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RESUMEN

La  especie  Ancistrus  brevifilis (Siluriformes:  Loricariidae)  conocida  localmente 

como  guaraguara,  es  un  pez  ampliamente  distribuido  en  los  ecosistemas 

dulceacuícolas  de  la  región  nororiental  de  Venezuela.  Esta  especie  habita  y  se 

alimenta en el fondo de los ríos donde se acumula gran cantidad de contaminantes; 

por lo tanto, se usó como organismo centinela de contaminación acuática. Se evaluó 

el  efecto  genotóxico  que  sobre  las  células  sanguíneas  de  A.  brevifilis tienen  los 

contaminantes provenientes de la actividad agrícola presentes en el río Manzanares, a 

través de: un ensayo de toxicidad aguda con dosis subletales de glifosato (0; 1; 3 y 5 

ppm), un ensayo de toxicidad crónica por exposición a sedimentos y por detección in  

situ en el campo en las localidades de Yoraco y Guasdua. Se determinó la viabilidad 

celular  y  se  estimaron  las  lesiones  a  nivel  de  ADN a  través  de  las  técnicas  de 

micronúcleos y ensayo cometa. El promedio del porcentaje de células viables estuvo 

en  un  rango comprendido  desde  88,67 hasta  91,96%.  En el  ensayo  de  toxicidad 

aguda con la dosis más alta utilizada de glifosato se encontró la mayor cantidad de 

células micronucleadas (K-W=12,64; p<0,01) y aberraciones nucleares (K-W=8,30 

p<0,05); en la genotoxicidad evaluada por el ensayo cometa, se hallaron diferencias 

altamente  significativas  por  tipo de cometa  y longitud  de la  cola  del  mismo (K-

W=42,60; p<0,001 y K-W=42,56; p< 0,001) respecto al grupo control. En cuanto al 

ensayo  de  toxicidad  crónica  con  sedimentos,  los  micronúcleos  resultaron 

significativos  por  tiempo  de  exposición  (K-W=8,18;  p<0,01);  mientras  que,  las 

alteraciones nucleares fueron significativas tanto para tiempo de exposición como 

para el tipo de sedimentos (K-W=8,47; p<0,01 y K-W=13,18; p<0,01); por su parte 

se registraron también diferencias significativas en el ensayo cometa para los factores 

tiempo  de  exposición  (K-W=18,42;  p<0,001)  y  tipo  de  sedimentos  (K-

W=20,16;p<0,001). En la detección in situ se encontraron diferencias significativas 

entre los promedios de micronúcleos (K-S=1,58; p<0,05), tipo de cometa (K-S=9,22; 

p<0,001)  y  longitud  de  la  cola  de  los  mismos  (K-S=9,22;  p<0,001)  para  las 

localidades de Yoraco y Guasdua. Si bien, el glifosato tiene una actividad biológica 

de corta duración en suelos y agua, no se biomagnifica ni se mueve a lo largo de la 

cadena  alimenticia,  y  no  se  filtra  a  las  aguas  subterráneas  desde  el  suelo;  estos 

resultados demuestran efectos adversos en la especies A. brevifilis. En los ensayos de 



laboratorio,  los  sedimentos  del  río  Manzanares  causaron  daños  en  el  ADN  del 

organismo en estudio dependiente del tiempo de exposición; como es el  caso, de 

micronúcleos y cometas; mientras que, en la detección in situ los daños encontrados 

en  el  material  genético  de  la  guaraguara  fueron  mínimos,  comparados  con  los 

resultados obtenidos en el laboratorio, a pesar de las diferencias halladas entre las 

localidades  de  Yoraco  y  Guasdua.  La  sensibilidad  del  ensayo  cometa  y  test  de 

micronúcleos varió con las condiciones de experimentación. 



INTRODUCCIÓN

Los  ríos  son  los  principales  vehículos  de  transporte  de  constituyentes 

químicos debido a la acción humana. La biodisponibilidad de estos contaminantes 

puede estar asociada a su distribución en el sedimento, a partículas suspendidas en la 

columna  de  agua  y  a  otros  factores  fisicoquímicos  y  bióticos  que  afectan  la 

bioacumulación y su toxicidad (Sadiq, 1992; Geffard et al., 2002). Son muchos los 

contaminantes de importancia ecotoxicológica, que son vertidos al medio acuático 

entre ellos se incluyen: hidrocarburos aromáticos, productos organoclorados (DDT, 

dieldrin), clorofenoles, bifenilos policlorados, hexaclorohexano, dibenzo-p-dioxinas, 

dibenzofurano, compuestos nitroaromáticos, aromáticos heteroatómicos, fertilizantes 

órganofosforilados  y metales  pesados (Cd,  Cr,  Cu,  Fe,  Hg, Zn,  Pb, Ar) (Chen y 

White, 2004; Bringolf et al., 2007; Kilemade et al., 2009; Saleh, 2010).

El  río Manzanares,  importante  cuerpo de agua de la  región nororiental  de 

Venezuela,  nace en la  serranía  del  Turimiquire  ubicada en el  sistema montañoso 

oriental de la cordillera de la costa. Su vertiente está situada a 2300 m sobre el nivel 

del mar y desemboca en el mar Caribe, a la entrada del golfo de Cariaco después de 

atravesar la ciudad de Cumaná; ejerciendo una gran influencia hacia el lado oeste de 

la costa del golfo. Se encuentra ubicado entre las coordenadas 10°24’ y 10°30’ N y 

64°10’ y 64°20’ O. La profundidad máxima de este cuerpo de agua está calculada en 

4  m,  aproximadamente,  y  su  recorrido  total  se  estima  en  130  km  (Aguilera  y 

Carvajal, 1976; Martínez et al., 2005).

La cuenca del río Manzanares representa el principal reservorio hidrológico 

para la zona nororiental,  con una gran importancia económica y ecológica.  En su 

entorno se desarrollan diversas actividades de agricultura, pesca, recreación y a lo 

largo de sus márgenes alberga centros poblados. Como consecuencia de ésto, recibe 

la  descarga  de  elementos  contaminantes  productos  de  origen  antropogénico, 

principalmente  pesticidas,  herbicidas  y  restos  de  fertilizantes,  producto  de  la 

actividad  agrícola  desarrollada  en  sus  cuencas  alta  y  media;  además  de  metales 

pesados  e  hidrocarburos  generados  por  la  actividad  de  asentamientos  humanos 

ubicados a lo largo de sus márgenes (Senior et al., 2004; Ruíz et al., 2005).
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La presencia de agentes tóxicos en ambientes dulceacuícolas sumados a los 

cambios ambientales son factores causantes del estrés celular, el cual se manifiesta 

en la mortalidad de los individuos, mutaciones y pérdida de la diversidad genética de 

las poblaciones (Sotil et al., 2007). Los peces son utilizados como modelos genéticos 

provechosos  en  el  estudio  de  contaminantes  con  potencial  mutagénico  y 

carcinogénico presentes en los ecosistemas acuáticos, puesto que, estos organismos 

son capaces de metabolizar,  concentrar y almacenar los xenobióticos, permitiendo 

determinar su distribución y efecto (Al-Sabti y Metcalfe, 1995; Matsumoto y Cólus, 

2000; Ali et al., 2008). 

La diversidad íctica del río Manzanares fue estudiada por Ruíz et al. (2005) 

quienes  señalaron  que  los  loricaridos  son  la  segunda  familia  con  mayor 

representación para este sistema hidrográfico y es  Ancistrus brevifilis (Eigenmann, 

1920), perteneciente al orden Siluriformes, familia Loricariidae (Aguilera y Carvajal, 

1976;  Palencia,  1995),  la  cuarta  especie  de  mayor  importancia  de  acuerdo  a  su 

abundancia  relativa.  Localmente  conocida  como guaraguara,  es  un pez  autóctono 

ampliamente distribuido en los ecosistemas dulceacuíferos de la región nororiental 

de Venezuela, que habita y se alimenta en el fondo de los ríos donde se acumula gran 

cantidad de contaminantes, de allí que esta especie sea considerada como organismo 

centinela (Lárez, 2007).

La necesidad de evaluar y detectar el impacto de las actividades antrópicas 

sobre  los  organismos  y  su  ecosistema,  ha  propiciado  el  uso  de  biomarcadores, 

respuestas cuantificables a distintos niveles de organización biológica que dan una 

medida  de  la  exposición  y  en  ciertos  casos,  de  los  efectos  de  uno  o  más 

contaminantes químicos. (Di Giulio et al., 1995; Silbergeld, 1998; Palma, 2005). En 

este sentido, el uso de marcadores biológicos medidos a nivel molecular y celular son 

importantes como herramientas sensibles o “alertas temprana” en la evaluación de 

riesgos ecológicos por contaminantes químicos. Dada la importancia fisiológica y de 

supervivencia que representa el material genético, hoy en día, investigaciones están 

dedicadas  al  desarrollo,  validación y aplicación de biomarcadores  para evaluar  la 
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exposición  a  agentes  que  puedan  dañar  la  molécula  de  ADN  (Xu  et  al.,  1999; 

Cajaraville et al., 2000; Sarkar et al., 2006).

El ADN es una molécula orgánica compleja y frágil, de estabilidad química 

finita, no solo sufre lesiones espontáneas, como la pérdida de bases, sino que también 

se  ve  afectado  por  sustancias  químicas  naturales  y  artificiales;  así  como  por  la 

radiación;  por lo que,  son inevitables  los errores de la  duplicación  y el  daño del 

material  genético  por  causas  del  medio  ambiente.  Como consecuencias,  el  ADN 

sufre cambios permanentes que pueden alterar la secuencia codificadora de un gen o 

sus secuencias reguladoras; cuyo efecto por lo general se manifiesta en la progenie 

de  la  célula  en  la  que  se  produjo  la  alteración  de  la  secuencia.  Adicionalmente 

algunas  alteraciones  químicas  del  ADN  impiden  su  uso  como  plantilla  para  la 

duplicación y transcripción, pudiendo tener efectos inmediatos sobre la función y la 

supervivencia celular (Watson et al., 2006).

En estudios de monitoreo de la contaminación en ambientes acuáticos, para la 

detección  de  respuestas  tempranas  al  estrés  de  forma  previa  a  la  ocurrencia  de 

cambios  en  la  dinámica  poblacional;  se  han  venido  utilizando  varias  técnicas 

citogenéticas  y moleculares  en la  evaluación de genotoxicidad en los organismos 

(Sotil  et al., 2007). Para la detección de daños en el ADN se han descrito varios 

métodos,  entre  ellos:  el  ensayo  de  micronúcleos  (Schmid,  1975),  la  prueba  de 

intercambio de cromátidas hermanas (Latt y Allen, 1977), el ensayo cometa (Singh 

et al., 1988) y el micrométodo (Bihari et al., 2002). 

El  test  de  micronúcleos  y  el  ensayo  cometa  son  técnicas  ampliamente 

utilizadas para la evaluación de microlesiones en el material genético. Estos ensayos 

presentan  ventajas  respecto  a  los  métodos  citogenéticos  por  su  alta  sensibilidad, 

posibilidad de evaluarse en células que no se encuentran en división, no requieren del 

conocimiento detallado del cariotipo, son de bajo costo, así como también fáciles y 

rápidos de realizar (Dixon y Wilson, 2000; Zalacaín  et al., 2005; Chaudhary et al., 

2006). Aunado a ésto, estas pruebas son consideradas como herramientas útiles y 

altamente  sensibles  en  estudios  ecotoxicológicos  y  en  estudios  in  vivo e  in  situ 
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también,  para  medir  efectos  genotóxicos  en  organismos  que  viven  en  ambientes 

acuáticos contaminados (Mitchelmore y Chipman, 1998; Ulupinar y Okumus, 2002; 

Lee y Steinert, 2003; Zhu et al., 2005).

Existen muchos ejemplos  en los cuales  se utilizan los micronúcleos  como 

indicadores  de efectos genotóxicos  en organismos acuáticos,  donde las respuestas 

son  inducidas  por  una  variedad  de  contaminantes,  incluyendo  hidrocarburos 

poliaromáticos,  nitroaromáticos,  y  clorados;  así  como  también  pesticidas.  Esta 

prueba se ha aplicado en invertebrados marinos,  tal  es el  caso del mejillón cebra 

Dreissena polymorpha (Mersch et al., 1996), del mejillón verde Perna viridis (Xu et  

al., 1999; Siu et al., 2004), el mejillón Mytilus galloprovincialis (Taleb et al., 2007); 

en peces marinos como  Gadus morhua y Scophthalmus maximus  (Bardiene  et al., 

2005);  en peces de agua dulce como  Astyanax bimaculatus (Matsumoto y Cólus, 

2000),  Labeo bata  y  Oreochromis mossambicus (Talapatra  et al., 2006), y  Danio  

reiro (Prieto et al., 2007), entre otros.

El ensayo cometa también se ha utilizado en un gran número de estudios, para 

determinar la habilidad de los contaminantes acuáticos de inducir daños en el ADN. 

Se ha aplicado en invertebrados marinos como la ostra Crassostrea virginica (Nacci 

et al., 1996), la almeja  Tapes semidecussatus (Coughlan  et al., 2002; Hartl  et al., 

2004), el mejillón  Mytillus galloprovincialis (Laffon  et al., 2006); en moluscos de 

agua  dulce  como Unio  tumidos (Miloswka  et  al.,  2003)  y Corbicula  fluminea 

(Rigonato  et al., 2005); peces marinos como  Scophthalmus maximus (Kilemade  et  

al., 2004; Hartl et al., 2007); estuarinos como Mugil sp y Netuma sp (Andrade et al., 

2004) y  dulceacuícolas como Leuciscus cephalus (Flammarion  et al., 2002; Winter 

et al., 2004), Oreochromis niloticus (Matsumoto et al., 2006).

Los  estudios  genotóxicos  con  especies  nativas  de  peces,  representan  un 

importante esfuerzo para determinar los efectos potenciales de los agentes tóxicos 

presentes en un ecosistema. En este estudio como sustancia tóxica de referencia en 

bioensayos  cortos  se  utilizó  el  glifosan  (sal  de  isopropilamina  de  glifosato), 

compuesto  usado en  diferentes  tipos  de cultivo  (café,  frutales,  plátano,  aceite  de 
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palma, caña de azúcar, entre otros) como herbicida sistémico de control total y con 

potencial  ligeramente  tóxico;  que  de  acuerdo,  a  consultas  realizadas  en  tiendas 

agropecuarias ubicadas en Cumaná, estado Sucre, es utilizado para la eliminación de 

malezas en diferentes cultivos hacia la zona de Cumanacoa, en las adyacencias del 

río Manzanares.

El glifosato ejerce su acción herbicida a través de la inhibición de la enzima 

5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintasa, impidiendo así que las plantas no deseadas 

o  malezas  elaboren  aminoácidos  aromáticos  esenciales  para  su  crecimiento  y 

supervivencia.  Debido a que la ruta metabólica del ácido shiquímico no existe en 

animales, la toxicidad aguda del glifosato es baja; sin embargo, puede interferir con 

algunas funciones enzimáticas,  pero los síntomas de envenenamiento solo ocurren 

con dosis  muy altas  en  mamíferos,  de  acuerdo a  las  aseveraciones  de  Kaczewer 

(2002) y Mañas et al. (2006). 

Las  formulaciones  de  glifosato  también  incluyen  otros  compuestos 

considerados inertes, que resultan ser (en ciertos casos) más tóxicos que el propio 

ingrediente  activo.  En  la  formulación  además  del  principio  activo  (sal  de 

isopropilamina  de  glifosato),  se  encuentran  como  surfactantes  otras  sustancias 

químicas, siendo la más frecuentemente utilizada el ácido polioxietilamina (POEA), 

cuya concentración varía de 6 a 18%, según los diferentes productos comerciales y la 

presencia del mismo POEA determina un aumento de la toxicidad del formulado 

(Burger y Fernández, 2004; Eslava et al., 2007). 

El  glifosato  es  degradado  por  acción  microbiana,  también  es  altamente 

soluble en agua (12 g/l a 25 ºC) y su persistencia  en este ambiente es más corta 

(menos  de  dos  semanas)  que  en  suelos,  debido  a  su  capacidad  de  adsorción  a 

partículas en suspensión como materia orgánica, mineral y sedimentos; no obstante, 

la vida media del compuesto es variable y depende de factores propios del suelo y 

clima. En organismos del medio acuático, los efectos subletales y/o toxicidad aguda 

del glifosato, dependen en gran medida de la edad de la especie, la dureza del agua, 

su temperatura y pH (Maldonado, 2003; Ramírez et al., 2003)
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Actualmente, la posible existencia de efectos indeseables tras la exposición 

humana o animal al herbicida, es un tema de controversia, ya que, la Organización 

Mundial de la Salud (WHO, 1994) y la Agencia de Protección Ambiental de EEUU 

(EPA, 2003) concluyeron que el glifosato en sí, no es mutagénico ni carcinogénico. 

No obstante, se ha estimado su toxicidad y se han realizado estudios, entre los cuales 

se encuentra la medición de su efecto histopatológico en branquias, hígado y riñón de 

la tilapia del Nilo  Oreochromis niloticus;  notando cambios predominantes tras 96 

horas de exposición (Jiraungkoorskul  et al., 2002). En ejemplares juveniles del pez 

gato  africano  Clarias  gariepinus también  se  observó la  inducción  de  cambios 

histopatológicos  en  branquias,  riñón,  hígado  y  cerebro  luego  de  96  horas  de 

exposición a glifosato, lo que indicó, que el herbicida es tóxico para juveniles de la 

especie (Ayoola, 2008). Por otro lado, igualmente por exposición al mismo herbicida 

y por tiempo similar, se ha demostrado su efecto genotóxico en células branquiales y 

en eritrocitos del pez Prochilodus lineatus (Cavalcante et al., 2008).

Debido al riesgo que significa para la salud ambiental el uso de herbicidas 

con potencial tóxico y a la importancia ecológica y económica que representa el río 

Manzanares para el estado Sucre, se hace necesario el uso de las técnicas sensibles 

para el monitoreo de estos ecosistemas impactados por la acción antrópica. El test de 

micronúcleos  y  el  ensayo  cometa  utilizados  en  este  estudio  demostraron  efecto 

genotóxico  del  glifosato  y  de  los  sedimentos  del  río  Manzanares,  en  células 

sanguíneas del pez A. brevifilis, de modo que este estudio ha contribuido a demostrar 

que  el  uso  y  aplicación  indiscriminado  de  compuestos  químicos  puede  resultar 

nocivo para la biota acuática.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Área de estudio

Para los ensayos de toxicidad aguda con glifosato y crónica con sedimentos, 

se  utilizaron  organismos  del  río  Manzanares  (cuenca  alta)  ubicado  entre  las 

coordenadas 10º11’030” N y 63º56’041” O; mientras que, para la detección  in situ 

los organismos procedieron de las localidades río Yoraco (10º10’66” N, 63º56’33” 

O) y río Guasdua (10º62’29” N, 63º56’007” O). De estas dos últimas zonas que se 

describen  a  continuación,  se  tomaron  los  sedimentos  que  se  utilizaron  para  el 

bioensayo de toxicidad crónica: 

El río Yoraco: ubicado en la cuenca alta del río Manzanares, se caracteriza 

por  presentar  un  cauce  pedregoso,  de  caudal  llano  con  corrientes  ligeras  y  no 

profundas, de aguas transparentes, con vegetación arbórea en sus alrededores. Esta 

zona está bastante alejada de los centros poblados por lo que no se constató deterioro 

del medio ambiente por acción del hombre. Por esta razón se utilizó como una zona 

de referencia o no contaminada.

El río Guasdua: ubicado en la cuenca media del río Manzanares, presenta un 

cauce  pequeño  de  fondo  fangoso,  aunque  su  caudal  es  abundante  y  de  fuerte 

corriente, la orilla es muy abrupta y el agua es turbia, de tonalidades negras. Este 

afluente  presenta  un  alto  grado  de  intervención;  originado  principalmente  por  la 

actividad agrícola y los asentamientos de viviendas, cuyos desechos en su mayoría 

van a dar a este cuerpo de agua.

Captura de los organismos

Los ejemplares juveniles  de  Ancistrus brevifilis,  se capturaron mediante el 

empleo  de  una  red  de  5  m de  largo  por  1,15  m de  alto  con diámetro  de  malla 

variable: en el centro 3 mm y en los extremos 7 mm.

El transporte de estos organismos se realizó en cavas plásticas aireadas hasta 
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el  Laboratorio  de  Genética  del  Instituto  Oceanográfico  de  Venezuela  (IOV). 

Posteriormente, los ejemplares se colocaron en acuarios de 30 litros de capacidad, 

debidamente aireados y con temperatura de 21± 2 °C. Allí se mantuvieron por un 

período  de  2  semanas  antes  de  realizar  los  bioensayos.  Los  organismos  se 

alimentaron interdiariamente y el recambio de agua se realizó cada 3 días.

Bioensayos

Bioensayo de toxicidad aguda con glifosato: 

Previamente se realizó una prueba de toxicidad aguda por 96 horas con el 

herbicida, a fin de calcular la concentración letal media (LC50= 7,66 ppm), a través 

del programa desarrollado por Stephan (1971); que permitió la selección de las dosis 

subletales de glifosato empleadas en un bioensayo posterior. Para el ensayo inicial, 

se utilizaron 20 individuos, divididos en grupos de 4 que se colocaron en envases de 

vidrio  de  3  litros,  con  sus  respectivas  réplicas.  A partir  de  la  dosis  letal  media 

encontrada, se realizó un segundo bioensayo; se escogieron tres concentraciones del 

herbicida (1; 3 y 5 ppm) más un control con sus respectivas réplicas, utilizando 6 

individuos  por  concentración  en  envases  de  vidrio  de  3  litros,  que  estuvieron 

provistos de un sistema de aireación constante. Luego de 24 horas de preparadas las 

concentraciones, se colocaron 2 individuos por recipiente equivalente a 6 ejemplares 

por concentración. Al final del experimento transcurridas 96 horas, se midió el efecto 

del glifosato sobre el ADN en las células sanguíneas de A. brevifilis. 

Bioensayo de toxicidad crónica con sedimentos:

Los  sedimentos  se  retiraron  de  Yoraco  y  de  Guasdua  con  un  nucleador 

manual; de Guasdua se tomaron los sedimentos a partir de un punto inicial (0) y a 

100 y 200 m de ese lugar, aguas abajo. Todos lo sedimentos se depositaron en bolsas 

plásticas  y  se  mantuvieron  en  cavas  refrigeradas  para  su  transporte  y  posterior 

utilización. Se utilizaron 36 ejemplares de A. brevifilis para el bioensayo, colocando 

4  organismos  en  cada  envase  destinado  a  cada  uno  de  los  tipos  de  sedimentos 

utilizados, con sus respectivas réplicas; lo que es igual a 8 individuos por muestra de 
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sedimento, que permanecieron allí por un período de 21 días. Las muestras de sangre 

para medir  el  daño al  ADN se tomaron a intervalos de 10 y 11 días (t0,  t10,  t21); 

mientras  que  los  recambios  de  agua  y  sedimento  se  realizaron  cada  7  días; 

alimentándose los peces de lo que el propio sustrato podía darles.

Detección in situ:

Se tomaron muestras de sangre de 10 organismos de cada uno de los sitios de 

donde se extrajeron los sedimentos (Yoraco y Guasdua). Las muestras de sangre se 

transportaron en cavas con refrigerantes al laboratorio, para realizar los ensayos de 

genotoxicidad.

Extracción de las muestras de sangre:

Cien  microlitros  (100  µl)  de  sangre  se  extrajeron  de  cada  organismo  por 

punción  directa  al  corazón  con  jeringas  para  insulina  cuyas  paredes  fueron 

previamente heparinizadas. Se tomaron 25 µl de sangre que se enrasaron a 250 µl 

con buffer fosfato salino pH 6,8 en tubos eppendorf. Esta mezcla se centrifugó tres 

veces a 1000 rpm durante 2 minutos a 4 °C; el precipitado, que posteriormente se 

resuspendió en el mismo volumen de buffer fosfato antes mencionado, fue utilizado 

para medir la viabilidad celular y para la preparación de las láminas en el gel de 

agarosa para el ensayo cometa. Los 70 µl restantes de sangre se utilizaron para la 

preparación de frotis sanguíneos para el ensayo de micronúcleos. 

Viabilidad Celular:

Para todos los ensayos se estimó de la viabilidad celular por tinción de las 

células sanguíneas utilizando el colorante azul tripano al 0,4% (m v-1) preparado en 

buffer  fosfato salino pH 6,8.  En una cámara  de Neubauer  se colocaron 40  µl  de 

suspensión celular y 20 µl del colorante, posteriormente se procedió al contaje total 

de las células teñidas (muertas) y no teñidas (vivas) que proporcionó el porcentaje de 

células viables.
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Detección de daños a nivel de ADN

Ensayo de micronúcleos:

El  test  de  micronúcleos  consiste  en  la  determinación  de  alteraciones 

nucleares, fenómeno que ocurre como respuesta ante la perturbación a nivel celular 

durante  la  mitosis  (Arcan-Hoy y Metcalfe,  2000).  Los micronúcleos  son cuerpos 

citoplasmáticos contentivos de cromatina que tienen un aspecto similar al del núcleo 

principal  y  se  ven  como  pequeños  núcleos  en  el  citoplasma  de  las  células 

interfásicas. Se generan tanto por rupturas cromosómicas como por mala segregación 

de cromosomas enteros durante la anafase de la división celular, quedando en ambos 

casos,  una  cantidad  de  ADN  fuera  de  los  núcleos  hijos  y  dando  el  aspecto  de 

pequeños  núcleos  o  micronúcleos  (Palma,  2005).  Estos  corpúsculos  no  poseen 

centrómero.  Los  micronúcleos  pueden  ser  detectados  por  examinación  en 

microscopio óptico o por fluorescencia de portaobjetos con ADN teñido (Sotil et al., 

2007; Torres-Bugarín et al., 2007). 

Los frotis sanguíneos, se realizaron de acuerdo a la metodología propuesta 

por Bagdonas et al. (2003), sobre portaobjetos limpios y desgrasados previamente 

codificados y secados al aire para su posterior fijación en metanol durante 10 min. 

La tinción de las láminas se realizó según el protocolo descrito por Cavas y Könen 

(2007), con Giemsa al 10% durante 25 min, luego se lavaron con agua destilada y 

se dejaron secar. 

La  frecuencia  de  células  micronucleadas  se  registró  a  100X  de 

magnificación con la ayuda de un microscopio óptico y se examinó un total de 

1000 células por cada pez. Se consideraron solo aquellas células que presentaron 

membrana celular  y nuclear  intacta,  cuyos  micronúcleos  estuvieran claramente 

separados y a menos de 1/3 del diámetro del núcleo principal, tuvieran el mismo 

color, textura, plano de enfoque y refracción que el núcleo principal y su forma 

fuese  oval  o  redonda  (Zalacaín  et  al.,  2005).  También  se  consideraron  las 

anormalidades nucleares entre ellas: las células binucleadas que presentaban dos 
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núcleos de tamaño similar; núcleos lobulados y puentes nucleares (Anexo 1). 

Ensayo cometa:

El ensayo cometa desarrollado por Ostling y Johanson (1984) y modificado 

por Singh et al. (1988), está basado en la migración de fragmentos rotos del DNA 

durante la electroforesis. Este ensayo es utilizado para el análisis de microlesiones en 

sitios alcali-lábiles del ADN, por la medición de la migración microelectroforética de 

fragmentos de la molécula, desde el campo catódico hacia el campo anódico en geles 

de agarosa bajo condiciones alcalinas en células individuales; formando la apariencia 

de un cometa (Olive et al., 1992; Fairbairn et al., 1995; Tice et al., 2000; Hartmann 

et al., 2003; Zhu et al., 2005).

Se  siguió  el  protocolo  descrito  por  Singh  et  al.  (1988) con  algunas 

modificaciones. Muestras de 5 µl de suspensión celular se mezclaron con alícuotas 

de 2 gotas de agarosa de punto de fusión normal preparada al 0,4% a 37 °C, y se 

colocaron  después  sobre  láminas  portaobjetos,  las  cuales  estuvieron  previamente 

cubiertas con una fina capa de agarosa al 0,5%, secadas a temperatura ambiente por 

dos  horas.  Inmediatamente,  las  muestras  aplicadas  a  las  láminas  se  taparon  con 

cubreobjetos y se llevaron a 4 °C por 10 min para permitir la solidificación del gel. 

Luego de removidos los cubreobjetos, los portaobjetos se cubrieron con una tercera 

capa de agarosa (0,5%) y se colocaron nuevamente a 4 °C para la solidificación del 

gel. 

Las  láminas  se  sumergieron  durante  una  hora  en  una  solución  de  lisis 

(dimetil  sulfoxido al  10%, NaCl 2,5 mol l-1,  Na2-EDTA 100 mmol l-1,  Tris 10 

mmol l-1,  pH 10,0 y tritón X-100 al 1%). Posteriormente,  se colocaron en una 

unidad de electrofóresis  horizontal  (Sigma Chemical  Co),  contentiva de buffer 

fresco  alcalino  (Na2-EDTA 1  mmol  l-1,  NaOH 300  mmol  l-1,  pH 12,6)  y  allí 

permanecieron por 20 min  a  4 °C para permitir  el  desenrollamiento  del  ADN 

antes de la electroforesis, la cual se realizó a voltaje constante de 0,25 V durante 

10 minutos. El desplazamiento de los fragmentos de ADN se determinó del polo 

11



negativo hacia el polo positivo.

Las  láminas  que  representaron  el  control  positivo  de  cada  uno  de  los 

individuos, se expusieron por 5 minutos a peróxido de hidrógeno (30% v  v-1) para 

inducir el daño al ADN. Luego se procedió con la lisis y la electroforesis.

Después de la electroforesis, las láminas se lavaron suavemente con buffer 

Tris  0,4 mol  l-1 pH 7,5 se  mantuvieron refrigeradas  hasta  su observación y la 

tinción se realizó con bromuro de etidio (20 μg ml-1).

Para las observaciones de las láminas se usó un microscopio de fluorescencia 

Van Guard serie 1200 ECM equipado con filtro de excitación de 535 a 550 nm y un 

filtro de barrera de 580 nm. La migración del ADN se determinó por medición de la 

longitud (µ) de la cola del cometa en 25 células tomadas al azar por cada lámina 

preparada (2 láminas por organismo) y los cometas observados se clasificaron en 

cuatro clases: 0, 1, 2 y 3, donde 0 no representa daño y 3 representa la máxima lesión 

en el ADN (Wilson et al., 1998; Anexo 2).

Métodos estadísticos:

Al no cumplirse con alguno de los supuestos del Análisis de Variancia y del t-

student,  se  aplicaron  pruebas  estadísticas  no  paramétricas.  En  los  ensayos  de 

toxicidad aguda y crónica  para la detección de los daños en el ADN  se utilizó  la 

prueba de Kruskal-Wallis y para la detección in situ un Kolmogorov-Smirnov en el 

análisis genotóxico.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Bioensayo de toxicidad aguda con glifosato:

Los resultados obtenidos revelaron que la dosis más alta de glifosato insidió 

de manera  significativa  en la  inducción de micronúcleos  y alteraciones  nucleares 

(Figura 1). Diferencias muy significativas (KW=12,64; p<0,01) se hallaron respecto 

a  la  presencia  de  células  micronucleadas,  con  la  formación  de  dos  grupos 

homogéneos:  el  primero  conformado  por  los  individuos  pertenecientes  al  control 

negativo (0 ppm) y los que estuvieron expuestos a las concentraciones de 1 y 3 ppm 

y el segundo constituído por aquellos individuos expuestos a la concentración más 

alta  (5 ppm).  En el  caso de las alteraciones  nucleares,  las diferencias estadísticas 

encontradas  resultaron  significativas  (KW=8,30;  p<0,05)  y  se  notó  también  la 

formación de dos grupos homogéneos iguales a los presentes en micronúcleos. 
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Figura 1.- Número de micronúcleos y anormalidades nucleares presentes en células 
sanguíneas de A. brevifilis por exposición aguda a glifosato durante 96 horas (n=6). 
M= micronúcleos, A= anormalidades nucleares.

El promedio de células viables durante el estudio fue de 90,53% (bioensayo de 

toxicidad  aguda  con  glifosato=  91,96,  bioensayo  de  toxicidad  crónica  con 

sedimentos= 90,96% y en la detección  in situ= 88,67%), valor  apropiado para el 
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desarrollo de ensayos genotóxicos, por la proporción de células que se encontraron 

en buen estado.

Por otra parte se encontraron diferencias altamente significativas por tipo de 

cometa y longitud de la cola del mismo (KW=42,60; p<0001 y KW=42,56; p<0,001, 

respectivamente; Figura 2). Para los tipos de cometas se observó la formación de tres 

grupos homogéneos: el primero establecido por los individuos del control negativo, 

el segundo por los ejemplares expuestos a la concentración de 1 ppm y el tercero por 

aquellos  organismos  pertenecientes  a  las  concentraciones  de  3  y  5  ppm.  Para  la 

longitud de la cola de los cometas,  se evidenciaron dos grupos homogéneos,  uno 

establecido por los individuos del control negativo y los de la concentración de 1 

ppm y el otro grupo por los organismos pertenecientes a las concentraciones de 3 y 5 

ppm.

Se  hallaron  diferencias  estadísticas  significativas  con  la  técnica  de 

micronúcleos y con el ensayo cometa, a pesar de monitorear niveles de organización 

distintos del ADN; en el caso de micronúcleos a nivel de estructuras cromosómicas y 

aparato mitótico; mientras que para el ensayo cometa se monitorea a nivel de roturas 

de cadenas simples y sitios álcali lábiles en el ADN. El efecto del glifosato, sobre la 

formacion  de  micronúcleos  y  alteraciones  nucleares  en  células  sanguíneas  de  la 

guaraguara  A.  brevifilis fue  significativa  en  aquellos  individuos  expuestos  a  la 

concentración de 5 ppm (Figura 1); mientras que, para el ensayo cometa, se registró 

sensibilidad en los ejemplares  expuestos  a las concentraciones  de 3 y 5 ppm del 

herbicida (Figura 2). 

Los estudios de genotoxicidad con glifosato,  arrojan resultados variables y 

controversiales sobre el efecto que ocasiona a nivel citogenético y directamente en el 

ADN. Esto depende en gran magnitud, del grado de pureza del agente activo; asi 

como, de la naturaleza del resto de los compuestos que lo conforman (Mañas et al., 

2006; Prasad et al., 2009).

El glifosato es un ácido orgánico débil formado por una molécula de glicina y 
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otra de fosfonometilo (N-(fosfonometil) glicina). En su formulación más frecuente, 

los  ingredientes  básicos  son:  la  sal  de  isopropilamida  (IPA)  del  glifosato,  un 

surfactante y agua. El surfactante permite solubilizar el ingrediente activo en agua y 

colaborar en la difusión del mismo a través de la superficie de la planta; mientras 

que,  los  “ingredientes  inertes”  aumentan  la  permeabilidad  y atraviesan  la  barrera 

cuticular vegetal (Burger y Fernández, 2004; Donadío et al., 2009). 

Figura 2.- Número y tipos de cometas encontrados en células sanguíneas de A. 
brevifilis por exposición aguda a glifosato. C+= control positivo, células expuestas a 
H2O2 durante 96 horas (n=6).

Química y físicamente el  glifosato se asemeja a muchas sustancias que se 

encuentran en la naturaleza y no es especialmente reactivo. Se ha afirmado que es 

poco  móvil  en  los  suelos,  no  tiene  gran  persistencia  biológica  y  tampoco  es 

bioacumulable ni se biomagnifica a lo largo de la cadena alimenticia (Solomon et al., 

2005;  Eslava  et  al., 2007).  No  obstante,  el  glifosato  a  pesar  de  ser  removido 

15



rápidamente del agua por la adsorción a los sedimentos y las partículas de materia 

suspendidas; puede ser tóxico y biodisponible para organismos que se alimentan por 

filtración,  así  como,  para  organismos  que  ingieren  cantidades  significativas  de 

sedimentos  durante  su  alimentación  diaria,  incluyendo  peces,  anfibios  y  algunos 

mamíferos (Donadío et al., 2009).

Hayes y Laws (1991), indicaron que el mecanismo de acción tóxica de este 

herbicida organofosforado no inhibidor de las colinesterasas en el hombre y en los 

animales, está vinculado al desacople de la fosforilación oxidativa. Según Prasad et  

al.  (2009),  el  mecanismo  molecular  responsable  de  la  actividad  genotóxica  del 

glifosato no esta del todo dilucidado. Sin embargo, la formación de estructuras como 

micronúcleos  y cometas  sugieren que este  compuesto  interactúa  e  induce daño a 

nivel de la cromatina, que puede ser causado por un incremento de los sitios álcali 

lábiles del ADN. Estos sitios generalmente, son producidos en lugares no básicos de 

la mólecula y que pueden ser revelados bajo condiciones de desnaturalización de la 

estructura secundaria del ADN. 

Astiz  et al. (2009), demostraron que el glifosato es un activo productor de 

estrés oxidativo e inductor de daños a biomoléculas que incluyen al ADN; por su 

parte, Anadón et al. (2009), indicaron que tanto el mencionado compuesto como el 

AMPA (principal metabolito ambiental del glifosato) tienen una lenta eliminación 

del  organismo,  lo  que le  permite  estar  en contacto por suficiente  tiempo con los 

tejidos  como  para  producir  efectos  sistémicos.  Además,  Mañas  et  al.  (2009a)  y 

Mañas  et  al.  (2009b),  encontraron  que  tanto  el  glifosato  como  el  AMPA  son 

genotóxicos considerando los resultados obtenidos del ensayo cometa, micronúcleos 

y  aberraciones  cromosómicas  y  que  el  AMPA  tiene  tanto  o  mayor  potencial 

toxicogénico que la molécula parental. 

Lushchak et al. (2009), en el pez goldfish Carassius auratus encontraron que 

la  baja  toxicidad  del  herbicida  glifosato  puede  causar  efectos  adversos  en  las 

defensas antioxidantes de los peces. Otros herbicidas han sido utilizados para medir 

lesiones en el ADN, Henao et al. (2005), encontraron daño acumulativo del ADN a 

16



través del ensayo cometa en muestras de sangre de la tilapia roja  Oreochromis sp. 

por exposición crónica a los plaguicidas cipermetrina y diazinón;  Könen y Cavas 

(2008),  demostraron  incremento  en  la  frecuencia  de  micronúcleos  en  eritrocitos 

periféricos de la tilapia del nilo  Oreochromis niloticus por exposición al  herbicida 

trifluralin y su equivalente comercial treflan. 

No obstante, Mañas (2010), ha indicado que los aspectos más controversiales 

de la toxicidad de glifosato, están relacionados a su potencial capacidad de producir 

toxicidad crónica; ya que justamente, sus efectos al no observarse inmediatamente, 

contribuyen a establecer una sensación de seguridad que a su vez potencia el uso 

irresponsable del herbicida; creando un círculo vicioso y silencioso que incrementa 

paulatinamente el riesgo de exposición humana, a través del agua y los alimentos 

contaminados con glifosato.

Bioensayo de toxicidad crónica con sedimentos:

Los  números  de  micronúcleos  y  las  alteraciones  nucleares  en  células 

sanguíneas  de  A. brevifilis por exposición a los sedimentos  de las  localidades  de 

Yoraco y Guasdua pueden observarse en la Figura 3. Se muestra un incremento de 

células micronucleadas con el aumento del tiempo de exposición; comportamiento 

que no se observó, en las alteraciones nucleares presentes en individuos expuestos a 

sedimentos de Guasdua 0 y 100 , cuya tendencia luego de aumentar tras 10 dias de 

exposición,  descendió  a  los  21  días.  Los  resultados  obtenidos  muestran  que  no 

existen  diferencias  significativas  (KW=7,90;  p>0,05)  por  la  presencia  de  células 

sanguíneas micronucleadas en A. brevifilis de acuerdo a los sedimentos utilizados; no 

obstante si se encontraron diferencias significativas (KW=8,18; p<0,05) por tiempo 

de  exposición  a  los  mismos  sedimentos;  notándose  la  formación  de  dos  grupos 

homogéneos conformados, el primero por los individuos del día 0 y los expuestos 

durante  10  días;  mientras  que,  el  segundo  grupo  estuvo  formado  por  aquellos 

ejemplares expuestos por 21 días.
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Figura 3.- Número de micronúcleos y anormalidades nucleares presentes en células 
sanguíneas de A. brevifilis por exposición crónica (0, 10 y 21 días) a diferentes tipos 
de sedimentos (Yoraco y Guasdua 0, 100 y 200 m; n=6). M= micronúcleos, A= 
anormalidades nucleares.

Las alteraciones nucleares resultaron significativas (KW=13,17; p<0,05) por 

tipo de sedimento  y se  establecieron tres  grupos homogéneos:  los  individuos del 

control  negativo  (0  días)  representaron  el  primer  grupo,  el  segundo  aquellos 

ejemplares expuestos a sedimentos de Yoraco y Guasdua 0 y 200 m y el tercero 

grupo por aquellos individuos expuestos a sedimentos de Guasdua a 0, 100 y 200 m. 
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Respecto al tiempo de exposición, las diferencias en cuanto a alteraciones nucleares 

en células sanguíneas de A. brevifilis también resultaron significativas (KW=20,15; 

p<0,05)  y  se  constituyeron  dos  grupos homogéneos:  el  primero  formado  por  los 

individuos del tiempo 0 días y el segundo por los individuos expuestos durante 10 y 

21 días.

A través  del  ensayo  cometa  (Figura 4),  de  manera  general,  se  observó el 

predominio de los cometas tipo 0 en células sanguíneas de la especie, para tres de los 

cuatro tipos de sedimentos utilizados (Yoraco y Guasdua 0 y 200 m) a lo largo de los 

tres tiempo de muestreo (0, 10 y 21 días). No obstante, se evidenciaron diferencias 

altamente significativas (KW=20,15; p<0,001) entre los cometas encontrados en los 

distintos  sedimentos  a los cuales  estuvo expuesta  la guaraguara  A. brevifilis y se 

hallaron  dos  grupos  homogéneos:  el  primero  establecido  por  los  individuos  del 

control negativo y el segundo por los individuos expuestos a sedimentos de Yoraco y 

Guasdua 0, 100 y 200 m. La longitud de la cola de los cometas hallados por tipo de 

sedimento resultó altamente significativa (KW=21,38; p<0,001) y se formaron dos 

grupos idénticos a los encontrados por tipo de cometa.

Respecto al tiempo de exposición, las diferencias encontradas por tipos de 

cometas  en  células  sanguíneas  de  A.  brevifilis resultaron  altamente  significativas 

(KW=18,42;  p<0,001).  Dos  grupos  homogéneos  se  formaron:  el  primero 

representado por los individuos del tiempo 0 y el segundo por los expuestos durante 

10 y 21 días. Las diferencias en cuanto a la longitud de la cola de los cometas por 

tiempo de exposición también fue altamente significativa (KW= 19,30; p<0,001) y 

los grupos formados fueron iguales a los mencionados anteriormente.

De  acuerdo  a  los  resultados  obtenidos,  son  variables  las  diferencias 

estadísticas que se hallaron con las distintas técnicas utilizadas, para la detección de 

daños en el material genético de células sanguíneas del pez A. brevifilis; notándose 

así  que,  las  alteraciones  nucleares  si  fueron  significativas  por  tipo  de  sedimento 

utilizado:  Yoraco  y  Guasdua  (0,  100  y  200  m).  Mientras  que,  tanto  para 

micronúcleos como para ensayo cometa, no se registraron tales diferencias en células 
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sanguíneas  de la  especie,  tras la exposición a los sedimentos  antes  mencionados; 

siendo  similar  su  efecto  sobre  el  ADN;  ocasionado  ello  probablemente,  por  el 

desarrollo agrícola presente en las zonas. 

Figura 4.- Número y tipo de cometas encontrados en células sanguíneas de A. 
brevifilis por exposición crónica (0, 10 y 21 días) a diferentes tipos de sedimentos 
(Yoraco y Guasdua 0, 100 y 200 m). C+= control positivo, células expuestas a H2O2 

(n=6). 
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Las  lesiones  del  material  genético  pueden ser  causada  por  varios  factores 

entre  los  que  se  encuentran:  las  condiciones  de  experimentación  y  exposición  a 

residuos contaminantes, donde la presencia de estos últimos fue constatada durante el 

muestreo  realizado  de  los  sedimentos,  específicamente  en  Guasdua  100  metros; 

donde se registró el mayor número de alteraciones nucleares en células sanguíneas de 

la guaraguara. 

Las  alteraciones  nucleares  y  micronúcleos  (Figura  3)  aumentaron 

distintamente con los tiempos de exposición a sedimentos. Los agentes que inducen 

aneuploidía que pueden ser no genotóxicos porque su blanco no es el ADN, bien 

pueden  inducir  efectos  a  nivel  de  enzimas  que  participan  en  los  procesos  de 

reparación  y  replicación  del  ADN  y  en  proteínas  del  huso  (Palma,  2005);  que 

pudieron causar  aumento  significativo  de las  anormalidades  o lesiones  nucleares; 

siendo consideradas indicadores de genotoxicidad en adición a las formas típicas de 

micronúcleos. 

Lárez (2007), en el pez A. brevifilis por exposición crónica a sedimentos del 

río  Manzanares  encontró  rupturas  del  ADN en células  sanguíneas  de  la  especie; 

haciéndose notorio el mayor daño en aquellos individuos que estuvieron expuestos a 

sedimentos  de Guasdua por  21 días;  donde el  número de cometas  tipo 1 y 2 se 

incrementaron significativamente. Özcan  et al. (2009), muestrearon sedimentos en 

cuatro diferentes sitios del río Kars y en tres de los cuatro lugares muestreados se 

demostró actividad genotóxica en la sangre periférica de Orthrias angorae, dada las 

diferencias estadísticas encontradas en la frecuencia de micronúcleos entre el grupo 

control y el grupo expuesto por un período de seis días. Por otro lado, Campagna et  

al. (2008) en estudios histopatológicos por exposición crónica parcial de juveniles de 

las especies  Danio rerio  y  Poecilia reticulata a sedimentos de río  Monjolinho São 

Carlos-São  Paulo/Brazil, demostraron  toxicidad  encontrando  alteraciones  como 

hiperplasia en branquias y fusión de lamelas secundarias. 

Los  estudios  con sedimentos  conducidos  en  laboratorios  asemejan  lo  más 
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cercanamente  posible  las  condiciones  naturales  en  las  que  se  encuentran  los 

organismos  en  su  hábitat  natural.  No  obstante,  por  la  restricción  estática  de  la 

simulación artificial de la experimentación, las respuestas obtenidas pueden o no ser 

similares  a  las  conseguidas  en  el  campo,  que  dependerá  en  muchos  casos  de  la 

presencia de agentes estresores, y su biodisponibilidad en agua y sedimento, entre 

otros factores.

Burton y Landrum (2003), indicaron que inicialmente la contaminación de los 

sedimentos  ocurre  debido  a  partículas  de  compuestos  químicos  orgánicos  e 

inorgánicos que se asientan en los fondos de los cuerpos de agua; uniéndose a la 

matriz interior de los sedimentos permaneciendo allí por largos periodos de tiempo y 

acumulándose dentro de pequeñas partículas de grano fino. De allí la importancia de 

las comunidades bentónicas y de la presencia de contaminantes en los sedimentos 

como fuente de alimentación y como hábitat. Sin embargo, son muchos los factores 

que pueden alterar la biodisponibilidad de los contaminantes en el sedimento; puesto 

que, las concentraciones residuales en la superficie de agua y suelo y su efecto en los 

organismos  acuáticos  proveen  en  muchos  casos  respuestas  insignificantes  de 

toxicidad directa por un xenobiótico.

Así mismo, Chen y White (2004), hicieron referencia a los sedimentos como 

sustrato propio de los ecosistemas acuáticos, que pueden actuar también como fuente 

de  contaminación  para  aquellos  organismos  que  habitan  en  los  fondos,  donde la 

actividad  genotóxica  de  compuestos  orgánicos  está  asociada  principalmente  a 

movimiento post-emisión y partición de compuestos hidrofóbicos que son adsorbidos 

por el material particulado en suspensión; y que consecuentemente por el proceso de 

sedimentación facilita la exposición de la fauna bentónica implicando riesgos debido 

a la bioacumulación y persistencia a través de la cadena trófica.

De  acuerdo  a  la  literatura  existente,  los  estudios  realizados  en  el  río 

Manzanares  (Martínez  y  Senior,  2001;  Senior  et  al.,  2003;  Senior  et  al.,  2004; 

Martínez  et  al., 2005; Gonzáles,  2006)  demostraron  que  en  los  últimos  años  el 

aumento de las actividades generadas por el hombre y la ocupación anárquica del 
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espacio,  han  venido  deteriorando  el  entorno  natural  en  detrimento  de  la  calidad 

medio  ambiental,  con  posible  influencia  sobre  la  salud  de  sus  habitantes, 

especialmente aquellos que viven en ambientes acuáticos.

Detección in situ:

La Figura 5, muestra una mayor proporción de anormalidades nucleares con 

respecto a los micronúcleos presentes en células sanguíneas de A. brevifilis tomadas 

en  las  localidades  de  Yoraco  y  Guasdua.  De  acuerdo  al  análisis  estadístico,  se 

encontraron diferencias significativas  (KS=1,58; p<0,05) a través de la prueba de 

micronúcleos en los promedios de las localidades estudiadas; pero no se registraron 

tales diferencias (KS=1,05; p>0,05) para las anormalidades nucleares. 

Figura 5.- Número de micronúcleos y anormalidades nucleares presentes en células 
sanguíneas de A. brevifilis proveniente de las localidades de Yoraco y Guasdua 
(n=10). M= micronúcleos, A= anormalidades nucleares.

En  el  caso  del  ensayo  cometa  (Figura  6),  se  notó  el  predominio  de  los 

cometas  tipo  0  para  ambas  localidades;  registrándose  diferencias  altamente 

significativas (KS=9,22; p<0,001) entre los promedios de cometas encontrados en la 

localidad de Yoraco y Guasdua. Estos resultados son similares a los obtenidos para la 
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longitud de la cola de los cometas presentes en células sanguíneas de  A. brevifilis,  

donde  se  encontraron  también  diferencias  altamente  significativas  (KS=9,22; 

p<0,001).

Los ríos desde tiempos remotos han sido utilizados como vía de eliminación 

de  aguas  residuales  y  de  desechos  sólidos.  De  acuerdo  con  Zuleta  y  Meléndez 

(2001), es muy posible que gran parte de las aguas contengan mutacarginógenos, 

derivados  de  las  diversas  vías  y  actividades  desarrolladas  por  el  hombre  y  que 

contribuyen  a  que  las  aguas  se  carguen  de  compuestos  como  hidrocarburos 

aromáticos  policíclicos,  cloro,  ozono,  aminas  heterocíclicas,  compuestos 

nitroaromáticos, entre otros; cuya incidencia en el medio ambiente puede conllevar a 

alteraciones de distinta magnitud en la biota de los cursos de agua. De manera que, 

los organismos acuáticos no blanco podrían estar expuestos a estos xenobióticos por 

aplicaciones  directas  y por  aportes  de residuos que llegan a  los cuerpos de agua 

provenientes de ambientes terrestres y de la atmósfera (Henao et al., 2005).

Figura 6.- Número y tipos de cometas encontrados en células sanguíneas de A. 
brevifilis proveniente de las localidades de Yoraco y Guasdua. C+= control positivo, 
células expuestas a H2O2 (n=10).
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Las sustancias tóxicas depositadas en los cuerpos de agua y sedimentos, bien 

por,  lixiviación,  escorrentía,  precipitación  o  por  acción  intencionada,  tienen  un 

impacto significativo en los ecosistemas naturales; ya que, generalmente, la mayoría 

de estos xenobióticos alcanzan los ambientes acuáticos en pequeñas cantidades que 

pueden ser asimiladas por los organismos. Basados en los resultados obtenidos, no es 

fácil atribuir los daños observados a un factor en particular, ello implica, el efecto 

sinérgico de una variedad de compuestos químicos y factores medio ambientales que 

causan  daños  en  el  ADN  y  que  está  relacionado  con  la  metabolización  de  los 

xenobióticos.

El  río  Manzanares  en  los  últimos  años  se  ha  visto  desfavorecido  por  las 

diversas actividades que se desarrollan en su entorno, entre ellas la agricultura, la 

presencia de areneras y el aumento progresivo de centros poblados a lo largo de sus 

márgenes; viéndose afectados en diferente medida los tributarios que lo conforman. 

A pesar  de ello  y a  las diferencias  encontradas  por efecto  genotóxico en células 

sanguíneas del pez A. brevifilis muestreado en las localidades de Yoraco y Guasdua 

(Figura 5 y 6), es evidente que el daño causado por los contaminantes presentes en 

estos ríos es menor, al ser comparado con los con resultados obtenidos de los valores 

basales  obtenidos  para  el  día  0  (cero)  en  el  ensayo  de  toxicidad con sedimentos 

(Figura 3 y 4); siendo también menores, a los encontrados por otros autores en otras 

latitudes.

En  el  contexto  anterior,  Ayllón  et  al.  (2000),  que  a  través  del  test  de 

micronúcleos aplicado en riñón cefálico de la trucha marrón  Salmo trutta pudieron 

discernir sobre la sensibilidad de la prueba; aplicada a diferentes poblaciones de la 

trucha que habitaban en ecosistemas con distintos niveles de contaminación del río 

Trubia (Asturias, al norte de España), observando incremento de micronúcleos en la 

zona más afectada. Porto et al. (2005), midieron el efecto genotóxico del mercurio en 

tres  especies  de  peces:  coporo  Prochilodus  nigricans (detritivoro),  palometa 

Mylossoma  duriventris (omnivoro)  y  guabina  Hoplias  malabaricus (piscívoro) 

tomados de los ríos Madeira (zona contaminada) y Solimões (área no contaminada) 
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del  Amazonas,  a  través  de  la  prueba  de  micronúcleos  y  encontraron  incremento 

altamente  significativo  en  la  frecuencia  de  células  micronucleadas  para  los 

individuos  muestreados  en  el  río  Madeira  comparado  con  las  mismas  especies 

tomadas de río Solimões y que además la presencia de micronúcleos era cinco veces 

más alta para la especie piscívora que para la omnívora y detritívora. Hafes (2009), 

en células sanguíneas, hepáticas y branquiales del pez  Mugil cephalus  tomado en 

cuatro  diferentes  localidades  de  la  Bahía  Abu-Quir,  encontró,  que  a  través  de la 

técnica de micronúcleos, anormalidades nucleares y aberraciones cromosómicas; los 

resultados  obtenidos  responden  diferencialmente  al  estrés  ambiental  al  que  están 

sometidos los organismos.

Respecto al ensayo cometa, Lárez (2007), detectó diferencias significativas en 

daños del ADN en tejido sanguíneo de la guaraguara A. brevifilis muestreada en las 

localidades de Aricagua y Guasdua del río Manzanares; sin embargo los resultados 

actuales hallados para la localidad de Guasdua muestran la presencia solo de cometas 

tipo 0 y 1 que difieren de los encontrados por Lárez (2007) que también encontró en 

la misma localidad cometas tipo 2 y 3. Kopjar et al. (2008), evaluaron la integridad 

del ADN por medio del ensayo cometa en eritrocitos del pez Cobitis elongata en dos 

sitios del río Sava y en el río Kuper (Croacia), que presentaban diferencias en cuanto 

a calidad del agua; de acuerdo a sus resultados el efecto genotóxico obtenido fue 

significativamente alto para los dos sitios del río Sava en comparación con el río 

Kuper. 

Por otro lado, Grisolia et al. (2009), emplearon las técnicas de micronúcleos y 

ensayo  cometa  en  una  variedad  de  especies  de  peces  tropicales  (Geophagus 

brasiliensis, Cichla temensis, Hoplias malabaricus, Astyanax bimaculatus lacustres,  

Oreochromis  niloticus,  Cyprinus  carpio y  Steindachnerina  insculpit)  tomados  del 

lago Paranoá, el cual recibe de manera inadecuada descargas de agua producto del 

crecimiento de la población y notaron que las diferencias en la frecuencia de daños 

en el ADN en organismos que habitan en una misma zona, estaban asociadas a los 

hábitos alimenticios, a la sensibilidad de los organismos a los agentes genotóxicos y 

a sus respuestas y relaciones en el ecosistema. 
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Srut  et  al.  (2010),  en  eritrocitos  del  pez  marino  Dicentrarchus  labrax 

encontraron daños significativos del ADN medido por ensayo cometa pero no así, a 

través  del  test  de  micronúcleos;  esto  por  exposición  in  situ en  dos  bahías 

diferentemente  impactadas  del  mar  Adriatico:  Kaštela  y  Nečujam.  Por  otro lado, 

Klobucar  et  al.  (2010),  realizaron biomonitoreo  in  situ de daños en el  ADN por 

ensayo cometa y micronúcleos en la carpa Cyprinus carpio durante 3 semanas de 3 

otoños consecutivos, en dos sitios polucionados del río Drava (Belisce y Osijek) y 

una zona de referencia, el parque natural Kopacki; ubicados en Croacia; encontrando 

que en el pez carpa muestreado en los sitios con mayor influencia antropogénica se 

obtuvieron los mayores promedios de daños en el ADN tanto por micronúcleos como 

por ensayo cometa.

De acuerdo a los resultados obtenidos para la detección  in situ, las lesiones 

del material genético indicaron que estos daños son mínimos, pudiendo ser atribuidos 

a los daños diarios a los que está expuesta la molécula de ADN, ya que el efecto 

genotóxico encontrado, fue mucho menor al hallado en el bioensayo de toxicidad 

aguda y crónica. No obstante, son evidentes las diferencias encontradas durante la 

detección in situ entre las localidades de Yoraco y Guasdua; siendo la primera zona 

mencionada  donde  se  registró  el  mayor  daño  del  ADN,  en  concordancia  a  los 

resultados  obtenidos  para  micronúcleos  y  ensayo  cometa;  lo  que  sugiere  que  la 

localidad no es referencial. 
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CONCLUSIONES

El ensayo  de toxicidad aguda con glifosato demostró  efectos  perjudiciales 

sobre la molécula de ADN en células sanguíneas del pez A. brevifilis, a pesar de las 

distintas aseveraciones que indican la corta actividad biológica del herbicida.

Durante el desarrollo del ensayo de toxicidad crónica, se incrementaron las 

lesiones en el ADN de células sanguíneas de A. brevifilis, a medida que se aumentó 

el tiempo de exposición a sedimentos de las localidades Yoraco y Guasdua (0, 100 y 

200 m aguas abajo); sin embargo, por tipo de sedimento tras la exposición del pez, 

no se encontraron diferencias  para micronúcleos  y ensayo cometa,  teniendo igual 

impacto sobre las células sanguíneas.

En muestreo realizado  in situ de la guaraguara  A. brevifilis, en condiciones 

naturales  de  las  localidades  Yoraco  y  Guasdua  del  río  Manzanares,  también  se 

detectó efecto genotóxico en tejido sanguíneo de la especie en estudio; aunque este 

daño resulto menor al encontrado en el ensayo de toxicidad aguda y crónica; a pesar 

de ello, los daños encontrados fueron mayores en la localidad de Yoraco. 

La  sensibilidad  de  las  técnicas  empleadas:  micronúcleos  y  cometas,  varió 

diferencialmente respecto a la condición de experimentación.
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ANEXOS

(a)                                                                            (b)

(c)                                                                              (d) 

(f)                                                                               (g)

Anexo 1.- Imágenes que muestran tipos células encontradas por medio del 

ensayo de Micronúcleos: (a) células control; (b) célula micronucleada; (c y d) células 

binucleadas; (f y g) puentes nucleares.
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                              Tipo 0                                        Tipo 1

                          Tipo 2                                             Tipo 3 

Anexo 2. Tipos de cometas que representan daños a nivel de ADN (tipo 0 

representa un núcleo intacto, tipo 1 muestra una lesión leve, tipo 2 sugiere una lesión 

media y la tipo 3 representa el máximo daño). 
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evaluó  el  efecto  genotóxico  que  sobre  las  células  sanguíneas  de  A.  brevifilis tienen  los 
contaminantes provenientes de la actividad agrícola presentes en el río Manzanares, a través de: un 
ensayo  de  toxicidad  aguda con dosis  subletales  de  glifosato  (0;  1;  3  y  5  ppm),  un  ensayo  de 
toxicidad crónica por exposición a sedimentos y por detección in situ en el campo en las localidades 
de Yoraco y Guasdua. Se determinó la viabilidad celular y se estimaron las lesiones a nivel de ADN 
a través de las técnicas de micronúcleos y ensayo cometa. El promedio del porcentaje de células  
viables estuvo en un rango comprendido desde 88,67 hasta 91,96%. En el  ensayo de toxicidad 
aguda  con  la  dosis  más  alta  utilizada  de  glifosato  se  encontró  la  mayor  cantidad  de  células 
micronucleadas  (K-W=12,64;  p<0,01)  y  aberraciones  nucleares  (K-W=8,30  p<0,05);  en  la 
genotoxicidad evaluada por el ensayo cometa, se hallaron diferencias altamente significativas por 
tipo de cometa y longitud de la cola del mismo (K-W=42,60; p<0,001 y K-W=42,56; p< 0,001) 
respecto  al  grupo  control.  En  cuanto  al  ensayo  de  toxicidad  crónica  con  sedimentos,  los 
micronúcleos resultaron significativos por tiempo de exposición (K-W=8,18; p<0,01); mientras que, 
las alteraciones nucleares fueron significativas tanto para tiempo de exposición como para el tipo de 
sedimentos  (K-W=8,47;  p<0,01  y  K-W=13,18;  p<0,01);  por  su  parte  se  registraron  también 
diferencias significativas en el ensayo cometa para los factores tiempo de exposición (K-W=18,42; 
p<0,001)  y  tipo  de  sedimentos  (K-W=20,16;p<0,001).  En  la  detección  in  situ se  encontraron 
diferencias significativas entre los promedios de micronúcleos (K-S=1,58; p<0,05), tipo de cometa 
(K-S=9,22; p<0,001) y longitud de la cola de los mismos (K-S=9,22; p<0,001) para las localidades 
de Yoraco y Guasdua. Si bien, el glifosato tiene una actividad biológica de corta duración en suelos 
y agua, no se biomagnifica ni se mueve a lo largo de la cadena alimenticia, y no se filtra a las aguas 
subterráneas  desde  el  suelo;  estos  resultados  demuestran  efectos  adversos  en  la  especies  A. 
brevifilis. En los ensayos de laboratorio, los sedimentos del río Manzanares causaron daños en el 
ADN  del  organismo  en  estudio  dependiente  del  tiempo  de  exposición;  como  es  el  caso,  de 
micronúcleos y cometas; mientras que, en la detección in situ los daños encontrados en el material 
genético  de  la  guaraguara  fueron  mínimos,  comparados  con  los  resultados  obtenidos  en  el 
laboratorio,  a  pesar  de las  diferencias  halladas  entre  las  localidades  de  Yoraco y Guasdua.  La 
sensibilidad  del  ensayo  cometa  y  test  de  micronúcleos  varió  con  las  condiciones  de 
experimentación. 
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