Las concentraciones de proteinas totales mas elevadas se encontraron a los 21
dias del tratamiento de E. andrei con ambas mezclas de glifosato y cobre. Estos
resultados podrian estar asociados a un incremento en la sintesis de proteinas que forman
parte de los mecanismos de defensa celular que se encargan en los organismos de
contrarrestar la toxicidad de ambos quimicos. Un patron en las concentraciones de
proteinas totales en lombrices de tierra tratadas con las mezclas similar al encontrado
para los anélidos expuestos a las dosis de glifosato y el metal por separado sugieren la
no atenuacion de la toxicidad del metal por la accion del herbicida, al contrario, pueden
estar relacionado con una mayor expresion de las proteinas que le hacen frente a la
toxicidad de cada compuesto por separado. Se incluyen entre estas, metaloproteinas que
controlan la toxicidad del metal y enzimas antioxidantes encargadas de eliminar EROs
generadas por exposicion tanto del glifosato y el cobre (Santos et al., 2011; Jinyu et al.,
2013; Homa et al., 2015).

Descensos encontrados en las concentraciones de proteinas de E. andrei
expuestas a ambas mezclas del glifosato y cobre similares a los hallados en lombrices de
tierra tratadas con las dos concentraciones de cobre permiten inferir que el efecto toxico
del cobre en las mezclas no fue mediado por la accion del glifosato. Zhou et al. (2017) y
Zhang et al. (2018) sefialan que metales pesados y compuestos organicos cuando se
encuentran simultdneamente en el suelo tienden a competir por la via de entrada en
lombrices de tierra como E. foetida, causando disminucion en la tasa de ingreso y
bioacumulacion de uno de los quimicos. En este sentido, se puede inferir que durante la
exposicion prolongada a las mezclas pudiese ocurrir una competencia entre el glifosato y
el cobre y se impide la entrada del herbicida en igual proporcién a la lombriz.

Tras el ingreso de metales en las lombrices, se bioacumulan en la fraccion
subcelular, provocando incrementos en sus concentraciones en compartimientos
celulares que afectan las estrategias utilizadas por estos organismos para su

detoxificacion (Lanno et al., 2004). En este orden de ideas, Spurgeon et al. (2005),
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Zheng et al. (2013) y Zhang et al. (2014) sustentan que la produccion incrementada de
EROs y su acumulacion provocan dafios a componentes celulares como las proteinas,
produciendo entre otros efectos cambios en la expresion génica con alteraciones en la

sintesis de proteinas.

Reproduccion
NuUmero de ootecas

El nimero de ootecas depositadas por E. andrei controles y expuestas a dos
concentraciones subletales de glifosato, cobre y sus mezclas durante 42 dias se muestran
en la Figura 4. Los diferentes tratamientos experimentales afectaron la colocacion de
ootecas en las lombrices de tierra durante los diferentes periodos de exposicion. En la
primera semana del bioensayo el nimero de ootecas depositado alcanzé un valor de 97
ootecas. La aparicion de estas continud de manera decreciente al transcurrir el tiempo en
casi todos los grupos experimentales, exceptuando en los anélidos sometidos a Cu2, los
cuales no colocaron ootecas en la tltima semana, tiempo de exposicion donde se alcanzd
un valor de 65 ootecas depositadas (Anovartiempo, Fs=2,32; p<0,05). Durante el
bioensayo, el grupo de lombrices de tierra controles coloco 171+5,58 ootecas; promedio
que fue mas elevado que el nimero colocado por los anélidos sujetos a los tratamientos
con el herbicida, el metal y las mezclas de ambos (Anovaguimico, Fs=56,40; p<0,001). En
los grupos expuestos las medias mas bajas se reportaron para lombrices tratadas con las
dos concentraciones de cobre (Cul= 27+3,62 y Cu2= 17+2,32 ootecas) y con ambas

mezclas del herbicida y el metal (Mez1=29+1,94 y Mez2= 24+1,27 ootecas).
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Figura 4. NUmero de ootecas depositado por E. andrei controles y expuestas por 42 dias
a dosis subletales de glifosato (GFS1= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato, GFS2= 1,8 g de
glifosato/kg de sustrato), cobre (Cul= 1,5 g de sobre/kg de sustrato, Cu2= 3 g de
cobre/kg de sustrato) y a mezclas de glifosato y cobre (Mez1= 0,9 g de glifosato/kg de
sustrato mezclado con 3 g de cobre/kg de sustrato y Mez2= 1,8 g de glifosato/kg de

sustrato mezclado con 1,5 g de cobre/kg de sustrato). Las barras expresan las medias y la
desviacion estandar. *** indican un p<0,001.

Los resultados evidencian que en E. andrei la capacidad reproductiva al igual que
el crecimiento es afectada perjudicialmente por la exposicion al glifosato, cobre y a las
mezclas de ambos. El nimero de ootecas depositados por las lombrices varid de acuerdo
a los tratamientos y los tiempos de exposicion demostrando ser una respuesta util para
evaluar la toxicidad del herbicida y el metal en esta especie de anélido. Al respecto,
desde hace afios estudios han considerado el uso de parametros del ciclo de vida como la
sobrevivencia, el crecimiento y la reproduccion por ser respuestas sensibles para evaluar
toxicidad de productos quimicos en suelos utilizando anelidos y han revelado que
perturbaciones en la fertilidad de estos organismos pueden ser explicados a través de
diferentes factores, entre los que incluyen un efecto indirecto asociado a las

caracteristicas del sustrato, la interferencia de metabolitos toxicos con los mecanismos
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reproductivos y la reduccién del gasto de energia durante la reproduccién y desvio hacia
la detoxificacion de compuestos quimicos (Fisker et al., 2013; Givaudan et al., 2014).

Durante todo el bioensayo los promedios mas elevados en el nimero de ootecas
siempre se reportaron para las lombrices de tierra no expuestas a los quimicos.
Evidencian estos resultados que el bioensayo de toxicidad fue realizado en condiciones
apropiadas que garantizan un estado fisioldgicamente saludable en los organismos
controles y favorece su reproduccion. Givaudan et al. (2014) describen que propiedades
del suelo como factores abioticos y un buen suministro de nutrientes son determinantes
en el éxito reproductivo de las lombrices de tierra. En este sentido, una apropiada
disponibilidad de nutrientes asi como una adecuada temperatura, pH y humedad en el
sustrato posiblemente fueron factores determinantes para una buena reproduccion de los
anélidos del grupo control, atribuyéndose especialmente a la presencia de un alto
contenido de materia organica lo que permitié la asignacion eficiente y suficiente de
recursos energéticos para favorecer la fertilidad de E. andrei del grupo no tratado con
quimicos.

En relacion a lo anterior, Polo et al. (2011) estudiaron la composicion de macro y
micronutrientes de un sustrato utilizado para el cultivo de lombrices y destacaron que un
alto contenido de materia orgéanica, C, N y P contribuye a la reproduccion de E. foetida.
West et al. (2003) descubrieron que la produccion de ootecas por lombrices esta
relacionada con la capacidad que poseen estos anélidos de asignar recursos energéticos
para la reproduccion, encontraron un descenso en el nimero de ootecas depositado por
L. rubellus en suelos con bajos contenidos de calcio y concluyeron que el estrés que se
genera en el sustrato relacionado con un bajo contenido de nutrientes incapacita a los
anélidos para asignar recursos energéticos a la reproduccion debido a que son desviados
para incrementar las posibilidades de sobrevivencia de la especie como el crecimiento.

Vidal y Horne (2003) y Hernandez et al. (2016) han descrito que las lombrices de
tierra poseen la capacidad de incorporar contaminantes y bioacumularlos en la region
media posterior como una estrategia de desintoxicacion, basada en su inmovilizacion a
fin de evitar la diseminacion a otros tejidos y proteger a su vez el tejido reproductivo. En

este contexto, los descensos observados en la fertilidad de lombrices de tierra al

33



transcurrir el tiempo de exposicion al glifosato, cobre y sus mezclas sugieren el ingreso
de los toxicos a los anélidos, posiblemente su acumulacion en la region anterior, la
inactivacion de los mecanismos de detoxificacion de los mismos y el desarrollo de dafios
en el tejido reproductivo como el clitelo, glandula sexual secundaria que se hace notoria
cuando los organismos alcanzan la madurez sexual y en la que se encuentran glandulas
secretoras de moco cargado con albumina necesario para la copulacion, donde se forma
la cubierta de las ootecas y son depositadas estas (Fisker et al., 2011; Givaudan et al.,
2014).

En relacion al planteamiento anterior, Bindesbol et al. (2007) describen que
factores estresantes como pesticidas y metales pesados tienen efectos negativos en la
reproduccion de lombrices de tierra que tienden a desaparecer completamente el clitelo o
a causar lesiones en el tegumento clitelar, provocando enrollamientos anormales y
reduccion de las copulaciones entre las parejas al impedir el contacto sexual de los
anélidos durante el apareamiento. En el mismo orden de ideas, Bansiwal y Rai (2010)
sefialan que dafios a esta estructura en E. foetida por exposicién a pesticidas son
conducentes a alteraciones reproductivas durante la secrecion de moco en el
apareamiento, deposicién de ootecas y en la produccion de estas.

El hecho de permanecer desnudo y estar continuamente en contacto con el
sustrato es lo que hace al clitelo y a otras estructuras reproductivas sensibles a los
efectos de pesticidas y metales pesados (Rana et al., 2013; Goswami et al., 2014). La
vulnerabilidad por accion de contaminantes quimicos en estudios con Lumbricus
terrestris y E. foetida ha sido asociada con otras afectaciones como retraso en el
desarrollo sexual de las lombrices de tierra, disminucion de la viabilidad espermatica y
descensos en la produccion de ootecas (Zaltauskaite y Sodiene, 2014). Bustos-Obregon
y Goicochea (2002) describieron en lombrices de tierra alteraciones morfoldgicas de las
gonadas y receptaculos seminales como efectos deletéreos en la reproduccion causados
por la exposicion a contaminantes y los asociaron con una reduccion en la cantidad de
esperma, el nimero de ootecas y numero de crias emergidas por ooteca colocada por
lombriz de tierra. Perturbaciones durante la copulacion y transferencia de esperma como

consecuencias de una alteracion neuromuscular mediada por cambios en la actividad de
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la enzima acetilcolinesterasa también han sido reportadas como efectos dafiinos de la
exposicion a quimicos sobre la reproduccion de lombrices de tierra. Otros efectos
neurotoxicos que pueden ser frecuentes en organismos expuestos a pesticidas y resultan
en perjuicio de la reproduccion pueden abarcar alteraciones en la produccion de
neurosecreciones por los ganglios sub y supra faringeo, bajo los cuales esta el control de
la oogénesis y espermatogenesis asi como también el desarrollo de caracteristicas
sexuales secundarias en las lombrices de tierra (Correia y Moreira, 2010).

Otra hipotesis que alternativamente podria explicar los descensos en el numero
de ootecas depositado por E. andrei durante la exposicion prolongada a glifosato, cobre
y sus mezclas estaria relacionada posiblemente con la accion de las EROs formadas
durante la exposicion al glifosato y a través de las reacciones de Fenton y Haber-Weiss.
Los acidos nucleicos constituyen uno de los blancos moleculares de las EROs
(Livingstone, 2001), por lo que se puede inferir la ocurrencia de procesos oxidativos
sobre el ADN de las lombrices de tierra, provocan alteracion de su estructura y cambios
siguientes en formacion de células sexuales durante la oogénesis y espermatogénesis.
Acorde a esto, un estudio realizado por Espinoza-Navarro y Bustos-Obregon (2005)
demostrd que la exposicion al pesticida malation provoca descensos en el nimero de
espermatozoides e induce a la proliferacion de espermatozoos anormales y dafios en el
tejido testicular de las lombrices de tierra. Los autores explican que la reduccion de
esperma podria estar relacionada con la toxicidad de metabolitos activos y EROs
generados durante la biotransformacion del pesticida, atribuyéndole que pueden
provocar dafios en el ADN e interferir con la espermatogénesis y, la presencia de
anormalidades en las células sexuales las asociaron con las propiedades alquilantes y
oxidantes de los metabolitos activos del malation y de las EROs, las cuales pueden
actuar a nivel nuclear sobre complejos proteina-ADN.

Efectos sobre la reproduccion mediados por EROs también han sido relacionados
con la capacidad que tienen de oxidar proteinas y provocar cambios estructurales y
funcionales. En relacién a esto, Bustos-Obregon y Goicochea (2002) y Espinoza-
Navarro y Bustos-Obregon (2005) describieron que la accion de EROs sobre enzimas

colinesterasas altera la funcion locomotora de las lombrices de tierra y afecta la
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basqueda de alimento y de la pareja para el apareamiento. En este mismo contexto, Rai y
Bansiwal (2009) sefialan que perturbaciones en las actividades de colinesterasas por
exposicion a pesticidas afectan funciones neuromusculares por alteracion del balance de
Ca®* y K, lo cual parece ser el factor responsable de cambios morfolégicos y
perturbaciones de la actividad muscular que induce la incapacidad para la locomocién en
lombrices expuestas a agroquimicos.

Durante todo el bioensayo los valores mas bajos en el nimero de ootecas siempre
se encontraron para lombrices de tierra expuestas a ambas dosis de cobre con una
inhibicion de la reproduccién en lombrices tratadas con Cu2 al finalizar la exposicion.
Posiblemente la reproduccion se vio afectada cuando E. andrei se encontraba en suelos
tratados con el metal en primera instancia debido al desvio de los recursos normalmente
disponibles para la reproduccion hacia las funciones de detoxificacién y reparacion,
necesarias para aumentar las probabilidades de supervivencia de los organismos, los
cuales posiblemente se debilitaron a medida que avanzo la exposicion hasta provocar
que la formacién de EROs por la exposicion al metal superara la capacidad de defensa
antioxidante e interactuara con el proceso reproductivo provocando de esta manera la
inhibicion completa de la reproduccién de los anélidos sujetos a Cu2 (Aira et al., 2007;
Duran y Henriquez, 2009).

Diversos estudios han reportado el efecto del glifosato y sus formulaciones
comerciales sobre la puesta de ootecas y han asociado la toxicidad tanto a sus aditivos
quimicos, el surfactante POEA presente en la mezcla, asi como también al ingrediente
activo glifosato (Verrell y Buskirk, 2004; Contardo-Jara et al., 2009; Correia y Moreira,
2010). En este contexto, Gaupp-Berhausen et al. (2015) describieron descensos en la
produccién de ootecas por Lumbricus terrestris y Aporrectodea caliginosa luego de ser
expuesta a dos formulaciones comerciales de glifosato. Correia y Moreira (2010)
informaron ausencia total de produccién de ootecas por E. foetida cuando es expuesta a
10 y 100 mg de glifosato/kg de sustrato durante 56 dias. Stellin et al. (2017),
evidenciaron que la exposicion a 0,59; 2,9 y 5,79 mg de glifosato/ kg de sustrato
produce descensos en el numero de ootecas depositadas por L. terrestreis, Octodrilus

complanatus y Aporrectodea caliginosa. El impacto negativo de glifosato en la
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capacidad reproductiva también se ha reportado en Dendrobaena veneta en donde se
observé producciéon de capullos deformados en condiciones de laboratorio (Jarmut-
Pietraszczyk y Jastrzebska, 2012).

Efectos toxicos de metales pesados sobre la condicion reproductiva también han
sido descritos por Spurgeon et al. (2004) quienes reportaron descensos significativos en
la produccion de ootecas por E. foetida cuando se encuentra en suelos contaminados con
metales pesados. Scott-Fordsmand y Weeks (2000) describieron una respuesta similar
para la especie anterior cuando es sometida a suelos contaminados con arsénico y cobre.
De igual manera, Avila et al. (2007) y Zhou et al. (2013) reportaron que la exposicién a
cobre E. foetida provoca una reduccion significativa en la puesta de ootecas por las
lombrices de tierra. La exposicion de E. andrei a 2 g de plomo/kg de sustrato inhibid
completamente la reproduccion de los anélidos (Luo et al., 2014). Ulloa et al. (2018)
reportaron una menor produccion de capullos en E. foetida expuestas a 0,89 g de Cu/kg
de sustrato.

Aunque se ha reportado que metales pesados y herbicidas pueden inducir por
separado dafos en el ADN, alteraciones de las actividades enzimaticas, reduccién de la
supervivencia individual, descensos en la tasa de crecimiento, cambios en el
comportamiento como la tasa de alimentacion, disminucion de la biomasa, entre otros
efectos, la escasez de datos ecotoxicoldgicos que sustenten los efectos simultaneos de
combinaciones quimicas en los sistemas terrestres en la actualidad desencadena diversas
controversias (Uwizeyimana et al., 2017). A pesar de que se ha reportado que el patrén
de respuestas biologicas a las interacciones de quimicos en el ambiente puede mostrar
diferencias interespecificas, muchos estudios coinciden en plantear que distintos
compuestos quimicos poseen la capacidad de mezclarse en el ambiente y tener efectos
potencialmente toxicos. En este sentido, sugieren los descensos en el nimero de ootecas
depositadas por lombrices tratadas con ambas mezclas del herbicida y el metal que
durante todo el bioensayo de exposicion el glifosato y el cobre ejercieron sus efectos por
separado y que estos en conjunto potenciaron dafios sobre la reproduccion de los

organismos.
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Sustenta el planteamiento anterior el trabajo realizado por Yang et al. (2018), en
el que estudiaron el efecto individual y combinado de los pesticidas fenobucarb,
clorpirifos, clotianidina acetoclor con el cromo y observaron en la lombriz de tierra E.
foetida un comportamiento de evitacion a los quimicos acompafiado de efectos toxicos
tales como neurotoxicidad y una menor tasa reproductiva, ejercidos por la accion
combinada de los pesticidas y el metal. Similarmente, Zhou et al. (2006) describieron
que tras la exposicion de la lombriz de tierra E. foetida a una combinacion de acetoclor y

metamidofos efectos toxicos que afectan su reproduccion.

Porcentaje de eclosion de las ootecas

El porcentaje de eclosién de las ootecas depositadas por E. andrei del grupo
control y sujetas a las concentraciones subletales de glifosato, cobre y mezclas de ambos
fue de un 100% durante los 7, 21 y 42 dias de exposicion. En relacion a lo antes
mencionado Givaudan et al. (2014) sefialan que un suelo con factores abidticos
controlados y gran cantidad de materia organica son fundamentales para mantener en
buenas condiciones la estructura de las ootecas colocada por las lombrices de tierra. En
este sentido los resultados encontrados permiten inferir que el suelo utilizado en la
presente investigacion permitié que todas las ootecas se mantuvieran en buen estado y
eclosionaran segun su tiempo de maduracion.

Resultados similares a los obtenidos en la presente investigacion durante la
exposicion a metales pesados fue reportado por Polo et al. (2011) quienes al utilizar un
sustrato organico preparado con excretas de animales mezclado con 0,01g de cadmio/kg
de sustrato reportaron un 100% de eclosion de las ootecas depositadas por E. andrei
estos investigadores asociaron sus resultados con la existencia de respuestas bioquimicas
compensatorias que le confieren mecanismos protectivos contra la toxicidad del Cd los
cuales impidieron que se generara efectos deletéreos en la reproduccion de E. andrei.

Resultados diferentes a los encontrados para el porcentaje de eclosion de las
ootecas depositadas por las lombrices sujetas al glifosato fue reportado por Gaupp-
Berghausen et al. (2015) en las ootecas colocadas por L. terrestris y A. caliginosa

expuestas a 7,2 g de glifosato/L las cuales tuvieron porcentajes iniciales de 43% para L.
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terrestris y 71% para A. caliginosa, el cual fue descendiendo hasta llegar a un 17% para
L. terrestres y 32% para A. caliginosa a medida que transcurrié el tiempo de exposicion,
estos investigadores infirieron que sus resultados estuvieron asociados al debilitamiento
de la corteza de las ootecas por accion del quimico el cual provoco que estas no llegaran
a madurarse. Sin embargo, Guayara y Bernal (2012) sefialan que las ranas de genero E.
pustulosus durante la exposicion al glifosato realizan un nido de espuma para recubrir
sus huevos evitando de esta forma que el contacto con el herbicida dafie la eclosion de
sus huevos.

Aunque no hay literatura existente que revele el efecto de mezclas de glifosato y
Cu sobre el porcentaje de eclosion de las ootecas depositadas por lombrices de tierra, los
resultados encontrados para este parametro permiten inferir que al igual que la
exposicion de los quimicos por separado la eclosidn de las ootecas posiblemente estuvo
relacionada con el desarrollo de estrategias para proteger a las ootecas al estrés del
glifosato, Cu y mezclas de ambos y por otro lado un buen suministro de materia
organica en el sustrato. En conjunto todo esto pudo favorecer la eclosion de las ootecas

depositadas por las lombrices sujetas a los quimicos.

Tiempo de eclosion de las ootecas

La prueba estadistica de Kruskal-Wallis revelo diferencias significativas en el
tiempo de eclosion de las ootecas colocadas por E. andrei expuesta a dosis subletales de
glifosato, cobre y a las mezclas de ambos (KWguimico=54,36; p<0,05), mientras que los
diferentes periodos de exposicion no influyeron en la eclosion de las ootecas depositadas
por las lombrices (KWriempo=2,69; p>0,05).

Las ootecas puestas por los organismos del grupo control mostraron un tiempo de
eclosion de 16,45+0,22 dias, sin embargo, el tiempo de eclosion de las ootecas
depositadas por las lombrices expuestas a GFS2, Cul y Cu2 fue mas prolongado, con
valores promedios de 20,20+1,71; 20,67+1,67; 20,30+10,09 respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Tiempo de eclosién de las ootecas depositadas por E. andrei controles y
expuestas por 42 dias a dosis subletales de glifosato (GFS1= 0,9 g de glifosato/kg de
sustrato, GFS2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato), cobre (Cul= 1,5 g de cobre/kg de
sustrato, Cu2= 3 g de cobre/kg de sustrato ) y a mezclas de glifosato y cobre (Mez1=0,9
g de glifosato/kg de sustrato mezclado con 3 g de cobre/kg de sustrato y Mez2= 1,8 g de

glifosato/kg de sustrato mezclado con 1,5 g de cobre/kg de sustrato). Las barras expresan las
medias y la desviacién estandar. *indican un p<0,05.

Las ootecas depositadas por las lombrices controles tuvieron un tiempo promedio
de incubacién de 16 dias, promedio que estuvo dentro del rango (14-21 dias) reportado
por Fuentes (1987). Un resultado similar al encontrado para el tiempo de eclosion de las
ootecas depositadas por E. andrei fue reportado por Polo et al. (2011) al utilizar un
sustrato preparado con excretas de animales observo un periodo de incubacién de 15,5
dias en las ootecas depositadas por E. foetida, sustentando que sus resultados
posiblemente estuvieron asociados a un alto contenido materia organica asi como
también a un pH, humedad y temperatura éptimos que favorecieron esta variable
reproductiva. Al respecto, Andrade (2018) sefiala que un sustrato similar al utilizado en
el presente estudio, preparado con bagazo de cafia de azicar, mezcla de gallinaza, agua y
el lixiviado fresco de materiales horticolas como fuentes de alimentacion favorecio el
crecimiento y el desarrollo de estructuras reproductivas de E. andrei. Permite inferir el

tiempo de eclosion de las ootecas depositadas por las lombrices sujetas al grupo control
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que el sustrato utilizado en la presente investigacion garantizo los nutrientes esenciales
para el desarrollo de las estructuras reproductivas y la reproduccion de E. andrei.

Incrementos en el tiempo de eclosién de las ootecas depositadas por E. andrei
observados durante la exposicion a los quimicos evidencian la sensibilidad de este
pardmetro en presencia del glifosato, cobre y sus mezclas. Sustentando el planteamiento
anterior, Lavelle y Spain (2001) y Givaudan et al. (2014) sefialan que tiempos
prolongados en la eclosion de las ootecas depositadas por lombrices expuestas a
quimicos podrian estar relacionados con el desvio de los recursos energéticos para la
reproduccion hacia la desintoxicacion de los contaminantes designados para garantizar
la supervivencia de la especie en medios contaminados. Otra hipétesis valida para
justificar tiempos de eclosion prolongados de ootecas depositadas por lombrices sujetas
a herbicidas y metales pesados puede estar asociada con la interferencia de EROs
generados por la exposicion al glifosato y el Cu quien ademas por causa de sus
electrones desapareados puede provocar alteracion de la estructura del ADN vy
desencadenar un retraso en el desarrollo de los juveniles por ootecas Yy
consecuentemente tiempo prolongados de eclosion (Givaudan et al., 2014).

Sustentando la hipotesis planteada, Fisker et al. (2013) sefialan que la exposicion
al Cu en lombrices de tierra provoca mal formacion de gametos y descensos en el
namero de espermatozoides asociados a la accion de EROs. Tiempo de incubacion de 19
dias fue reportado por Mirmonsef et al. (2017) en las ootecas depositadas por A. longa
expuesta a 30, 50 y 100 mg de Cu/kg de sustrato. Durante la exposicion al herbicida
Santos et al. (2010), reportaron un tiempo de eclosion de 22 dias en ootecas depositadas
por Filsomia candida expuesta a 0,33 mg de glifosato/kg de sustrato

Las ootecas depositadas por las lombrices sujetas a las mezclas de glifosato y Cu
mostraron promedios similares en el tiempo de eclosion de las ootecas puestas por las
lombrices durante el tratamiento con los quimicos por separado, permitiendo inferir que
la presencia del herbicida no atenud la toxicidad del metal, quien resulto ser un potencial

agente toxico en la reproduccion de E. andrei a los 42 dias de exposicion.
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NUmero de lombrices emergidas por ooteca

El tratamiento experimental con el glifosato, el cobre y sus mezclas tuvo un
efecto significativo en el numero de lombrices emergidas de las ootecas depositadas por
E. andrei (KWouimicos= 176,4; p<0,05). No obstante, el tiempo de exposicion no afecto
significativamente esta variable (KW-riempo= 9,97; p>0,05).

El grupo de organismos expuestos a un sustrato libre de quimicos exhibio el
mayor numero de lombrices emergidas de las ootecas puestas por E. andrei, con un
valor de 2,68+1,12 lombrices, mientras que los anélidos expuestos a las dosis subletales
de glifosato, Cu y mezclas de glifosato y Cu exhibieron un niimero menor de lombrices
emergidas de sus ootecas depositadas, siendo mayor el descenso para aquellos
organismos expuestos a Cu2, Mezl y Mez2 con valores promedios de 0,93+0,28;
1,224+0,29 y 1+0 lombrices por ooteca respectivamente (Figura 6).

Evidencia el numero de lombrices por ootecas ser un pardmetro sensible a la
accion de los quimicos, demostrando ser esta una respuesta Util para determinar efectos
toxicos de potenciales contaminantes vertidos al sustrato.

Resultados similares a los encontrados en la presente investigacion para el
namero de lombrices emergidas de las ootecas depositadas por las lombrices sujetas al
glifosato fue reportado por Santos et al. (2012) en E. foetida expuesta a 0,38 mg de
clorpirifos/kg de sustrato y 0,42 mg de endosulfan/kg de sustrato, estos autores
observaron numeros de individuos reducidos por ootecas (1 individuo) en comparacién
con el grupo control (de 3 a 4 individuos), sustentando que sus resultados posiblemente
se debieron a la accion de las EROs sobre la formacion de gametos. El efecto de otro
pesticida fue reportado por Espinoza-Navarro (2003) en E. foetida expuesta a 0,03;
0,113; 0,116 y 0,110 g de malatién/kg de sustrato observando descensos en el nimero de
espermatozoides a los 15 y los 30 dias de exposicién y una lombriz por ooteca,
sustentando que sus resultados posiblemente estuvieron asociados al efecto del
metabolito activo malaoxdn sobre la espermatogénesis. En relacion a la literatura citada
se puede inferir que el nimero de lombrices por ootecas observado sea consecuencia de
la accion de EROs por la exposicion al herbicida sobre la formacién de gametos y

Organos importantes para la reproduccion.
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Figura 6. Numero de lombrices emergidas por ooteca eclosionada por E. andrei
controles y expuestas por 42 dias a dosis subletales de glifosato (GFS1= 0,9 g de
glifosato/kg de sustrato, GFS2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato), cobre (Cul= 1,5 g de
cobre/kg de sustrato, Cu2= 3 g de cobre/kg de sustrato ) y a mezclas de glifosato y cobre
(Mez1= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato mezclado con 3 g de cobre/kg de sustrato y

Mez2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato mezclado con 1,5 g de cobre/kg de sustrato). Las
barras expresan las medias y la desviacion estandar. * indican un p<0,05.

Los efectos deletéreos observados en la reproduccion de las lombrices sujetas a
las dosis de Cu posiblemente estén asociados a la acumulacion del metal a medida que
avanzé la exposicion y consecuentemente a la interferencia de los electrones
desapareados que posee el metal y las EROs con los &cidos nucleicos, proteinas y ADN,
dichos metabolitos al cambiar la estructura de estas macromoléculas bioldgicas tienden a
desencadenar alteraciones morfologicas de las génadas y receptaculos seminales que
provocan reduccion en la cantidad de espermas, numero de ootecas y numero de crias
(Bustos-Obregon 'y Goicochea, 2002). Sustentando el planteamiento anterior
Matuseviciute y Eitminaviciute (2005) describen que dafos oxidativos sobre el ADN de
las lombrices de tierra por la exposicidén a metales pesados conduce a cambios siguientes
en formacion de células sexuales durante la oogénesis y espermatogénesis y como

consecuencia de ello un menor nimero de lombrices por ootecas.
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Descensos en el nimero de individuos emergidos por ooteca depositada por E.
foetida expuestas a 56 mg de Cu/g de sustrato fue revelado por Spurgeon y Hopkin
(1996) quienes sefialaron que posiblemente sus resultados estuvieron asociados con el
debilitamiento de los mecanismos de defensas antioxidantes y la interferencia de EROs
con la formacién de gametos.

El nimero de lombrices por ooteca observado durante las exposicion a las
mezclas de glifosato y Cu fueron similares al de los tratamientos por separado, por ello
se puede inferir que el valor obtenido para este parametro durante la exposicién a las
mezclas posiblemente estuvo dado por el efecto del Cu. Los metales pesados y
herbicidas tienden a competir por la via de entrada en las lombrices de tierra (Zhang et
al., 2018), por ello es probable que descensos en el nimero de lombrices por ootecas
durante la exposicion a las mezclas de glifosato y Cu estdn asociadas a una mayor
absorcion del metal.

En general, se observo que el crecimiento de E. andrei expuesta a los quimicos
en etapa temprana de exposicion resulto estimulado, posiblemente debido a un efecto
hormetico, el cual parece constituir una apropiada estrategia bioguimica adaptativa que
le permitié a la especie controlar el estrés producido por el glifosato, Cu y mezclas de
ambos, sin embargo descensos en el crecimiento de los organismos expuestos
demuestran que este efecto puede ser revertido en tiempos prolongados de exposicion
por el gasto energético involucrado en hacerle frente a la exposicion de los quimicos y al
debilitamiento de los mecanismos de defensas antioxidantes, incrementos en la
sobreproduccién de EROs posiblemente se encuentren relacionados con la inhibicion de
la sintesis de proteinas en el tegumento y el peso de los anelidos. Las respuestas
observadas a través de la reproduccion de E. andrei ponen en evidencia que los procesos
reproductivos en las lombrices pueden ser interrumpidos por el desvio de recursos
energeticos hacia la sobrevivencia de los anélidos en el sustrato asociados a la activacion
de defensas antioxidantes que permiten tolerar el estrés de agentes quimicos y al
debilitamiento de estos mecanismos a medida que avanza el tiempo exposicion al
glifosato, Cu y mezclas de ambos. Los resultados obtenidos a través de ambos

biomarcadores de crecimiento y reproduccion en las lombrices expuestas a los quimicos
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demostraron que el efecto toxico de Cu no quedo inhibido ante la presencia del glifosato,

debido a la no ocurrencia de interaccion entre ambos.
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CONCLUSIONES

Incremento en la biomasa hasta los 21 dias de exposicion podrian deberse a un efecto
hormético en los organismos. No obstante, descensos en la biomasa de las lombrices
expuestas a Cul, Mezl y Mez2 a los 42 dias de exposicion sugieren el debilitamiento de
los mecanismos de control de la toxicidad del herbicida y el metal asociado a altos
costos de tolerancia durante exposicion prolongada.

Aumentos en las concentraciones de proteinas durante los 21 dias de exposicion podrian
estar relacionados con la activacion de mecanismos de proteccion por E. andrei para
hacerle frente a la exposicion de los quimicos, mientras que los descensos en este
parametro podrian estar asociados con dafios oxidativos producidos por accion de las
EROs.

Descensos en el numero de ootecas, nUmero de lombrices emergidas de las ootecas
depositadas por E. andrei sujetas a los tratamientos experimentales y tiempos de
eclosion prolongados de las ootecas, posiblemente estén asociados a dafios sobre
estructuras reproductivas, al desvio de la energia para garantizar la sobrevivencia de las
lombrices y la accién de EROs sobre biomoléculas como el ADN.

Los patrones de respuestas de los diferentes marcadores de crecimiento y reproduccion
en lombrices tratadas con las mezclas de glifosato y el cobre evidenciaron que el efecto
toxico del cobre no es inhibido en presencia del herbicida, sugiriendo que a las dosis
probadas no ocurre interaccion entre estos y que por el contrario cada uno ejerce su

efecto toxico por separado.
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RECOMENDACIONES

Hacer un bioensayo de exposicion con E. andrei en donde se prueben mezclas
constituidas por la dosis més bajas de glifosato y cobre (0,9 g de glifosato/kg de sustrato
mezclado con 1,5 g de cobre/kg de sustrato) y por las dosis més altas del herbicida y el
metal (1,8 g de glifosato/kg de sustrato mezclado con 3 g de cobre/kg de sustrato).
Cuantificar la concentracion de glifosato y el cobre en el tequmento de las lombrices de
tierra sujetas a los diferentes tratamientos.

Determinar marcadores moleculares en E. andrei sometiéndola a los mismos
tratamientos experimentales probados en este estudio a fin de ampliar la base de datos
tedricos que permitan dilucidar los mecanismos bioquimicos relacionados con el control

de la toxicidad del glifosato y el cobre.
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APENDICES

Apéndice 1. Biomasa de E. andrei juveniles controles y expuestas por 42 dias a dosis
subletales de glifosato (GFS1= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato, GFS2= 1,8 g de
glifosato/kg de sustrato), cobre (Cul= 1,5 g de cobre/kg de sustrato, Cu2= 3 g de cobre
/kg de sustrato) y a mezclas de glifosato y cobre (Mez1= 0,9 g de glifosato/kg mezclado
con 3 g de cobre/kg y Mez2= 1,8 g de glifosato/kg mezclado con 1,5 g de cobre/kg de

sustrato). (Sc: sumas cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P:
probabilidad).

Fuente de Variacion Sc Gl Mc Fs P
A:Tiempo 4,0513 2 2,0257 41,39 0,0000
B:Quimico 5,2021 6 0,8670 17,72 0,0000
Interacciones

AB 2,1254 12 0,777 3,62 0,0002
Residuos 5,1389 105 0,0489

Total (corregido) 16,5179 125

Apéndice 2. Prueba de multiple rangos para la biomasa de E. andrei juveniles controles
y expuestas a dosis subletales de glifosato (GFS1= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato,
GFS2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato), cobre (Cul= 1,5 g de cobre/kg de sustrato,
Cu2= 3 g de cobre/kg de sustrato) y a mezclas de glifosato y cobre (Mez1l= 0,9 g de
glifosato/kg mezclado con 3 g de cobre/kg y Mez2= 1,8 g de glifosato/kg mezclado con

1,5 g de cobre/kg de sustrato).(PR: Porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacion estandar y
GH: grupos homogéneos).

NIVEL PR Media DE HG
Control 18 0,8349 0,0262 ‘
MEZ1 18 0,8461 0,0262

MEZ2 18 0,8758 0,0262

Cu2 18 0,9310 0,0262

Cul 18 0,9440 0,0262

GFS2 18 1,0846 0,0262 ‘
GFS1 18 1,1115 0,0262
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Apendice 3. Prueba de mdltiple rangos para la biomasa para biomasa de E. andrei
juveniles controles y expuestas por 7, 21 y 42 dias a dosis subletales de glifosato, cobre

y mezclas de glifosato y cobre. (PR: Porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacion estandar y
GH: grupos homogéneos).

NIVEL PR Media DE GH
42 Dias 42 0,8214 0,0196 |
21 Dias 42 0,9600 0,0196 |
7 Dias 42 1,0591 0,0196 |

Apéndice 4. Concentracion de proteinas totales en E. andrei juveniles controles y
expuestas por 42 dias a dosis subletales de glifosato (GFS1= 0,9 g de glifosato/kg de
sustrato, GFS2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato), cobre (Cul= 1,5 g de cobre/kg de
sustrato, Cu2= 3 g/kg) y a mezclas de glifosato y cobre (Mezl= 0,9 g de glifosato/kg
mezclado con 3 g de cobre/kg y Mez2= 1,8 g de glifosato/kg mezclado con 1,5 g de

cobre/kg de sustrato). (Sc: sumas cuadréticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs:
Fisher y P: probabilidad).

Fuente de Variacion Sc Gl Mc Fs P
A:Tiempo 120550 2 60274,8 86.56 0,0000
B:Quimico 6143,39 6 1023,9 1,47 0,1922
Interacciones

AB 160910 12 13409,9 19,26 0,0000
Residuos 102359 147 696,322

Total (corregido) 389962 167

Apendice 5. Prueba de multiple rangos para la concentracion de proteinas totales de E.
andrei juveniles controles y expuestas por 7, 21 y 42 dias a dosis subletales de glifosato,
cobre y mezclas de glifosato y cobre. (PR: Porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacion
estandar y GH: grupos homogéneos).

NIVEL PR Media DE GH
42 Dias 56 100,826 3,52623 |

7 Dias 56 134,864 3,52623 |
21 Dias 56 166,425 3,52623 |
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Apendice 6. Numero de ootecas depositado por E. andrei controles y expuestas por 42 a
dosis subletales de glifosato (GFS1= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato, GFS2= 1,8 g de
glifosato/kg de sustrato), cobre (Cul= 1,5 g de cobre/kg de sustrato, Cu2= 3 g de
cobre/kg de sustrato) y a mezclas de glifosato y cobre (Mezl= 0,9 g de glifosato/kg
mezclado con 3 g de cobre/kg y Mez2= 1,8 g de glifosato/kg mezclado con 1,5 g de
cobre/kg de sustrato). Sc: sumas cuadraticas, Gl: grados de libertad, Mc: medias cuadraticas, Fs:
Fisher y P: probabilidad.

Fuente de Variacion Sc Gl Mc Fs p
A: Tiempo 24,49522 5 4,89 2,32 0,0457
B: Tratamiento 715,5246 6 119,25 56,50 0,0000

Interacciones

AB 49,904812 39 1,66 0,79 0,7775
Residuos 355,2105 168 2,11
Total (corregido) 1145,12 209

Apéndice 7. Prueba multiple rangos para nimero de ootecas depositado por E. andrei
controles y expuestas a dosis subletales de glifosato (GFS1= 0,9 g de glifosato/kg de
sustrato, GFS2=1,8 g de glifosato/kg de sustrato), cobre (Cul= 1,59 de cobre/kg de
sustrato, Cu2= 3 g de cobre/kg de sustrato) y a mezclas de glifosato y cobre (Mez1= 0,9
g de glifosato/kg mezclado con 3 g de cobre/kg y Mez2= 1,8 g de glifosato/kg mezclado
con 1,5 g de cobre/kg de sustrato). (PR: Porcentaje de recuento, X: media, DE: desviacion estandar
y GH: grupos homogéneos).

NIVEL PR Media DE GH
Cu2 35 0,5667 0,265474

MEZ2 35 0,8 0,265474

cul 35 0,9 0,265474

MEZ1 35 0,9667 0,265474

GFS2 35 2,0 0,265474 |
GFS1 35 4,1333 0,265474 |
Control 35 5,7 0,265474 |
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Apeéndice 8. Contraste multiple de rangos para numero de ootecas depositado por E.
andrei controles y expuestas por 7, 14, 21 ,28 35 y 42 dias a dosis subletales de

glifosato, cobre y mezclas de glifosato y cobre. (PR: Porcentaje de recuento, X: media, DE:
desviacién estandar y GH: grupos homogéneos).

NIVEL PR Media DE GH
21 DIAS 35 1,82857 0,245781
42 DIAS 35 1,85714 0,245781
28 DIAS 35 1,94286 0,245781
35 DIAS 35 2,08571 0,245781
14 DIAS 35 2,42857 0,245781
7 DIAS 35 2,77143 0,245781

Apeéndice 9. Prueba de Kruskal-Wallis para tiempo de eclosion de las ootecas puestas
por E. andrei controles y expuestas por 42 dias a dosis subletales de glifosato (GFS1=
0,9 g de glifosato/kg de sustrato, GFS2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato), cobre (Cul=
1,5 g de cobre/kg de sustrato, Cu2= 3 g de cobre/kg de sustrato) y a mezclas de glifosato
y cobre (Mez1= 0,9 g de glifosato/kg mezclado con 3 g de cobre/kg y Mez2= 1,8 g de
glifosato/kg mezclado con 1,5 g de cobre/kg de sustrato).

Prueba estadistica P
Tiempo 2,69676 0,746614
Tratamiento 54,3645 6,2282x10'10

Apendice 10. Prueba de Kruskal-Wallis para numero de lombrices emergidas por
ootecas eclosionadas por E. andrei controles y expuestas por 42 dias a dosis subletales
de glifosato (GFS1= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato, GFS2= 1,8 g de glifosato/kg de
sustrato), cobre (Cul= 1,5 g de cobre/kg de sustrato, Cu2= 3 g de cobre/kg de sustrato) y
a mezclas de glifosato y cobre (Mezl= 0,9 g de glifosato/kg mezclado con 3 g de
cobre/kg y Mez2= 1,8 g de glifosato/kg mezclado con 1,5 g de cobre/kg de sustrato).

Prueba estadistica P
Tiempo 9,97438 0,0759644
Tratamiento 176,448 0,0
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Lineas y sublineas de investigacion:

Area Subérea

Biologia

Ciencias

Resumen (abstract):

En este estudio se evaluaron los efectos del glifosato, Cu y mezclas de ambos en la reproduccion
y el crecimiento de E. andrei expuesta a suelos con el herbicida (GFS1= 0,9 g de glifosato/kg de
sustrato, GFS2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato), el metal (Cul= 1,5 g de cobre/kg de sustrato,
Cu2= 3 g de cobre/kg de sustrato) y mezclas de ambos (Mez1= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato
mezclado con 3 g de cobre/kg de sustrato y Mez2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato mezclado
con 1,5 g de cobre/kg de sustrato) durante 7, 21 y 42 dias. Para evaluar el efecto de estos
guimicos sobre la biomasa, se tomoé el peso en gramos (g) de los anélidos y la concentracion de
proteinas totales haciendo uso del tejido corporal. El efecto del GFS, Cu y mezclas sobre la
reproduccion se realizo utilizando lombrices de tierra cliteladas haciendo uso de parametros
reproductivos tales como, nimero de ootecas depositadas, tiempo de incubacion de las ootecas,
porcentaje de eclosion y el nimero de individuos eclosionados de las ootecas depositadas por E.
andrei sujetas a las dosis subletales de los quimicos. Durante las tres primeras semanas de
exposicion la biomasa incrementd en las lombrices sujetas a todos los tratamientos, asociados
estos resultados con un efecto de hormesis. Mientras que descensos en el peso de los organismos
expuestos demuestran que en tiempos prolongados de exposicion el efecto de hormesis puede ser
revertido debido al gasto energético invertido en hacerle frente a la exposicion de los quimicos.
Las concentraciones de proteinas presentes en el tegumento de las lombrices expuestas a los
quimicos variaron en funcién al tiempo y los tratamientos, encontrandose concentraciones mas
elevadas a los 21 dias del bioensayo los cuales se asociaron probablemente con la activacién de
los mecanismos encargados de contrarrestar la toxicidad causada por los quimicos. Descensos en
la puesta de ootecas, nimeros de lombrices por ootecas e incrementos en el tiempo de
incubacion se asociaron posiblemente a la accion del glifosato, Cu y mezclas de ambos sobre
estructuras reproductivas como el clitelo, al efecto directo de EROs generadas por accion del
glifosato y el Cu con la formacion de gametos, al desvio de los recursos normalmente
disponibles para la reproduccion hacia las funciones de detoxificacion para aumentar las
probabilidades de supervivencia de los organismos y al debilitamiento del mecanismo de defensa
antioxidante a medida que avanzo la exposicion. Los biomarcadores de crecimiento y
reproduccion evaluados en E. andrei fueron sensibles a la exposicion de los quimicos y las
respuestas obtenidas en las lombrices luego de la exposicidn al herbicida y el metal permitieron
inferir que las concentraciones de glifosato utilizadas no atenuaron la toxicidad del Cu en las
lombrices de tierra.
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UNIVERSIDAD DE ORIENTE
CONSEJO UNIVERSITARIO
RECTORADO

CUN°OAS
Cumanda, (04 AGD 2000

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conocit el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACFON PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD

DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N* 696/2009”.

Leido el aoficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Coleglado decidi6, por

unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccion intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestion.

uvaERSWuWE";LE 1'1ago a usted a los fines conmguxentes

_ S\STEMA DE B\BL\%TECA - n!‘
RECIBIDO POR

! cpcmdmtqonh?—__-dllﬂ& :

T miasmmess

C.C:  Rectora, Vicerrectora Administrativa, Decanos de los Nicless, Coordinador General de
Administracioén, DuecmrdePersonaI,Dueocwndehnanzas,DtreccwndePresupuasm
Contralorta Interna, Consultoria Jurfdica, Director de Bibliotecas, Direccién de Publicaciones,

& Direccién de Computacién, Coordinacion de Teleinformatica, Coordinacién General de Postgrado.

JABC/ YGC/ maryja

Apartado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 3008045 Telofax: 4008043 / Cumané - Venezuela
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Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO (vigente a partir
del I Semestre 2009, segiin comunicacion CU-034-2009): “los Trabajos de Grado son
de la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y s6lo podréan ser utilizados para

otros fines con el consentimiento del Consejo de Nicleo respectivo, quien debera
participarlo previamente al Consejo Universitario para su autorizacion”.

/AAEQOG O Ogt \\0/{/0

Adniana J. Castillejo P
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