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RESUMEN

En este estudio se evaluaron los efectos agudos (7 dias) y crénicos (28 dias) del cobre,
glifosato y sus mezclas sobre biomarcadores moleculares en la region anterior y
posterior de Eisenia andrei. Se utilizaron lombrices de tierra cliteladas y se distribuyeron
en seis grupos, cada uno conformado por ocho réplicas, contenidos en 200 g de sustrato
mezclado con los tratamientos experimentales (dos concentraciones de cobre, dos de
glifosato a diferentes concentraciones y dos soluciones de mezcla alternando dosis baja
y alta de ambos compuestos), y con agua destilada para el tratamiento control. Para cada
tratamiento, se contaminaron aleatoriamente 10 lombrices adultas de peso similar en
cada recipiente plastico. El experimento duré 28 dias y cada dos semanas se cambid el
medio de cultivo para reemplazar los contaminantes y los micronutrientes. Por cada
tratamiento experimental, transcurridos los 7 y 28 dias de exposicion se tomaron al azar
cinco lombrices para la determinacion de los parametros fisiologicos (lactato
deshidrogena; LDH y proteinas totales; PT), las defensas antioxidantes (catalasa y tioles
totales) y dafio oxidativo (concentracion de malondialdehido; MDA). Los resultados
muestran que la actividad de LDH aument6 significativamente en los organismos sujetos
a los distintos tratamientos en cada region; en esta variable se encontraron diferencias
entre las dos regiones corporales y entre los tiempos de exposicion para cada region. Las
PT solo de la region posterior fueron afectadas por los tratamientos; el tiempo de
exposicion afectd esta variable en las dos regiones y entre cada regién también variaron
las PT. La actividad de la enzima CAT fue afectada por todos los tratamientos quimicos
en ambas regiones, tales efectos fueron diferentes entre las regiones y el tiempo de
exposicion solo afectd la actividad de CAT en la region posterior. Se observaron
incrementos significativos de MDA en ambas regiones corporales de E. andrei,
principalmente a los 28 dias. Los diferentes tratamientos ejercieron un efecto
significativo sobre los niveles de MDA en las dos regiones. Tales efectos fueron
diferentes entre los tiempos de exposicion tanto para region anterior como para la region
posterior, sin embargo, no existieron diferencias significativas entre regiones para esta
variable. En general, los incrementos en los biomarcadores fisiologicos (LDH y PT) y de
defensas antioxidantes (CAT) principalmente en la region posterior de E. andrei durante
el periodo de exposicion crénico (28 dias) no fueron suficientes para evitar el desarrollo
de estrés oxidativo, tal como lo evidencia el incremento de MDA en ambas regiones
para ese periodo. Las diferencias encontradas entre los BMs en ambas regiones
corporales sugiere una distribucion estratégica de las moléculas que conforman las
defensas antioxidantes para regular los inductores de dafios oxidativos, preservando las
estructuras reproductivas en la region anterior y activando preferiblemente en la regién
posterior los mecanismos necesarios para bioacumular, destoxificar y facilitar la
eliminacion de los xenobioticos.

Palabras clave: E. andrei, cobre, glifosato, defensas antioxidantes, estrés oxidativo.



INTRODUCCION

Los ecosistemas terrestres representan un recurso esencial del ambiente, que
puede verse afectado por el desarrollo de la industrializacion y la continua descarga de
sustancias quimicas, sintéticas y naturales que ésta genera (Rendon-von y Dzul-Caamal,
2017). Actualmente, la actividad agricola, para el cuidado de sus cultivos, demanda un

mayor uso de pesticidas y fertilizantes que pueden estar asociados a impactos en
la calidad de alimentos y del suelo (Koch y Sures, 2018). Estos agroquimicos cuando se
encuentran en concentraciones elevadas o interactan con otros elementos disponibles
en el sustrato, como metales pesados por ejemplo, pueden alterar las propiedades fisico-
quimicas y biologicas del suelo, llegando a afectar desde las actividades microbianas que
en €l se desarrollan, hasta las plantas y animales que viven dentro o sobre él (Essien y
John, 2010; Pohanka, 2019).

Los suelos estan formados por una gran variedad de elementos (Ca®*, Fe?*, AI**,
Mg?* y Cu?"), esenciales en los procesos bioldgicos, convirtiéndose frecuentemente en
contaminantes por la actividad del hombre. Particularmente el cobre (Cu?*), es un metal
esencial para el crecimiento y desarrollo de plantas, animales y otros organismos que
puede tornase perjudicial cuando se encuentra en elevadas concentraciones (Pohanka,
2019). Su toxicidad se asocia a su alta permanencia en el ambiente, su rapida
acumulacion por organismos Vvivos y las asociaciones complejas que pueden formar con
la materia organica, arcillas o con aniones COs*> y S (Plant et al., 2001; Taiz et al.,
2017). Este metal ingresa al suelo principalmente por el uso de fungicidas a base de Cu?*
y el estiércol proveniente de explotaciones ganaderas, empleados como promotores de
crecimiento en cultivos (Gao et al., 2016; Santana et al., 2019).

El herbicida glifosato (N-[fosfonometil] glicina), un acido organico débil soluble
en agua, compuesto de una fraccion de glicina y un radical aminofosfato (Van Bruggen
et al., 2018), es uno de los agroquimicos ampliamente usado para el control de malezas,
debido a su accion enzimatica especifica y exclusiva sobre éstas, inhibiendo la ruta de

sintesis de ciertos aminoacidos y proteinas, impidiendo asi su crecimiento (Kwiatkowska



et al., 2014; Mesnage et al., 2021). Debido a ello, este herbicida se ha clasificado como
un producto de baja toxicidad para animales (US EPA, 1993; Kniss, 2017).

Gimsing et al. (2004) clasifican al glifosato como un producto de rapida
biodegradacion e indica que su bioacumulacién y toxicidad dependera de su
biodisponibilidad en el medio, la cual puede disminuir cuando el herbicida interactia
con iones metalicos y forman complejos quimicos estables, descendiendo asi la
absorcion y riesgo de toxicidad en los organismos (Defarge et al., 2018). A pesar de la
importancia de los estudios sobre la toxicidad exhibida por la de mezclas de
contaminantes. Son pocos los autores que sefialan que puede ocurrir interaccion entre
estos quimicos, modificando asi su potencial de toxicidad (Zhou et al., 2013). En este
sentido, Wang et al. (2009) sefialan que la toxicidad de los metales pesados se ve
disminuido por la interaccion con el glifosato y sus grupos funcionales, disminuyendo el
potencial toxico de ambos cuando se aplican conjuntamente en los suelos. Sierra et al.
(2008) indicaron que la formacion de un complejo organico entre el glifosato y cobre,
disminuye la solubilidad y por ende, el potencial de absorcion por los organismos.

La acumulacion en organismos de sustancias potencialmente contaminantes;
entre ellas pesticidas y metales pesados, eleva los niveles de especies reactivas del
oxigeno (EROs), causa estrés oxidativo y eventualmente induce toxicidad vy
carcinogenicidad (Baba y Bhatnagar, 2018; Wallace y Djordjevic, 2020). Sin embargo,
los sistemas vivos desarrollan sistemas de destoxificacion y antioxidantes que le
permiten mantener las concentraciones fisiologicas de los oxiradicales y tolerar ciertos
niveles de los contaminantes presentes en el suelo (Salvio et al., 2016; Yashin et al.,
2017; Zapata-Vivenes y Aparicio, 2019). El anion superdxido (02™), una de las EROs
generadas por la acumulacion y biotransformacion de contaminantes, es metabolizado
por la enzima superoxido dismutasa (SOD); reaccion ésta que resulta en la produccién
de H202 que, aunque no es un radical libre puede generar una de los oxiradicales mas
toxicos; el radical hidroxilo (*OH). Las enzimas glutationa peroxidasa (GPx) y catalasa
(CAT) son las encargadas de transformar el H2O2 en productos inocuos para la célula
(Deherty et al., 2010).

Moléculas de baja masa molecular que actian como defensas antioxidantes no



enzimaéticas contra el estrés oxidativo (EO) incluyen a la tiorredoxina, al acido lipoico,
ascorbato, carotenoides, flavonoides, vitamina E y el tripéptido glutation en su forma
reducida (GSH) (Wang y Cui, 2016; Chowdhury y Saikia, 2020). Este ultimo, es uno de
los tioles mas abundantes de las células que constituye una de las primeras lineas de
defensa contra la citotoxidad producida por contaminantes orgénicos e inorganicos
debido, a su participacion en diversos procesos de destoxificacion mediante la
eliminacién de EROs, actuando como sustrato de las enzimas glutation peroxidasa
(GPx) y glutations-transferasa (GST), ejerciendo asi, un efecto protector contra la
lipoperoxidacion de membrana celulares y de organelos (Stephensen et al., 2002;
Zapata-Vivenes y Aparicio, 2019). Su importancia en procesos de destoxificacion de
metales pesados también ha sido documentada y viene dada por la gran afinidad que
estos muestran por los grupos sulfidrilos (-SH) de los residuos de cisteina del tripéptido,
con los que forman complejos estables GSH-metal, facilitando asi su destoxificacion y
excrecion (Barbosa et al., 2010; Baba y Bhatnagar, 2018).

Ante el creciente deterioro del ambiente, se ha impulsado el desarrollo de
programas de monitoreo orientados hacia la proteccion de los recursos bidticos y los
ecosistemas en general (Filser et al., 2008; Rendén-von y Dzul-Caamal, 2017). Dentro
de este contexto, son muchos los estudios ecotoxicoldgicos que actualmente, combinan
analisis cuantitativos de los contaminantes en el ambiente con la evaluacion de efectos
en los organismos, mediante el uso de biomarcadores (BMs); éstos incluyen cualquier
respuesta frente a la exposicion a un quimico (o mezcla de ellos), medible a distintos
niveles de organizacion bioldgica que da una medida de la exposicién y, en ciertos
casos, de los efectos que producen dichas sustancias (Depledge et al., 1995; Castillo,
2004; Barbosa et al., 2010; Niva et al., 2016). ElI empleo de BMs surge como un nuevo
enfoque complementario al empleado tradicionalmente en los programas de monitoreo
ambiental, entre otras razones porque en el analisis tradicional se excluyen aspectos
fundamentales como: los efectos que generan estas sustancias sobre el componente
bidtico, efectos interactivos (sinergismo y antagonismo) entre los quimicos y su
biodisponibilidad (Schettino et al., 2012).

A pesar de que los estudios sobre BMs a nivel de poblaciones y comunidades son



de mayor relevancia desde el punto ecotoxicolégico, la mayoria de este tipo de estudios
se llevan a cabo en individuos y, los marcadores moleculares o bioquimicos son los méas
utilizados, por su caracter predictivo y su utilidad como sefales de alerta temprana en la
evaluacion de riesgos de impacto ambiental en los ecosistemas causado por la
contaminacion quimica (Pernia et al., 2008; Fontanetti et al., 2011; Ferndndez, 2016).
Cambios en marcadores inmunoldgicos, receptores proteicos, moléculas y enzimas con
funcién antioxidante, concentracion de moléculas y de enzimas claves del metabolismo
son, entre otros, algunos de los BMs cuantificados en modelos biolégicos apropiados y
representativos de un medio en particular (Calisi et al., 2011; Uwizeyimana et al., 2017).
De gran importancia resulta la cuantificacion de los niveles de la concentraciones de
malondialdehido (MDA) como biomarcador especifico de efecto, asociado con dafios
oxidativos a nivel de los lipidos de membranas celulares (Sheng et al., 2021).

Las lombrices de tierra se consideran buenos biomonitores del estado de salud
del suelo; entre otras razones por su habitat y habitos alimenticios que las mantiene en
contacto directo con el sustrato, del cual pueden captar los distintos contaminantes que
continuamente son vertidos en él. Adicionalmente, constituyen un grupo muy abundante
dentro de los macroinvertebrados terrestres y ocupan una posicion clave en la cadena
tréfica que propicia el proceso de biomagnificacion de contaminantes en el ambiente
(Marcano et al., 2013; Herndndez et al., 2016; Marcano et al., 2017; Das et al., 2018;
Mincarelli et al., 2019; Owagboriayea et al., 2020; Li et al., 2022).

Son muchos los estudios en lombrices de tierra que han empleado distintos BMs
para evaluar la accion individual de contaminantes organicos e inorgéanicos. En este
sentido, se hallo que la exposicion de E. andrei al cobre resultd en una inactivacion de la
enzima LDH (Andersson et al., 2000) y en incrementos de enzimas antioxidantes
asociadas con aumentos en la peroxidacion de lipidos de membranas (Ferreira, 2015).
En la misma especie, Mincarelli et al. (2019) evidenciaron que el cobre estimulo la
sintesis de metalotioninas y produjo dafios al ADN. En Eisenia sp, el cadmio afecto el
crecimiento y la reproduccién (Polo et al., 2011), mientras que el herbicida glifosato
provocd incrementos en GPx y GSH, asociados con aumentos en los niveles MDA

(Marcano et al., 2017) y los pesticidas malation y clorpirifos produjeron



inmunotoxicidad (Cortesia et al., 2015) y genotoxicidad en celomocitos (Marcano et al.,
2013). Todos los estudios anteriores han sido de mucha utilidad para inferir sobre los
mecanismos de accion por separado de cada contaminante, sin embargo, bajo
condiciones naturales, los organismos se encuentran expuestos a mezclas de dos 0 mas
contaminantes y la toxicidad en este escenario puede variar significativamente (Zhou et
al., 2013; Holzinger et al., 2022), razon por la cual se hace necesario ampliar las pocas
investigaciones en este sentido en lombrices de tierra. En el presente estudio se planted
como objetivo: evaluar los efectos del cobre, el herbicida glifosato y la interaccion de
ambos sobre distintos BMs en la region anterior y posterior de E. andrei; especie que
presenta diferentes respuestas fisiologicas a lo largo de su cuerpo que le permiten
modular los ajustes bioquimicos necesarios para facilitar la tolerancia y proteccién

contra la toxicidad de sustancias quimicas (Zhou et al., 2013; Hernandez et al., 2016).



METODOLOGIA

Obtencidn y acondicionamiento de las lombrices

Las lombrices de tierra de la especie E. andrei se obtuvieron de la Estacion
Experimental de Biotecnologias Agricolas, adscrita al Laboratorio de Genética,
Departamento de Biologia, Universidad de Oriente, ubicada en un bosque seco tropical
de la ciudad de Cumand, estado Sucre, a 10°26°32”” N y 64°09’14”” O, 12 m s.n.m. y
temperatura diaria ambiental entre 24,3-32,7°C. Los animales se mantuvieron en su
sustrato original (compost), compuesto de materiales organicos: 65% v/v de bagazo de
cafia de azlcar 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. Las lombrices se mantuvieron durante dos semanas en la oficina N° 401
ubicada en el cuarto piso del edificio de Ciencias, de la Universidad de Oriente, en
cestas plasticas con capacidad de 40 kg, bajo condiciones controladas: pH del sustrato
7,4 £ 0,2, temperatura en 30 = 2 °C y la humedad relativa en 35+. Posterior a este
periodo, se seleccionaron organismos de masa promedio igual 0,5 £ 0,2 g con el clitelo
bien desarrollado como sefial de madurez reproductiva para los bioensayos de

exposicion.
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Figura 1. Ubicacion de la estacion experlmental de Blotecnologlas Agricolas (recuadro

blanco) de donde proceden los ejemplares de E. andrei. Imagen satelital captada a través del
programa Google Earth Pro.



Bioensayo de toxicidad subletal

Como fase inicial de esta investigacion, se realizo la exposicion de las lombrices
de tierra por 28 dias a concentraciones subletales del cobre, al herbicida glifosato y de
ambos compuestos incorporados juntos, a fin de evaluar posteriormente los efectos sobre
biomarcadores moleculares en la lombriz de tierra E. andrei. Para ello, en recipientes
plasticos de 340 cm? de capacidad, se colocaron 200 g del sustrato organico con las
caracteristicas anteriormente descritas, se afiadieron 60 mL de las soluciones del metal,
del agroquimico y de las combinaciones de ambos y se procedié a revolver para facilitar
su distribucién homogénea en el sustrato. Se probaron dos concentraciones de cobre, dos
de glifosato preparadas a partir del herbicida Glifomax y dos soluciones compuestas por
la unién de las dosis del metal y del herbicida. Estas concentraciones subletales que
garantizaron el 100% de supervivencia de las lombrices durante la exposicion, se
seleccionaron a partir de concentraciones letales media (CLso) del metal y el herbicida,
determinados a partir de bioensayos de toxicidad letales realizados con anterioridad
(CLso: 8,71 g de cobre/kg de sustrato y 5,21 g de sustrato de glifosato/kg de sustrato).
Un total de 560 lombrices de tierra se distribuyeron en seis grupos; cada uno
conformado por ocho réplicas de 10 lombrices cada una. Dos grupos de anélidos se
expusieron a 1,5y 3,0 g de cobre/kg de sustrato, referidos como Cul y Cu2, dos grupos
se trataron con 0,9 y 1,8 g de glifosato/kg de sustrato, designados como GFS1 y GFS2,
respectivamente y, finalmente, dos grupos de anélidos se sometieron a las mezclas de 3
g de cobre/kg de sustrato con 0,9 g de glifosato/kg de sustrato y 1,5 g de cobre/kg de
sustrato con 1,8 g de glifosato/kg de sustrato, estas ultimas consideradas como Mezl y
Mez2. Un grupo adicional de 80 lombrices colocadas en recipientes con sustrato
humedecido con agua fueron utilizadas como control.

Durante todo el bioensayo, se realizaron registros diarios de la humedad y el pH
del sustrato, de la temperatura de la sala asi como de la sobrevivencia de los organismos
controles y expuestos, considerdndose como muertos aquellos que no presentaron
ninguna respuesta sostenida a la estimulacion mecéanica. Con la finalidad de garantizar el
suministro apropiado de nutrientes y mantener constantes las concentraciones del metal

y del herbicida en el sustrato, cada dos semanas se realizaron recambios del sustrato de



los grupos tratados y controles. Transcurridos los 7 y 28 dias se tomaron al azar de cada
envase plastico cinco lombrices que fueron empleados en la determinacion de los

biomarcadores.

Biomarcadores fisiol6gicos

Para la cuantificacion de los biomarcadores moleculares, las lombrices de tierra
de cada tratamiento experimental se lavaron por separado en solucion fisioldgica 0,85%
a 4°C. Se colocaron posteriormente en planchas de hielo para adormecerlas, se les
extrajo el tracto digestivo por presion sobre el tegumento de la regién ventral haciendo
uso de pinzas de diseccion, se lavaron nuevamente en solucion fisiolégica y se

dividieron en regiones anterior y posterior picando con tijeras en tamafios iguales.

Lactato deshidrogenasa (LDH: EC 1. 1. 1. 27)

La actividad de la lactato deshidrogenasa se evalud siguiendo el protocolo de
Nusetti et al. (2015) por espectrofotometria, midiendo la velocidad de la reaccién de
oxidacion de la coenzima NADH a 340 nm, a una concentracion saturante del sustrato
durante un minuto (coeficiente de extincion: 6,22x10% mol/L/cm). Para ello, de cada una
de las lombrices de tierra sujetas a los diferentes tratamientos experimentales, se tomé
por separado el tejido de la region anterior y posterior y se homogeneizé en buffer
fosfato de potasio 50 mmol/L pH 7,0 a 4°C. Seguidamente, los extractos se transfirieron
a tubos eppendorf y se centrifugaron a 3 500 g por 10 minutos. Los sobrenadantes
obtenidos se emplearon para la cuantificacion de la actividad de la enzima en una mezcla
de reaccion (1 mL) contentiva de 830 pL de buffer fosfato de potasio 50 mmol/L pH 7,0,
20 puL de NADH, 50 pL del extracto enziméatico y 100 pL del sustrato piruvato. La
actividad se expreso en unidades por gramo de masa himeda (U/g.m.h), siendo una U de
LDH los pmoles de NADH oxidados a NAD* en un minuto.

Proteinas totales (PT)

La cuantificacion de proteinas se realiz6 mediante métodos colorimétricos,



siguiendo el protocolo de Lowry et al. (1951). El tegumento de la region anterior y
posterior de las E. andrei se homogeniz6 en una proporcién 1:9 m/v en una solucion de
buffer fosfato de potasio 50 mmol/L pH 7,5 a 4°C. Posteriormente, el homogenizado se
centrifugd a 3 000 x g por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante resultante se utiliz6 como
fuente de proteinas. La concentracion de proteinas totales se estimo
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 540 nm en una mezcla de reaccion
de un volumen final de 1 mL, constituida por 50 pL del sobrenadante de las muestras, 50
pL de agua, 800 pL del reactivo R: (reactivo de Biuret) y 100 pL del reactivo R
(reactivo de Folin-Ciocalteau). Para la cuantificacion de PT se utilizd una curva de
calibracion preparada con albimina de suero bovino como estdndar (ASB: 10 mg/mL
Sigma 9048-46-8). Los resultados se expresaron en mg de proteinas por gramo de masa

himeda (mg de proteinas/ g.m.h).

Biomarcadores del sistema antioxidante
Catalasa (CAT: EC 1. 11. 1.6)

La estimacién de la actividad enzimatica de la catalasa en el tejido de la region
anterior y posterior de lombriz de tierra E. andrei se realiz6 usando el protocolo de
Claiborne (1984), con algunos ajustes en la concentracion del sustrato y el volumen del
extracto enzimatico. Para la preparacion del extracto enzimatico, se realizaron
homogeneizados de la masa tisular (1:9 m/v) en una solucion tampén de Tris-HCI 20
mmol/L, pH 7,6 a 4°C, contentiva de EDTA-Na> 1 mmol/L, sucrosa 0,5 mol/L y KCI
0,15 mol/L, utilizando un homogeneizador manual Polter-Elvehjem. Justo antes de
homogeneizar, se agregaron 10 uL de &cido fenil-metil-sulféonico (PMSF) 10 mmol/L
(preparado en alcohol isopropilico). EI homogeneizado se centrifugd inicialmente en una
centrifuga refrigerada Hermle Z-360 K a 1 100 x g por 10 minutos a 4°C y
posteriormente a 2 200 x g por 20 minutos a 4°C. El sobrenadante resultante se utilizo
para determinar la actividad de la enzima, para lo cual se empled un espectrofotometro
de UV-VIS Helios g modelo 1.0, bajo condiciones de temperatura controlada a 25 +

1°C, siguiendo el descenso a 240 nm en la concentracion del sustrato H2O2 (coeficiente



de extincién: 40 mmol/L/cm) en una mezcla de reaccion (1 140 pL) contentiva de 980
pL de buffer fosfato de potasio 50 mmol/L pH 7,2, 30 pL de H202 50 mmol/L y 30 pL
de la muestra. Los resultados se expresaron en unidades enzimaticas por gramo de masa
humeda (U/g.m.h), siendo una unidad (U) de CAT equivalente a los pmoles de H20:

transformados en sus productos en un minuto.

Tioles totales (-SH)

La concentracion de tioles totales se determiné siguiendo el protocolo de Ellman
et al. (1961), en el cual el reactivo 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) reacciona con
los grupos sulfidrilos (-SH) libres y asociados a proteinas formando un producto
coloreado, el anion 2-nitro-5-benzoato, que absorbe luz a 412 nm. Para ello se tomd,
tanto de la region anterior como de la posterior de cada lombriz de tierra, 0,1 g de tejido
y se homogeniz6 en una proporcion 1:9 m/v con 900 uL de buffer Tris EDTA pH 8.9 a
4°C. Seguidamente se centrifugaron las muestras a 3 500 x g durante 5 minutos a 4°C.
El sobrenadante obtenido se utiliz6 como fuente de grupos -SH. Su cuantificacion se
llevé a cabo preparando una mezcla de reaccion en la celda de experimentacion
contentiva inicialmente de 38 pL de la muestra, 144 pL de buffer Tris EDTA, 770 pL de
metanol. Se inici6 la reaccion afadiendo a la mezcla 48 uL de DTNB (preparado
disolviendo 29,7 g en 25 mL de metanol). Las preparaciones se dejaron reposar a
temperatura ambiente durante 5 minutos, se centrifugaron a 3 000 x g por 5 minutos y
finalmente se realizaron las lecturas de absorbancias en un espectrofotémetro UV/VIS a
una longitud de onda de 412 nm. Se prepar6 una celda “blanco” con todos los reactivos
excepto la muestra. Las concentraciones de tioles totales se calcularon mediante el
empleo de una curva de calibracion preparada con glutation reducido (GSH) a una
concentracion 3 mmol/L como estandar. Las concentraciones de tioles totales se

expresaron en pmoles de -SH por gramos de masa himeda (umoles de -SH/g.m.h).
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Biomarcador de estrés oxidativo
Peroxidacion de lipidos

La peroxidacion de lipidos se estimd por el método de analisis de sustancias
reactivas del &cido tiobarbitdrico (TBARS), el cual se fundamenta en la cuantificacion
colorimétrica de uno de los principales productos de la peroxidacion de lipidos, el
malondialdehido (MDA), siguiendo el protocolo estandarizado por Livingstone (2001).
Para ello, 0,1 g de tejido de las regiones anterior y posterior de E. andrei se
homogenizaron, cada una, en 2 mL de buffer fosfato de potasio 100 mmol/L pH 7,5, se
centrifugaron a 3 500 x g por 15 minutos a 4°C. Separado el precipitado del
sobrenadante, se tom6 de éste Gltimo una alicuota de 250 pL y se completdé a un
volumen de 1 mL la mezcla de reaccidn con 250 uL de Stop Mix (&cido tricloroacético
12,5 % y écido clorhidrico 1 mol/L) y 500 uL de acido tiobarbitarico (1%). La mezcla se
coloco a bafio de Maria a 100°C con agitacion constante durante 40 minutos. Se dejo
enfriar la preparacién a temperatura ambiente, luego se centrifugé a 3 000 x g por 10
minutos a 4°C y se procedié a realizar la lectura de la absorbancia en un
espectrofotometro UV/VIS a 532 nm. La celda “blanco” estuvo constituida por todos los
reactivos a excepcion del extracto. Las concentraciones de TBARS se calcularon usando
un coeficiente de extincion de 1,56 x 10° mmol/L/cm. Los resultados se expresaron en
nmol de MDA por gramo de masa himeda (nmol de MDA/ g.m.h).

Andlisis estadisticos

Una vez comprobado el cumplimiento de los supuestos de normalidad de datos y
homogeneidad de varianzas, se determinaron, mediante ANOVA y T-Student si existian
diferencias significativas en las respuestas bioguimicas que se evaluaron en la lombriz
de tierra E. andrei expuesta a dos concentraciones subletales de cobre, glifosato y a las
combinaciones de cobre con glifosato durante diferentes periodos de exposicion. De
encontrarse diferencias significativas estas seran estimadas mediante la prueba de
contraste de rangos multiples de Duncan al 95%. Aquellos datos que no cumplieron con

los supuestos fueron analizados a través de la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y
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Mann-Whitney (Sokal y Rohlf, 1969). Los analisis se realizaron utilizando el paquete
estadistico Statgraphic version 5.1 en ambiente Windows Yy los resultados se expresaron

con medias y desviacion estandar en tablas y graficos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Biomarcadores fisiologicos
Lactato deshidrogenasa (LDH)

La Figura 2 muestra la actividad de la enzima LDH en ambas regiones del
tegumento corporal de E. andrei sujeta a los distintos tratamientos a los 7 y 28 dias de
exposicion. Los resultados de la region anterior se muestran en la Figura 2A; a los 7 dias
de exposicion se observaron variaciones en la actividad de la enzima en respuesta a los
diferentes tratamientos; descensos con respecto al grupo control (Control= 2,65+0,65
U/g.m.h) se registraron en Cul y GFS2 donde se obtuvo el valor mas bajo (Cul=
2,87+0,315 U/g.m.h; GFS2= 2,65+0,63 U/g.m.h) y aumentos en Cu2 y en los grupos
tratados con las mezclas que presentaron los valores mas altos (Cu2= 3,62+0,79
U/g.m.h; Mezl= 4,16+0,73 U/g.m.h; Mez2= 5,49+0,79 U/g.m.h). A los 28 dias, en la
misma region se evidencio un aumento de la actividad de LDH en la mayoria de los
tratamientos comparado con el grupo no expuesto (Control= 2,65+0,65 U/g.m.h),
mostrando los valores mas altos en los tratamientos de cobre (Cul= 7,12+0,27 U/g.m.h;
Cu2= 11,75+£3,84 U/g.m.h), seguido de GFS2 (GFS2= 5,53+£1,07 U/g.m.h). El
comportamiento de esta misma variable en la region posterior se muestra en la Figura
2B. Se puede observar en esta region que todos los tratamientos provocaron incrementos
en la LDH en ambos periodos de exposicién, siendo los organismos tratados con las
mezclas los que exhibieron los mayores valores a los 7 dias (MEZ1=7,33+1,98 U/g.m.h;
MEZ2= 6,91+1,49 U/g.m.h), en comparacion con su grupo control (Control= 2,48+0,44
U/g.m.h) y a los 28 dias, los tratamientos individuales con cobre (Cul= 6,32+0,64
U/g.m.h; Cu2=11,43+2,90 U/g.m.h).

Los andlisis estadisticos revelaron diferencias significativas en las actividades de
LDH en E. andrei sujetas a los distintos tratamientos, tanto en la region anterior (KW=
21,1963; p<0,05; Apéndice 1) como en la posterior (KW= 35,5481; p<0,05; Apéndice 2)
asi como, entre ambas regiones (Mann-Whitney= 646,5; p<0,05; Apéndice 3) y entre los
tiempos de exposicion para la region anterior (Mann-Whitney= 423,0; p<0,05; Apéndice
4) y posterior (Mann-Whitney= 346,0; p<0,05, Apendice 5).
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Figura 2. Actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH) (U/g.m.h), en el tegumento de la
region anterior (A) y posterior (B) de Eisenia andrei controles y expuestas por 7 y 28
dias a cobre (Cul= 1,5 g de cobre/kg de sustrato; Cu2= 3 g de cobre/kg de sustrato),
glifosato (GFS1= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato; GFS2= 1,8 g de glifosato/kg de
sustrato) y las mezclas de ambos (Mezl= Cu2+GFS1; Mez2= Cul+GFS2). Las barras
expresan las medias y tendencia de la desviacion estandar. (*** Indican diferencias p<0,001).

Proteinas totales (PT)

La concentracion de PT se muestra en la Figura 3. En la regién anterior, a los 7
dias de exposicién se observaron variaciones en las PT de todos los grupos
experimentales; los valores mas bajos se encontraron en los tratamientos individuales
con cobre (Cul= 66,46+22,15 mg/g.m.h; Cu2= 49,34+16,87 mg/g.m.h) y los mas altos
en los tratados con glifosato (GFS1= 56,65+13,42 mg/g.m.h; GFS2= 115,91+21,34
mg/g.m.h) en relacién con el grupo control (Control= 89,28+16,20 mg/g.m.h). En
contraste, a los 28 dias de exposicion todos los tratamientos produjeron incrementos en
las PT, siendo el valor maximo Cu2= 137,48+37,73 mg/g.m.h y Mez2= 133,63+50,07
mg/g.m.h (Figura 3A). En la region posterior, las PT también variaron segun los
tratamientos a los 7 dias, registrandose descensos en los grupos tratados con cobre
(Cul= 51,80+16,20 mg/g.m.h; Cu2= 58,12+18,83 mg/g.m.h) y aumentos en los
expuestos a las mezclas (Mezl= 103,84+16,81 mg/g.m.h; Mez2= 86,96+18,04
mg/g.m.h) y al glifosato (GFS1= 112,51+22,05 mg/g.m.h; GFS2= 150,05+34,75
mg/g.m.h). A los 28 dias, todos los grupos exhibieron aumentos de la PT con respecto al

control (Control= 86,48+34,21 mg/g.m.h), siendo el grupo tratado con la mas baja dosis
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de glifosato (GFS1= 139,24+22,00 mg/g.m.h) el que mostr6 mayor contenido de PT,
seguido de la dosis més alta de cobre (Cu2= 138,05+£22,99 mg/g.m.h) (Figura 3B).

Segun el analisis estadistico no se encontraron diferencias significativas en las
PT de la region anterior de E. andrei sujeta a los distintos tratamientos (KW= 8,81;
p>0,05; Apéndice 6), sin embargo, en la region posterior si hubo diferencias en esta
variable segln los diferentes tratamientos (KW= 24,5; p<0,05; Apéndice 7), al igual que
para el factor tiempo en la region anterior (Mann-Whitney= 467,5; p<0,05; Apéndice 9)
y posterior (Mann-Whitney= 358,0; p<0,05; Apéndice 10), asi como entre ambas
regiones (Mann-Whitney= 722,5; p<0,05; Apéndice 8).
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Figura 3. Concentracion de proteinas totales (mg/g.m.h.), en el tegumento de la regién
anterior (A) y posterior (B) de Eisenia andrei controles y expuestas por 7 y 28 dias a
cobre (Cul= 1,5 g de cobre/kg de sustrato; Cu2= 3 g de cobre/kg de sustrato), glifosato
(GFS1= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato; GFS2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato) y las
mezclas de ambos (Mez1l= Cu2+GFS1; Mez2= Cul+GFS2). Las barras expresan las medias y

tendencia de la desviacion estandar. (*** Indican diferencias p<0,001).
Biomarcadores del sistema antioxidante
Catalasa (CAT)

En la Figura 4, se muestra la actividad enzimatica de la CAT en E. andrei sujeta
a los distintos tratamientos a los dos periodos de exposicion. En la region anterior, a los
7 dias de exposicion se observaron descensos de CAT en la mayoria de los tratamientos
comparado con el grupo no expuesto (Control= 504,11+246,02 U/g.m.h), registrandose
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el valor més bajo en el tratamiento Cul (Cul= 260,20+£100,97 U/g.m.h), mientras que, a
los 28 dias se observaron variaciones con respecto al grupo control que exhibi6 un valor
de 533,72+232,68 U/g.m.h; la actividad de la CAT disminuy6 hasta valores minimos en
los grupo tratados con ambas mezclas (Mezl= 314,97+83,88 U/g.m.h; Mez2=
339,64+122,59 U/g.m.h) y aumentd hasta sus valores maximos en los tratamientos
individuales con glifosato (GFS= 858,46+205,61 U/g.m.h; GFS2= 773,24+166,19
U/g.m.h) (Figura 4A). En la region posterior (Figura 4B), a los 7 dias de exposicion, en
comparacion con el grupo no expuesto (Control= 594,49+246,31 U/g.m.h), la mayoria
de los tratamientos provocaron descensos en CAT (Cul= 367,43+91,50 U/g.m.h; GFS1=
430,26+82,69 U/g.m.h; Mezl= 582,38+275,30 U/g.m.h y Mez2= 405,06+118,02
U/g.m.h) sin embargo, las dosis mas altas de cobre (Cu2= 605,96+230,43 U/g.m.h) y
glifosato (GFS2= 771,74+210,92 U/g.m.h) estimularon la actividad de la enzima. A los
28 dias también se observd una disminucion de la actividad en todos los tratamientos,
excepto para los tratamientos individuales con glifosato en donde aumentd (GFS1=
1086,41+£275,68 U/g.m.h; GFS2= 1146,20£238,59 U/g.m.h) con respecto al control
(Control= 667,69+227,60 U/g.m.h).

Todos los tratamientos produjeron diferencias significativas en la actividad de la
CAT tanto en la region anterior (KW= 14,4; p<0,05; Apéndice 11) como la posterior
(KW= 30,8508; p<0,05; Apéndice 12). La prueba Mann-Whitney reveld diferencias
significativas entre regiones (Mann-Whitney= 1077,0; p<0,05; Apéndice 13) y con
respecto al tiempo de exposicion, sélo para la region anterior (Mann-Whitney= 428,5;
p<0,05; Apéndice 14).
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Figura 4. Actividad enzimatica de la catalasa (U/g.m.h.), en el tegumento de la regién
anterior (A) y posterior (B) de Eisenia andrei controles y expuestas por 7 y 28 dias a
cobre (Cul= 1,5 g de cobre/kg de sustrato; Cu2= 3 g de cobre/kg de sustrato), glifosato
(GFS1= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato; GFS2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato) y las

mezclas de ambos (Mez1= Cu2+GFS1; Mez2= Cul+GFS2). Las barras expresan las medias y
tendencia de la desviacidn estandar. (*** Indican diferencias p<0,001).

Tioles totales (-SH)

En la Figura 5 se muestran los resultados de los tioles totales evaluados en la
region anterior (A) y posterior (B) de E. andrei expuesta a los distintos tratamientos por
7 y 28 dias. Las concentraciones promedios de grupos tioles en los dos periodos de
exposicion para la region anterior y posterior de organismos controles oscilaron entre
1 342,17 pmoles -SH/g.m.h y 1 792,96 pmoles -SH/g.m.h, respectivamente. Los
tratamientos no tuvieron efecto sobre esta variable en la region anterior (ANOVA=1,67;
p>0,05; Apéndice 16) y posterior (ANOVA= 1,80; p>0,05; Apéndice 18), ni tampoco el
factor tiempo tuvo efecto sobre los -SH de la regién anterior (T-Student= 59,30; p>0,05;
Apéndice 21) y posterior (T-Student= 42,25; p>0,05; Apéndice 22). Por el contrario,
entre los -SH de ambas regiones se encontraron diferencias significativas (T-Student= -
2,035; p<0,05; Apéndice 20).
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Figura 5. Contenido de grupos tioles totales (mmol/L), en el tegumento de la region
anterior (A) y posterior (B) de Eisenia andrei controles y expuestas por 7 y 28 dias a
cobre (Cul= 1,5 g de cobre/kg de sustrato; Cu2= 3 g de cobre/kg de sustrato), glifosato
(GFS1= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato; GFS2= 1,8 g de glifosato/kg de sustrato) y las

mezclas de ambos (Mez1l= Cu2+GFS1; Mez2= Cul+GFS2). Las barras expresan las medias y
tendencia de la desviacion estandar. (*** Indican diferencias p<0,001).

Biomarcador de estrés oxidativo
Peroxidacion de lipidos (MDA)

Los niveles de MDA en ambas regiones de E. andrei expuesta por 7 y 28 dias a
los distintos tratamientos se muestran en la Figura 6. En la region anterior, a los 7 dias
de exposicién se encontraron descensos en la mayoria de los tratamientos, comparado
con el grupo no expuesto (Control= 160,15+67,15 nmoles de MDA/g.m.h,),
observandose el valor mas bajo en el tratamiento con la dosis menor de glifosato
(GFS1= 86,02+31,13 nmoles de MDA/g.m.h), mientras que, a los 28 dias se
evidenciaron aumentos en todos los grupos en comparacion con su control respectivo
(Control= 136,02+32,60 nmoles de MDA/g.m.h) registrandose los valores mas altos en
los tratamientos con Cu2= 912,68+£171,53 nmoles de MDA/g.m.h y Mez2=
796,62+261,67 nmoles de MDA/g.m.h (Figura 6A). En la region posterior también
variaron mucho los niveles de MDA a los 7 dias; en comparaciéon con el grupo no
expuesto (Control= 136,62 nmoles de MDA/g.m.h); los expuestos a las mezclas tuvieron

ligeros descensos y los tratados con la dosis menor de glifosato exhibieron el valor mas
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bajo (GFS1= 87,18+34,78 nmoles de MDA/g.m.h), mientras que, los promedio mé&s
altos se registraron en Cul y GFS2 (Cul= 209,59+95,97 nmoles de MDA/g.m.h; GFS2=
208,33£63,38 nmoles de MDA/g.m.h). A diferencia, a los 28 dias se observaron
incrementos en la mayoria de los tratamientos (Cul= 686,96+63,38 nmoles de
MDA/g.m.h; GFS2= 754,45+£368,62 nmoles de MDA/g.m.h; Mez2= 813,74+188,63
nmoles de MDA/g.m.h), siendo el grupo expuestos a la concentracién mas alta del metal
el que mostré el mayor valor (Cu2= 1019,23+218,44 nmoles de MDA/g.m.h) en
comparacion con el grupo no expuesto (Control= 141,56+40,04 nmoles de MDA/g.m.h)
(Figura 6B).

El anlisis de varianza ANOVA revel6 que los diferentes tratamientos ejercieron
un efecto significativo sobre los niveles de malondialdehido en la region anterior
(ANOVA= 2,36; p<0,05; Apendice 23) y posterior (ANOVA= 2,68; p<0,05; Apéndice
25) de E. andrei. Asi mismo, la prueba T-Student evidencio diferencias significativas
entre los tiempos de exposicion tanto para region anterior (T-Student= -9,88; p<0,05;
Apéndice 28) como para la region posterior (T-Student= -9,403; p<0,05; Apéndice 29).
Por el contrario, revel6 que no existe diferencias significativas para region (T-Student= -

0,57642; p>0,05; Apéndice 27) (Apéndices 27, 28, 29).
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Figura 6. Niveles de malondialdehido (MDA) (nmoles de MDA/g.m.h.), en el tegumento
de la region anterior (A) y posterior (B) de Eisenia andrei controles y expuestas por 7'y
28 dias a cobre (Cul= 1,5 g de cobre/kg de sustrato; Cu2= 3 g de cobre/kg de sustrato),
glifosato (GFS1= 0,9 g de glifosato/kg de sustrato; GFS2= 1,8 g de glifosato/kg de
sustrato) y las mezclas de ambos (Mezl= Cu2+GFS1; Mez2= Cul+GFS2). Las barras
expresan las medias y tendencia de la desviacion estandar. (*** Indican diferencias p<0,001).
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En esta investigacion se estimaron BMs fisiologicos (LDH y PT), del sistema
antioxidante (CAT Yy tioles totales) y de estrés oxidativo (MDA) para evaluar los efectos
individuales del cobre, del glifosato y de las mezclas de ambos quimicos en la region
corporal anterior y posterior de E. andrei expuesta por 7 y 28 dias. En general, la
sensibilidad de los BMs fue diferente en ambas regiones del organismo y los cambios
observados en la mayoria de los casos fueron dependientes de la concentracion y del tipo
de tratamiento asi como, del tiempo de exposicion.

Los cambios mas determinantes se observaron a los 28 dias de exposicion,
periodo en el cual todos los tratamientos tuvieron efectos estimulantes sobre la actividad
de LDH, proteinas totales y los niveles de MDA en ambas regiones corporales del
organismo, no siendo éste el caso a los 7 dias, en donde los resultados mostraron
variaciones para cada tratamiento en ambas regiones. De los marcadores de defensas
antioxidantes evaluados, sélo la CAT fue afectada en ambas regiones, exhibiendo
también un patrén de respuesta cambiante en los distintos grupos experimentales en los
dos periodos de exposicion. Tales resultados sugieren que la especie en estudio
desarrolla distintas estrategias bioquimicas durante el tratamiento agudo y cronico con
los tdxicos probados, posiblemente para atenuar su toxicidad y controlar el desarrollo de
dafios oxidativos excesivos que pongan en riesgo su crecimiento, reproduccion y

sobrevivencia.

Biomarcadores fisioldgicos: LDHy PT

Excepto GFS2, los demas tratamientos provocaron aumentos en la actividad de
LDH en las dos regiones corporales de E. andrei durante los dos periodos de exposicion,
evidenciando la sensibilidad de este BM para detectar tempranamente efectos asociados
con el metabolismo energético del organismo sujeto a la contaminacién aguda y cronica
con cobre, glifosato y a sus mezclas. La LDH es una enzima clave involucrada en la
produccion anaerdbica de energia, reciclando el poder reductor NADH vy participando en
la ruta guconeogénica (Tripathi et al., 2011), cuya actividad ha sido previamente

demostrada en lombrices (Shekari et al., 2008).
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Los aumentos de LDH observados en este estudio podrian estar asociados con
una mayor actividad de la enzima necesaria para satisfacer una mayor demanda de
energia en el organismo asociado a su vez, con las estrategias de compensacion
bioquimicas para sobrellevar el estrés inducido por la exposicion a los toxicos,
aseveracion ésta que concuerda con los sugerido previamente por Owagboriayea et al.
(2020). Estos autores en tres especies distintas de lombrices encontraron que luego de 2
semanas de la exposicion a glifosato, LDH exhibié aumentos significativos asociados
con el desarrollo de estrés oxidativo en el tejido corporal de las lombrices. En
concordancia con lo evidenciado por los referidos autores, en el presente estudio la
estimulacion de LDH se asoci6 con incrementos en los niveles de MDA a los 28 dias de
exposicion a todos los tratamientos, lo que permite inferir que en ese periodo (largo
plazo) posiblemente es cuando el organismo optimiza los ajustes fisioldgicos para
mantener la homeostasis metabodlica y, los cambios en la actividad de la enzima
estuvieron relacionados con los dafios oxidativos del tejido, tal como lo sugiere los
incrementos en el marcador de reacciones de lipoperoxidacion (MDA) y de estrés
oxidativo.

Resultados similares a los de esta investigacion, fueron registrados por Rico et al.
(2016) en E. fetida y otras especies de lombrices expuestas a diferentes pesticidas, donde
evidenciaron que bajas concentraciones de pesticidas provocaron aumentos en LDH,
efecto que desaparecié con el aumento de la concentracion del toxico (Tripathi et al.,
2009). Owagboriayea et al. (2020) observaron que las actividades de LDH y GST
aumentaron en tres especies de lombrices de tierra (Alma millsoni, Eudrilus eugeniae y
Libyodrilus violaceus) expuestas a glifosato, resultados que relacionaron con los ajustes
bioquimicos y fisioldgico de estos organismos impuestos por el estrés de la exposicion al
herbicida. Rodriguez-Seijo et al. (2018) registraron un aumento similar en LDH en
lombrices de tierra expuestas a microplasticos de polietileno y lo asociaron con el
consumo de energia y dafios celulares debidos a la peroxidacion de lipidos y estrées
oxidativo impuesto por la exposicion al contaminante.

Recientemente, Lammertyn et al. (2021) no encontraron efectos del pesticida

antrazina sobre la actividad de LDH en E. fetida a los 7 dias de expuesta, sin embargo, a
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los 28 dias de exposicion el pesticida provocé aumentos significativos en la enzima. En
contraste a lo observado en este estudio para E. andrei, Samal et al. (2019) en Eudrilus
eugeniae no detectd cambios en LDH expuesta a glifosato a pesar de que reporto
incrementos en MDA, lo que pone en evidencia que los mecanismos bioguimicos que se
activan frente a estresores quimicos puede variar entre las especies.

El nivel de toxicidad de los quimicos ambientales puede cambiar cuando éstos
interacttan, formando parte de mezclas complejas de dos o mas toxicos. La coexistencia
de contaminantes puede aumentar la toxicidad (sinergismo), permanecer igual (aditivo)
o disminuirla (antagonismo), dependiendo de factores ambientales, asi como de la
biodisponibilidad y biotransformacion de los toxicos (Alengebawy et al., 2021). La
biodisponibilidad de quimicos en el suelo depende a su vez, en el caso de los metales, de
las reacciones de especiacion quimica de éstos asi como, de las reacciones de formacion
de complejos con ligandos moleculares en el interior del organismo (Li et al., 2020). En
el presente estudio, la actividad de LDH en los organismos expuestos a las dos mezclas
del metal y el herbicida también exhibi6o incrementos en comparacién con el grupo
control, sin embargo, estos aumentos fueron similares a los observados en los
tratamientos individuales con el herbicida, pero aproximadamente 2 veces menor que los
observados en los organismos expuestos individualmente al cobre. Tales resultados
ponen en evidencia un posible efecto interactivo entre ambos quimicos que atenda la
respuesta enzimatica.

En el contexto anterior, algunos autores han evaluado el efecto combinado de
metales y pesticidas por considerarlo de mayor utilidad para inferir sobre la toxicidad de
estos quimicos, ya que en el medio ambiente natural éstos se encuentran formando parte
de mezclas complejas (Uwizeyimana et al., 2017). Efectos interactivos diversos de
mezclas de contaminantes han sido reportados en lombrices. Un efecto antagonico fue
observado en la toxicidad de una mezcla del pesticida acetoclor y cobre en comparacion
con la accion por separado de ambos quimicos sobre el crecimiento y la reproduccion de
E. fetida (Liang y Zhou, 2003). Wang et al. (2015) evalu6 el efecto de cadmio
combinado con varios pesticidas en lombrices y revel6 que, 11 de las mezclas probadas

tuvieron efecto sinérgico y 5 de ellas mostraron accion antagénica, concluyendo que el
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aumento de la toxicidad es lo més frecuente cuando los quimicos coexisten en mezclas
complejas.

Un patrén similar de respuesta al de LDH exhibidé el contenido de proteinas
totales en ambas regiones corporales de E. andrei; incrementaron con todos los
tratamientos quimicos a los 28 dias de exposicion, indicando que, ante la situacion de
estrés pudo estimularse de la sintesis de proteinas como estrategia bioquimica para
controlar la bioacumulacion, facilitar la biotransformacion y excrecion de los productos
metabolicos de ambos toxicos. No obstante, es importante destacar que la activacion de
tales mecanismos bioquimicos no fue suficiente para evitar el estrés oxidativo que se
desarroll6 en ambas regiones del organismo durante ese periodo.

En el contexto anterior, se conoce que la exposicion a contaminantes ambientales
organicos e inorganicos induce la activaciobn de mecanismos moleculares para
compensar el estrés quimico; muchos de ellos dependientes de péptidos, proteinas y
enzimas (Mincarelli et al., 2019). En lombrices, la tolerancia a contaminantes organicos
y a metales depende de la induccién de un tipo particular de proteinas de bajo peso
molecular; las metalotioneinas (MT) (Kowald et al., 2016), asi como de otras proteinas
de alto peso molecular en poliquetos (Marcano et al., 1996) que participan directamente
en la fijacion y compartimentalizacion intracelular de los metales, como antioxidantes
que regulan los niveles de EROs (Dallinger et al., 2000; Fisker et al., 2013; Mustonen et
al., 2014). Adicionalmente, aumentos en las proteinas totales puede ser consecuencia de
la sintesis de proteinas con funcion de enzimas antioxidantes encargadas de controlar la
sobreproduccién de radicales libres que genera la exposicion a contaminantes (Givaudan
et al., 2014; Salvio et al., 2016; Mkhinini y Jastrzebska, 2019). Aunque en el presente
estudio no se evaluaron las concentraciones de MT, la ausencia de cambios en los tioles
totales (-SH) en ambas regiones corporales de E. andrei por la accién de los
tratamientos, asi como los cambios en la enzima CAT podrian indicar que tanto esta
enzima como otras proteinas (posiblemente MTs u otras proteinas similares) son las que
principalmente ejercen el rol de defensa antioxidante celular.

La importancia de las MT en el control de la toxicidad en suelos contaminados

con agroquimicos contentivos de metales como cobre fue recientemente evidenciada por
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Hattab et al. (2009); sus resultados revelaron bioacumulacién de metales (Cu, Cd, Pb y
Zn) en E. andrei acompafado de aumentos en MT y MDA. Defarge et al. (2018)
encontraron una significante correlacion positiva entre las concentraciones de metales en
los tejidos de diferentes especies de lombrices y el contenido de MT.

En este estudio, las concentraciones de proteinas totales encontradas en las
lombrices de tierra tratadas con las mezclas fueron similares a las obtenidas en los
anélidos expuestos a las dosis de metal y de glifosato por separado, por lo que se puede
inferir que, la coexistencia de ambos quimicos en el sustrato no altera la accion
perjudicial de ambos. Para la misma especie en estudio E. andrei, Castillejo (2020)
reportd resultados, no encontrando interaccion entre ambos quimicos que modificaran su
efecto sobre la concentracion de proteinas. Zhou et al. (2013) y Zhang et al. (2020)
reportaron que las interacciones exhibidas por herbicidas y los metales pesados se deben
a que ambos compiten por la via de entrada al interior de las lombrices de tierra,
disminuyendo asi la capacidad de ingreso de uno con respecto al otro compuesto.

Biomarcadores de defensas antioxidante: CAT y -SH

En E. andrei, todos los tratamientos afectaron significativamente la actividad de
la enzima CAT en ambas regiones, tales cambios variaron para cada tratamiento y, en la
region anterior dependieron del tiempo de exposicion. Exceptuando los grupos Cu2 y
GFS2 en la region anterior, a los 7 dias de exposicion la actividad de CAT en ambas
regiones disminuyd en todos los tratamientos. Sin embargo, a los 28 dias en ambas
regiones la actividad enzimatica fue cambiante, observandose descenso en algunos casos
(Cul, MZ1y MZ2) y aumentos en otros (Cu2, GFS1 y GFS2). Tales variaciones de esta
enzima sugieren su importancia como estrategia de defensa antioxidante celular que se
activa ante un posible incremento en la produccion y remocion de oxiradicales;
especificamente a los originados por la degradacion de H2O> u otros perdxidos organicos
(Holzinger et al., 2022) que pudieron desencadenar el estrés oxidativo en el organismo a
los 28 dias de exposicion; evidenciado por niveles de MDA incrementados en todos los

tratamientos para ese periodo.
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A pesar de que H202 no es un radical libre, éste puede difundir a través de las
membranas y al reaccionar con metales de transicioén genera el radical hidroxilo (+OH);
uno de los oxiradicales mas perjudiciales, inductor de reacciones de oxidacion de lipidos
y proteinas de membranas que dafian la integridad y funcionamiento celular (Di Giulio
et al., 1995). El desarrollo de patologias oxidativas, mediadas por este hidroperoxido en
el tejido muscular de E. andrei pudo alterar la tasa de recambio proteica y provocar
descensos en la actividad CAT, cuando la demanda de la enzima supera los niveles
basales de ésta y la capacidad de sintesis se encuentra disminuida o por el contrario,
aumentos de la actividad enzimética, si la tasa de recambio favorece la biosintesis en
comparacion con la de degradacion proteica. Dentro de este contexto, Mincarelli et al.
(2019) investigaron el efecto del cobre sobre la expresion de genes que codifican para
CAT y SOD en E. andrei y no encontraron aumento en la expresion génica de estas
enzimas, concluyendo que posiblemente las respuestas adaptativas de enzimas
antioxidantes pueden no activarse en condiciones de excesivo estrés oxidativo mediado
por el cobre. Otros autores incluso han encontrado regulacion negativa de la expresién
génica de enzimas antioxidantes por el cobre (Gaete et al., 2010; Zheng et al., 2013).

Coincidente con los resultados de esta investigacion, Zhou et al (2013) emple6
tratamientos similares a los de este estudio y, evidencié un marcado descenso de CAT
asociado con un aumento de los niveles lipoperoxidacion en E. fetida expuesta a Cu (200
mg Cu/kg de sustrato), sin embargo, glifosato y la mezcla del metal con el herbicida no
afectaron la actividad de la enzima, contrastando estos dltimos resultados con los
encontrados en la presente investigacion, donde el tratamiento individual con glifosato
produjo aumentos en la actividad de CAT de ambas regiones a los 28 dias de exposicion.
Los incrementos de la enzima coincidieron con aumentos de las proteinas, lo que
permite inferir que los aumentos en la actividad de CAT posiblemente en esos grupos,
sea por induccion de la sintesis de la enzima. Variaciones en los resultados entre
diferentes autores posiblemente sean debidas a las diferencias inter e intraespecificas
entre los mecanismos bioguimicos que pueden exhibir los distintos organismos para
enfrentar el estrés inducido por diferentes sustancias quimicas, potencialmente

contaminantes (Hochachka y Somero, 2002).
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En concordancia con los resultados de esta investigacion, Lummato et al. (2013),
encontré incrementos de CAT en lombrices tratadas individualmente con glifosato.
Efectos similares de la exposicion al glifosato en lombrices de tierra han sido descritos
en otras investigaciones (Marcano et al., 2017; Garcia-Perez et al., 2020). Garcia-Pérez
et al. (2014) y Dzul-Caamal y Renddn-Von (2017), sefialaron aumentos en la actividad
de la catalasa en E. foetida cuando fue expuesta a diferentes concentraciones de
glifosato. Similarmente, Salvio et al. (2016) expusieron a Octolasion cyaneum a 134 y
535 ng de glifosato/kg de sustrato y asociaron los incrementos encontrados a la
activacion de defensas celulares como las enzimas antioxidantes superéxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), glutationa peroxidasa (GPx) y glutationa reductasa (GR), las
cuales resultaron estimuladas probablemente por un incremento en la produccién de
EROs durante la exposicién al herbicida.

La respuesta de E. andrei a los tratamientos con las mezclas tuvo un
comportamiento similar en ambas regiones en los dos periodos de exposicidn; descensos
en la actividad de CAT en comparacion con el grupo no expuesto, reflejando estos
resultados una atenuacion en el potencial de defensa antioxidante para contrarrestar la
sobreproducciéon de radicales libres, posiblemente por una demanda excesiva y
saturacion de las concentraciones basales de la enzima y una baja tasa de sintesis. Es
conocido que tanto cobre como glifosato coexisten en suelos contaminados y la
interaccion entre ellos alteran el mecanismo de accién tdxico que expresan los
organismos (Hussain et al., 2009). A diferencia de lo revelado en este estudio, donde no
se logré comprobar interaccion alguna entre cobre y glifosato, Zhou et al. (2013) en E.
fetida expuesta a una mezcla similar demostraron que la presencia de glifosato
disminuyd la biodisponibilidad y toxicidad del cobre debido a su alto potencial de accién
como agente quelante. Segun Tsui et al. (2005), la capacidad de acomplejamiento entre
el cobre y el glifosato puede cambiar la solubilidad, interferir con su biodisponibilidad,
bioacumulacion y mecanismos de toxicidad de ambos sobre los organismos.

En contraste a lo observado para CAT, ninguno de los tratamientos afecto el otro
BM de defensa antioxidante (grupos -SH) evaluado en este estudio, revelando estos

resultados que tales moléculas no tuvieron un rol importante como parte de las
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estrategias antioxidantes en E. andrei que controlan el desbalance generado por el estrés
oxidativo observado en el organismo a largo plazo. Es posible que, junto con CAT otras
proteinas (SOD, GPx, GST, Mt, entre ellas) sean las que median el proceso. En este
sentido, se conoce que la carencia de activacion de algunas respuestas antioxidantes
puede ser debido al mismo estrés oxidativo inducido por concentraciones excesivas del
toxico de prueba o alternativamente, podria deberse a una estrategia de optimizacion de
activacion selectiva de la expresion genica de moléculas especificas y de mayor utilidad
(Mincarelli et al., 2019). Al respecto, Brulle et al. (2007) evidenciaron que la exposicién
de E. fetida a cadmio produjo una activacion a nivel de transcripcion de MTs que tienen
una alta afinidad y facilitan una destoxificacion mas réapida y eficaz del metal, en
detrimento de otras proteinas menos relevantes para la adaptacion inmediata y

supervivencia.

Biomarcador de dano oxidativo: MDA

La peroxidacion lipidica es un mecanismo bien establecido de lesion celular y se
utiliza como indicador del estrés oxidativo en células y tejidos (Ifemeje et al., 2015
citado por Samal et al., 2019). Los perdxidos de lipidos son inestables y se descomponen
para formar una serie compleja de compuestos que incluyen compuestos de carbonilo
reactivos (Gaete et al., 2010). En especial, la peroxidacion de lipidos (LPO) ha sido
reportada como la mayor contribuyente para la pérdida de la funcionabilidad celular bajo
situaciones de estrés oxidativo, modificando la permeabilidad de sistemas membranales
(mitocondrias 0 microsomas), produciendo asi disrupcion de la energia, incluso muerte
celular (Schettino et al., 2012). Dado que el MDA es un producto de descomposicion
peroxidativa de lipidos producido por el ataque de los radicales libres a los acidos grasos
insaturados, la medicion de MDA se ha utilizado como indicador del peroxido lipidico
(Li et al., 2022). Ademas, refleja indirectamente el grado de la lesion celular (Chen et
al., 2020). Puede interactuar con proteinas y ADN para cambiar la actividad de las
proteinas, dafiar el ADN e inducir mutaciones genéticas; por lo tanto, su concentracién
es usada como un indicador de estrés oxidativo para medir el estado de dafio oxidativo

endogeno del cuerpo (Li et al., 2018).
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En el presente estudio, las concentraciones de MDA en ambas regiones del tejido
corporal de E. andrei exhibieron incrementos significativos a los 28 dias de exposicion a
todos los tratamientos, indicando el desarrollo de una condicion de estrés oxidativo,
posiblemente inducida por una sobreproduccién del radical OH debido al aumento en el
metabolismo de H2O. mediado por la reaccion de la CAT que también aumentd su
actividad en ese periodo.

En diferentes estudios se han empleado MDA como marcador de estrés oxidativo
y reportado incrementos en sus concentraciones en lombrices de tierra expuestas a
pesticidas, metales pesados y microplasticos, entre otros contaminantes (Hackenberger
et al., 2018; Huang et al., 2021; Sheng et al., 2021), sugiriendo que la toxicidad de tales
sustancias quimicas esta mediada por una sobreproducion de radicales libres y estrés
oxidativo. En este contexto, se conoce que en lombrices de tierra al igual que en otros
organismos, el principal blanco de accion de los radicales libres son las acidos grasos
polinsaturados de los lipidos de membranas, con los que interactian y catalizan
reacciones de formacién de perédxidos lipidicos y dafios oxidativos a las proteinas que
generan pérdida de la integridad estructural y funcional de las membranas celulares
(Samal et al., 2019).

Por otra parte, Holzinger et al. (2022) contrario a sus expectativas, encontraron
niveles mas bajos de MDA en E. fetida expuesta a diferentes contaminantes organicos,
revelando la dificultad para interpretar tales resultados, que podrian ser producto de la
complejidad de la respuesta al estrés oxidativo y las diferentes vias involucradas en el
proceso. Tales argumentos son validos para justificar los descensos de MDA observados
en la region anterior de la especie en estudio a los 7 dias de exposicion en la mayoria de
los tratamientos.

En general, los distintos tratamientos afectaron significativamente el contenido
de MDA, de proteinas totales y la actividad de CAT en ambas regiones de E. andrei,
siendo mayores los cambios de estos BMs en la region corporal posterior, lo que sugiere
una distribucion estratégica de las moléculas que conforman las defensas antioxidantes
para regular los inductores de daflos oxidativos, preservando las estructuras

reproductivas en la region anterior y activando preferiblemente en la region posterior los
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mecanismos necesarios para bioacumular, destoxificar y facilitar la eliminacion de los
xenobioticos. Dentro de este contexto, se conoce que el tracto intestinal de las lombrices
se localiza hacia la region posterior que finaliza en un poro o abertura anal (Morgan et
al., 2002); rodeando al intestino se encuentra el tejido cloragdgeno con una funcién
anédloga al higado de vertebrados, relacionada con el metabolismo de nutrientes
esenciales, asi como con los procesos de excrecion de productos de desecho,
destoxificacion y eliminacion de contaminantes (Stiirzenbaum et al., 2004). Conociendo
que el cobre afectd la reproduccion en L. terrestris (Kamitani y Kaneko, 2007) y E.
fetida (Spurgeon y Hopkin, 1996; Zaltauskaite y Sodiene, 2014), el establecimiento de
un gradiente de los antioxidantes a lo largo del cuerpo de E. andrei pudiera representar
una ventaja adaptativa que le garantizan la supervivencia en suelos contaminados con
quimicos organicos e inorganicos.

En Eiseia ssp, Herndndez et al. (2016), reporté aumentos significativos de grupos
tioles y proteinas totales en ambas regiones corporales del organismo, sugiriendo la
importancia de estos BMs como mecanismos de defensa antioxidante contra la toxicidad
inducida por cadmio, y la proteccién al tejido reproductivo localizado hacia la region
anterior. Estos autores, mencionan que, frente al tratamiento con cadmio, E. andrei
presenta una capacidad diferencial para modular respuestas bioquimicas a lo largo de su
cuerpo que le permite tolerar el metal manteniendo una eficacia reproductiva y su
supervivencia. En el anélido poliqueto Laeonereis acuta también se demostrd la
presencia de un gradiente antioxidante en las regiones anterior, media y posterior y la

CAT de la region media fue afectada perjudicialmente por H,O> (Da Rosa et al., 2005).
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CONCLUSIONES

Todos los biomarcadores evaluados en la region anterior y posterior de E. andrei,
excepto los -SH totales, fueron afectados por los tratamientos individuales y las mezclas
de cobre y glifosato, demostrandose su utilidad como sefiales de alerta temprana en el
monitoreo de la contaminacion terrestre.

Los efectos de los tratamientos fueron dependientes del tiempo de exposicion,
siendo a los 28 dias de exposicion donde E. andrei exhibié los mayores efectos
perjudiciales asociados al estrés oxidativo desarrollado en el tejido corporal del
organismo.

Los cambios en los BMs de la condicion fisiologica (LDH y PT) se asociaron
claramente con los cambios en el indice de estrés oxidativo (MDA), no siendo asi para
los BMs de las defensas antioxidantes (CAT y -SH).

Los tratamientos probados afectaron mayormente los BMs de la region posterior
de E. andrei donde se localiza el tejido para la bioacumulacién, destoxificacion y
excrecion de contaminantes.

Todos los tratamientos a los 28 dias, produjeron estrés oxidativo en ambas
regiones corporales de E. andrei.
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RECOMENDACIONES

Ampliar la bateria de biomarcadores, por ejemplo incluir analisis de
metalotioneinas y otras moléculas y enzimas antioxidantes que faciliten la compresion
de los mecanismos de accién toxica de las sustancias probadas.

Incluir junto con el estudio de los BMs, el andlisis de factores ambientales tales
como, la materia organica, carbono organico, pH y temperatura del suelo que permitan
inferir sobre la biodisponibilidad de los toxicos de prueba.

Realizar pruebas de toxicidad aguda con diferentes presentaciones comerciales
de glifosato y herbicidas de otras marcas.

Realizar pruebas de toxicidad aguda con Eisenia andrei en suelos
inmediatamente rociados con cobre y glifosato para evaluar su efecto en condiciones

reales.
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APENDICES

Apéndices 1. Prueba de Kruskal-Wallis de la actividad enzimatica de la LDH (U/g.m.h.)
en el tegumento de la region anterior de E. andrei controles y expuestas a dosis
subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato.

Tratamiento Recuento  Promedio De KW P
Control 12 2,65344 0,621033 21,1963 0,0016914
Cul 12 4,99640 2,386280
Cu2 12 7,68831 5,001990
GFS1 12 4,00066 1,207320
GFS2 12 4,09113 1,723780
MEZ1 12 451130 1,348580
MEZ2 12 4,89859 1,379010
Total 84 4,69140 2,691860

De: desviacion estandar, KW: Kruskal-Wallis y P: probabilidad.

Apéndices 2. Prueba de Kruskal-Wallis de la actividad enzimatica de la LDH (U/g.m.h.)
en el tegumento de la regidn posterior de E. andrei controles y expuestas a dosis
subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato.

Tratamiento Recuento  Promedio De KW P
Control 12 2,48378 0,423358 35,5481 0,0000033
Cul 12 4,78432 1,680440
Cu2 12 7,80520 4,282020
GFS1 12 4,66007 1,276620
GFS2 12 4,90345 1,930280
MEZ1 12 6,33693 1,998460
MEZ2 12 6,22056 1,835120
Total 84 5,31347 2,639250

De: desviacion estandar, KW: Kruskal-Wallis y P: probabilidad.

Apéndices 3. Prueba de Mann-Whitney de la actividad enzimatica de la LDH (U/g.m.h.)
en el tegumento de la region anterior y posterior de E. andrei controles y expuestas a
dosis subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato.

Region Recuento  Promedio De MW P
Anterior 84 4,69140 2,69186 646,5 0,0404323
Posterior 84 5,31347 2,63925
Total 168

De: desviacion estandar, MW: Mann-Whitney y P: probabilidad.
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Apendices 4. Prueba de Mann-Whitney de la actividad enzimatica de la LDH (U/g.m.h.)
en el tegumento de la region anterior de E. andrei controles y expuestas a dosis
subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato durante 7 y 28 dias.

Tiempo Recuento  Promedio De MW P
7 dias 42 3,58311 1,22268 423,0 0,0001569
28 dias 42 5,79970 3,26458
Total 84

De: desviacion estdndar, MW: Mann-Whitney y P: probabilidad.

Apéndices 5. Prueba de Mann-Whitney de la actividad enzimatica de la LDH (U/g.m.h.)
en el tegumento de la regidn posterior de E. andrei controles y expuestas a dosis
subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato durante 7 y 28 dias.

Tiempo Recuento  Promedio De MW P
7 dias 42 4,48075 2,06213 346,0 0,0019949
28 dias 42 6,14619 2,90313
Total 84

De: desviacion estandar, MW: Mann-Whitney y P: probabilidad.

Apéndices 6. Prueba de Kruskal-Wallis de la concentracion de proteinas (mg/g.m.h.) en
el tegumento de la region anterior de E. andrei controles y expuestas a dosis subletales
de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato.

Tratamiento Recuento  Promedio De KW P
Control 12 82,6445 15,5651 8,81138 0,184467
Cul 12 84,4360 29,4673
Cu2 12 93,4114 53,8068
GFS1 12 82,0963 33,2044
GFS2 12 110,5610 33,1516
MEZ1 12 98,8642 21,0508
MEZ2 12 100,3040 49,6867
Total 84 93,1881 36,1819

De: desviacion estandar, KW: Kruskal-Wallis y P: probabilidad.
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Apendices 7. Prueba de Kruskal-Wallis de la concentracion de proteinas (mg/g.m.h.) en
el tegumento de la regidn posterior de E. andrei controles y expuestas a dosis subletales
de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato.

Tratamiento Recuento  Promedio De KW P
Control 12 86,4789 32,6205 24,5 0,0004224
Cul 12 78,7619 32,5987
Cu2 12 98,0875 46,3007
GFS1 12 125,8740 25,2191
GFS2 12 137,4120 31,0578
MEZ1 12 97,5728 16,8315
MEZ2 12 107,1720 27,2449
Total 84 104,4800 35,9627

De: desviacion estandar, KW: Kruskal-Wallis y P: probabilidad.

Apeéndices 8. Prueba de Mann-Whitney de la concentracién de proteinas (mg/g.m.h.) en
el tegumento de la regidn anterior y posterior de E. andrei controles y expuestas a dosis
subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato.

Regidn Recuento  Promedio De MW P
Anterior 84 93,1881 36,1819 722,5 0,0219991
Posterior 84 104,4800 35,9627
Total 168

De: desviacion estandar, MW: Mann-Whitney y P: probabilidad.

Apeéndices 9. Prueba de Mann-Whitney de la concentracién de proteinas (mg/g.m.h.) en
el tegumento de la region anterior de E. andrei controles y expuestas a dosis subletales
de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato durante 7 y 28 dias.

Tiempo Recuento  Promedio De MW P
7 dias 42 77,0282 28,9210 467,5 0,0000294
28 dias 42 109,3480 35,7594
Total 84

De: desviacion estandar, MW: Mann-Whitney y P: probabilidad.
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Apendices 10. Prueba de Mann-Whitney de la concentracion de proteinas (mg/g.m.h.) en
el tegumento de la regidn posterior de E. andrei controles y expuestas a dosis subletales
de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato durante 7 y 28 dias.

Tiempo Recuento  Promedio De MW P
7 dias 42 92,8235 38,5468 358,0 0,0013823
28 dias 42 116,1360 29,2226
Total 84

De: desviacion estdndar, MW: Mann-Whitney y P: probabilidad.

Apéndice 11. Prueba de Kruskal-Wallis de la actividad enzimatica de la catalasa
(U/g.m.h.) en el tegumento de la region anterior de E. andrei controles y expuestas a
dosis subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato.

Tratamiento Recuento  Promedio De KW P
Control 12 518,913 228,8230 14,4508 0,0249865
Cul 12 354,811 200,1460
Cu2 12 517,819 241,8310
GFS1 12 584,349 322,2030
GFS2 12 572,206 263,2490
MEZ1 12 369,403 122,5400
MEZ2 12 318,355 99,2071
Total 84 462,265 238,6610

De: desviacion estandar, KW: Kruskal-Wallis y P: probabilidad.

Apéndice 12. Prueba de Kruskal-Wallis de la actividad enziméatica de la catalasa
(U/g.m.h.) en el tegumento de la region posterior de E. andrei controles y expuestas a
dosis subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato.

Tratamiento Recuento  Promedio De KW P
Control 12 631,091 229,314 30,8508 0,000027
Cul 12 456,880 178,393
Cu2 12 574,716 200,885
GFS1 12 758,336 393,789
GFS2 12 958,974 290,413
MEZ1 12 412,632 262,610
MEZ2 12 416,572 85,4646
Total 84 601,314 306,201

De: desviacion estandar, KW: Kruskal-Wallis y P: probabilidad.
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Apendices 13. Prueba de Mann-Whitney de la actividad enzimatica de la catalasa
(U/g.m.h.) en el tegumento de la regidn anterior y posterior de E. andrei controles y
expuestas a dosis subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato.

Regidn Recuento  Promedio De MW P
Anterior 84 462,265 238,661 1077,0 0,0006379
Posterior 84 601,314 306,201
Total 168

De: desviacion estdndar, MW: Mann-Whitney y P: probabilidad.

Apéndices 14. Prueba de Mann-Whitney de la actividad enzimética de la catalasa
(U/g.m.h.) en el tegumento de la regién anterior de E. andrei controles y expuestas a
dosis subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato durante 7 y 28
dias.

Tiempo Recuento  Promedio De MW P
7 dias 42 355,936 150,722 428,5 0,0001287
28 dias 42 568,594 263,490
Total 84

De: desviacion estandar, MW: Mann-Whitney y P: probabilidad.

Apeéndices 15. Prueba de Mann-Whitney de la actividad enzimatica de la catalasa
(U/g.m.h.) en el tegumento de la region posterior de E. andrei controles y expuestas a
dosis subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato durante 7 y 28
dias.

Tiempo Recuento  Promedio De MW P
7 dias 42 536,764 223,748 1755 0,117446
28 dias 42 665,865 362,222
Total 84

De: desviacion estandar, MW: Mann-Whitney y P: probabilidad.

Apéndices 16. Andlisis de varianza del contenido de grupos tioles totales umol/L de -
SH/ (U/g.m.h.) en el tegumento de la region anterior de E. andrei controles y expuestas a
dosis subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato.

Fuente de variacion Sc Gl Mc Fs Valor-P
Entre grupos 3,73918 6 623197.0 1,67 0,1389
Intra grupos 2,86784 77 372447,0
Total 3,24176 83

Sc: suma de cuadrados, Gl: grados de liberad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.
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Apendice 17. Promedio del contenido de grupos tioles totales umol/L de -SH/ (U/g.m.h.)
en el tegumento de la region anterior de E. andrei controles y expuestas a dosis
subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato.

Tratamiento Recuento Promedio De
Control 12 1342,16 174,863
Cul 12 1593,13 780,023
Cu2 12 1710,22 502,894
GFS1 12 1492,87 781,273
GFS2 12 1446,14 668,305
MEZ1 12 1089,72 467,418
MEZ2 12 1139,76 663,110
Total 84 1402,00 624,959

De: desviacién estandar.

Apeéndices 18. Andlisis de varianza del contenido de grupos tioles totales pmol/L de -
SH/ (U/g.m.h.) en el tegumento de la region posterior de E. andrei controles y expuestas
a dosis subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato.

Fuente de variacion Sc Gl Mc Fs Valor-P
Entre grupos 5,15625 6 859374,0 1,80 0,1109
Intra grupos 3,68422 77 478470,0
Total 419984 83

Sc: suma de cuadrados, Gl: grados de liberad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Apéndice 19. Promedio del contenido de grupos tioles totales umol/L de -SH/ (U/g.m.h.)
en el tegumento de la region posterior de E. andrei controles y expuestas a dosis
subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato.

Tratamiento Recuento Promedio De
Control 12 1792,95 586,408
Cul 12 1556,00 625,718
Cu2 12 2032,78 560,652
GFS1 12 1457,96 527,732
GFS2 12 1763,48 899,444
MEZ1 12 1449,76 787,206
MEZ2 12 1232,85 769,655
Total 84 1612,26 711,341

De: desviacion estandar.
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Apendices 20. Prueba T-Student del contenido de grupos tioles totales umol/L de -SH/
(U/g.m.h.) en el tegumento de la regidn anterior y posterior de E. andrei controles y
expuestas a dosis subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato.

Region Recuento  Promedio De Ts P
Anterior 84 1402,00 624,959 -2,03512 0,0434298
Posterior 84 1612,26 711,341
Total 168

De: desviacion estandar, Ts: T-Student y P: probabilidad.

Apéndices 21. Prueba de T-Student del contenido de grupos tioles totales pmol/L de -
SH/ (U/g.m.h.) en el tegumento de la region anterior de E. andrei controles y expuestas a
dosis subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato durante 7 y 28
dias.

Tiempo Recuento  Promedio De Ts P
7 dias 42 1025,81 443,144 59,30 0,194567
28 dias 42 1778,20 551,679
Total 84

De: desviacion estandar, Ts: T-Student y P: probabilidad.

Apéndices 22. Prueba de T-Student del contenido de grupos tioles totales pmol/L de -
SH/ (U/g.m.h.) en el tegumento de la region posterior de E. andrei controles y expuestas
a dosis subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato durante 7 y 28
dias.

Tiempo Recuento  Promedio De Ts P
7 dias 42 1251,50 634,231 42,25 0,214561
28 dias 42 1973,01 596,213
Total 84

De: desviacion estandar, Ts: T-Student y P: probabilidad.

Apéndices 23. Analisis de varianza de los niveles de MDA (U/g.m.h.) en el tegumento
de la region anterior de E. andrei controles y expuestas a dosis subletales de cobre,
glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato.

Fuente de variacion Sc Gl Mc Fs Valor-P
Entre grupos 1,30766 6 2179440 2,36 0,0382
Intra grupos 7,11496 77 92402,1
Total 8,42262 83

Sc: suma de cuadrados, Gl: grados de liberad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.
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Apeéndice 24. Promedio de los niveles de MDA (U/g.m.h.) en el tegumento de la region
anterior de E. andrei controles y expuestas a dosis subletales de cobre, glifosato y sus
mezclas de cobre y glifosato.

Tratamiento Recuento Promedio De
Control 12 148,086 51,8817
Cul 12 404,469 307,376
Cu2 12 515,144 433,046
GFS1 12 342,780 281,745
GFS2 12 443,614 324,992
MEZ1 12 212,803 130,200
MEZ2 12 455,199 400,203
Total 84 360,299 318,555

De: desviacién estandar.

Apeéndices 25. Analisis de varianza de los niveles de MDA (U/g.m.h.) en el tegumento
de la region posterior de E. andrei controles y expuestas a dosis subletales de cobre,
glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato.

Fuente de variacion Sc Gl Mc Fs Valor-P
Entre grupos 1,64635 6 274391,0 2,68 0,0203
Intra grupos 7,86908 77 102196,0
Total 9,51543 83

Sc: suma de cuadrados, Gl: grados de liberad, Mc: medias cuadraticas, Fs: Fisher y P: probabilidad.

Apéndice 26. Promedio de los niveles de MDA (U/g.m.h.) en el tegumento de la region
posterior de E. andrei controles y expuestas a dosis subletales de cobre, glifosato y sus
mezclas de cobre y glifosato.

Tratamiento Recuento Promedio De
Control 12 139,092 43,2346
Cul 12 448,282 259,988
Cu2 12 577,822 487,393
GFS1 12 364,815 302,945
GFS2 12 481,393 380,696
MEZ1 12 247,017 145,172
MEZ2 12 468,340 388,040
Total 84 389,537 338,591

De: desviacion estandar.
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Apeéndices 27. Prueba de T-Student de los niveles de MDA (U/g.m.h.) en el tegumento
de la regién anterior y posterior de E. andrei controles y expuestas a dosis subletales de
cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato.

Regidn Recuento  Promedio De Ts P
Anterior 84 360,299 318,555 -0,576422  0,56511
Posterior 84 389,537 338,591
Total 168

De: desviacion estandar, Ts: T-Student y P: probabilidad.

Apéndices 28. Prueba T-Student de los niveles de MDA (U/g.m.h.) en el tegumento de
la region anterior de E. andrei controles y expuestas a dosis subletales de cobre,
glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato durante 7 y 28 dias.

Tiempo Recuento  Promedio De Ts P
7 dias 42 126,809 52,6803 -9,88494 0,0
28 dias 42 593,790 301,5950
Total 84

De: desviacion estandar, Ts: T-Student y P: probabilidad.

Apéndices 29. Prueba T-Student de los niveles de MDA (U/g.m.h.) en el tegumento de
la regién posterior de E. andrei controles y expuestas a dosis subletales de cobre,
glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato durante 7 y 28 dias.

Tiempo Recuento  Promedio De Ts P
7 dias 42 147,105 80,2195 -9,40327 0,0
28 dias 42 631,970 324,3980
Total 84

De: desviacion estandar, Ts: T-Student y P: probabilidad.

Apeéndices 30. Promedios de los parametros estudiados en el tegumento de la region
anterior y posterior de E. andrei controles y expuestas a diferentes tratamientos con
dosis subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato.

Parametros R.A R.P
bioquimicos X + DE X = DE
Catalasa 462,26+238,66 601,31+306,2*
Tioles 1402,0+624,95 1612,26+711,34*
Proteina 93,18+36,18 104,48+35,96*
MDA 360,29+318,55 389,53+338,59ns
LDH 4,69+2,69 5,31+2,63*

R.A=Region anterior; R.P= Regidn posterior; El asterisco (*) muestra diferencias significativas p<0,05 y
ns: no significativo p>0,05.
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Apendice 31. Promedios de los parametros estudiados en el tegumento de la region
anterior y posterior de E. andrei controles y expuestas a diferentes tratamientos con
dosis subletales de cobre, glifosato y sus mezclas de cobre y glifosato durante 7 y 28
dias.

R.A R.P
7 28 7 28

X + DE X + DE X + DE X + DE
Catalasa 355 93+150,72 568,59+263,49% 536,76+223,74 665,86+362,22"
Tioles 1025,8+443,14 1778,24551,6™  1251,5+634,2 1973,01+596,21"™
Proteina 77,02428,92  109,34+3575*  92,82+3854  116,13+29,22*
MDA 126,80+52,68 593,79+301,59* 147,10+80,21  631,97+324,39*
LDH 3,58+1,22 5,79+3,26* 4,48+2,06 6,14+2,90%

Pardmetros
bioquimicos

R.A=Region anterior; R.P= Regidn posterior; El asterisco (*) muestra diferencias significativas p<0,05 y
ns: no significativo p>0,05.
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En este estudio se evaluaron los efectos agudos (7 dias) y crénicos (28 dias) del cobre, glifosato y sus
mezclas sobre biomarcadores moleculares en la regién anterior y posterior de Eisenia andrei. Se utilizaron
lombrices de tierra cliteladas y se distribuyeron en seis grupos, cada uno conformado por ocho réplicas,
contenidos en 200 g de sustrato mezclado con los tratamientos experimentales (dos concentraciones de
cobre, dos de glifosato a diferentes concentraciones y dos soluciones de mezcla alternando dosis baja y
alta de ambos compuestos), y con agua destilada para el tratamiento control. Para cada tratamiento, se
contaminaron aleatoriamente 10 lombrices adultas de peso similar en cada recipiente plastico. El
experimento dur6 28 dias y cada dos semanas se cambié el medio de cultivo para reemplazar los
contaminantes y los micronutrientes. Por cada tratamiento experimental, transcurridos los 7 y 28 dias de
exposicion se tomaron al azar cinco lombrices para la determinacion de los pardmetros fisioldgicos
(lactato deshidrogena; LDH y proteinas totales; PT), las defensas antioxidantes (catalasa y tioles totales) y
dafio oxidativo (concentracion de malondialdehido; MDA). Los resultados muestran que la actividad de
LDH aumenté significativamente en los organismos sujetos a los distintos tratamientos en cada region; en
esta variable se encontraron diferencias entre las dos regiones corporales y entre los tiempos de exposicion
para cada region. Las PT sélo de la regidn posterior fueron afectadas por los tratamientos; el tiempo de
exposicion afectd esta variable en las dos regiones y entre cada region también variaron las PT. La
actividad de la enzima CAT fue afectada por todos los tratamientos quimicos en ambas regiones, tales
efectos fueron diferentes entre las regiones y el tiempo de exposicidn sélo afecté la actividad de CAT en la
region posterior. Se observaron incrementos significativos de MDA en ambas regiones corporales de E.
andrei, principalmente a los 28 dias. Los diferentes tratamientos ejercieron un efecto significativo sobre
los niveles de MDA en las dos regiones. Tales efectos fueron diferentes entre los tiempos de exposicion
tanto para region anterior como para la region posterior, sin embargo, no existieron diferencias
significativas entre regiones para esta variable. En general, los incrementos en los BMs fisioldgicos (LDH
y PT) y de defensas antioxidantes (CAT) principalmente en la region posterior de E. andrei durante el
periodo de exposicion crdnico (28 dias) no fueron suficientes para evitar el desarrollo de estrés oxidativo,
tal como lo evidencia el incremento de MDA en ambas regiones para ese periodo. Las diferencias
encontradas entre los BMs en ambas regiones corporales sugiere una distribucién estratégica de las
moléculas que conforman las defensas antioxidantes para regular los inductores de dafios oxidativos,
preservando las estructuras reproductivas en la region anterior y activando preferiblemente en la regién
posterior los mecanismos necesarios para bioacumular, destoxificar y facilitar la eliminacion de los
xenobioticos.
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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, conocié el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
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DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N® 696/3009".

Leido el oficio SIBI — 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccion intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestion.
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