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RESUMEN

El Roundup® Activo es un herbicida elaborado a base de glifosato ampliamente utilizado en Colombia para el control de malezas. Sin
embargo, para su aplicacién requiere ser mezclado con un coadyuvante que facilite su accién, tal como el Cosmo-Flux®411F el cual
mejora la adherencia y fijacién del herbicida en las hojas de las plantas. El objetivo de este estudio fue determinar la concentracién
letal media (CL,;) y algunos efectos subletales (cambios en el tamafio corporal y en el desempefio natatorio) del Roundup® Activo y del
Cosmo-Flux®411F en renacuajos de cuatro especies de anuros colombianos expuestos bajo condiciones controladas de laboratorio
y en microcosmos. La especie mds sensible a la exposicién del Roundup® Activo fue Hypsiboas crepitans (Laboratorio: CL, = 1414 g
a.e. de glifosato/L y microcosmos: CL = 4 kg a.e. de glifosato/ha) y para el Cosmo-Flux®411F Rhinella humboldti (Laboratorio: CL, =
319 mg/Ly microcosmos: CL, = 632,3 L/ha). En laboratorio y microcosmos, la exposicion al Roundup® Activo no alteré el tamafio
corporal ni el desempefio natatorio de los renacuajos, mientras que el Cosmo-Flux®411F generé alteraciones del tamafio corporal
pero no afecté el desempefio natatorio. Al comparar los CL,, de los dos agroquimicos con las concentraciones empleadas en campo,
el Roundup® Activo generé un riesgo moderado mientras que el Cosmo-Flux®411F no resulté letal. Ademads, el Roundup® Activo fue
notablemente mds téxico que el Cosmo-Flux®411F.

Palabras clave: anfibios, CL_, efectos subletales, glifosato.
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ABSTRACT

Roundup® Active is an herbicide based on glyphosate widely used in Colombia for control of illicit crops and weeds. However, it
must be mixed with an adjuvant that facilitates its action, such as the Cosmo-Flux®411F which improves the adhesion and fixation of
the herbicide into the leaves of the plants. The aim of this study was to determine the median lethal concentration (LC, ) and some
sublethal effects (changes in body size and swimming performance) of the Roundup® Active and the Cosmo-Flux®411F to tadpoles
of four Colombian anuran species exposed under laboratory and microcosm conditions. The most sensitive species to exposure
of Roundup® Active was Hypsiboas crepitans (Laboratory: LC, = 1414 pg a.e. glyphosate/L; microcosm: LC, = 4 kg a.e. glyphosate/
ha), and for Cosmo-Flux®411F was Rhinella humboldti (Laboratory: LC, = 319 mg/L; microcosm: LC, = 632.3 L/ha). In laboratory
and microcosms, Roundup® Active did not alter the tadpole body size nor the swimming performance, while the Cosmo-Flux®411F
generated changes in the body size but not in the swimming performance. Comparing the LC, of the two agrochemicals with respect
to concentrations used in field, the Roundup® Active exerted a moderate risk whereas the Cosmo-Flux®411F was not lethal. In
addition, the Roundup® Active was notably more toxic than the Cosmo-Flux®411F.

Keywords: amphibians, glyphosate, LC_, sublethal effects.
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INTRODUCCION

El glifosato es uno de los herbicidas de mayor uso comercial
en el mundo (Plotner y Matschke, 2012), el cual es vendido
por numerosas casas comerciales bajo diferentes marcas
(Woodburn, 2000), entre las que se encuentran: Roundup®,
Rodeo®, Ranger®, Glyphos®. Los herbicidas a base de
glifosato son ampliamente utilizados en la agricultura
colombiana para la erradicacién de malezas, y entre el 10
% y el 14 % es utilizado para el programa de erradicacién
de cultivos ilicitos de coca y amapola (Solomon et al.,
2007). Particularmente, el Roundup® Activo es una de las
presentaciones de glifosato principalmente empleadas para
el control de arvenses en el pais (Ministerio de Ambiente,
Vivienda y Desarrollo Territorial, 2007).

Los estudios sobre los efectos del glifosato y sus
productos formulados han concluido que resulta mediana
a altamente téxico para las especies de anuros expuestas
en condiciones de laboratorio (Relyea, 2004; Wojtaszek
et al., 2004; Relyea, 2005; Bernal et al., 2009a), en donde
las diferencias en la toxicidad pueden estar relacionadas
con las sustancias tensoactivas no idnicas presentes en las
formulaciones comerciales (Plotner y Matschke, 2012).
También, que su interaccién con otros factores como el
pH (Edginton et al., 2004) y la disponibilidad del alimento
(Chen et al, 2004) potencian su efecto. Sin embargo,
cuando los experimentos se han realizado bajo condiciones
de microcosmos se ha observado una reduccién significativa
en la toxicidad del glifosato (Wojtaszek et al., 2004; Bernal
et al., 2009b), la cual es atribuida a la materia organica y
macrdéfitas acudticas presentes en este tipo de experimentos
que favorecen la degradacién del glifosato a su principal
metabolito, dcido aminometil fosférico (AMPA) (Plotner
y Matschke, 2012). Triana et al., (2013), en un estudio
reciente con embriones de anuros colombianos, también
encontraron que el Roundup® Activo resulté altamente
téxico en los experimentos de laboratorio, pero que su
toxicidad disminuyé ostensiblemente en las pruebas de
microcosmos, incluso hasta valores que representarian un
riesgo leve (20 % de letalidad) para las especies de estudio.

En los dltimos afios se han reportado mudiltiples
efectos morfoldgicos y fisiolégicos en anuros expuestos al
glifosato (Lajmanovich et al., 2003). Dentro de los efectos
morfoldgicos se encuentran la presencia de deformidades
en la cola (Williams y Semlitsch, 2010) y en el intestino de
las larvas (Lenkowski et al., 2010), defectos en el desarrollo
de la cresta neural y el esqueleto craneofacial (Mann et al.,
2009). Cauble y Wagner (2005) también indican que las
larvas de Rana cascadae al ser expuestas a una concentracién
de 1 mg/L de glifosato presentan una menor masa corporal
en comparacién con el grupo control. Dentro de los
efectos fisioldgicos en anuros se reportan alteraciones en la
actividad de las enzimas hepdticas en Lithobates catesbeianus
(Costa et al., 2008), efectos sobre el metabolismo de las
hormonas tiroideas (Howe et al.,, 2004; Mann et al., 2009),
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alteraciones en el ADN (Mann etal., 2009) y en la sintesis del
ARN (Howe et al., 2004).

Numerosos trabajos se han realizado sobre el impacto del
glifosato en los anuros; sin embargo, el herbicida glifosato
requiere ser aplicado en combinacién con un coadyuvante
que facilite su fijacién y penetracién en las hojas, tal como
el Cosmo-Flux®411F el cual es ampliamente utilizado en
Colombia durante la aspersién de cultivos ilicitos (Solomon
etal., 2005). El Cosmo-Flux®411F es un aceite isoparafinico
de alta pureza, con muy baja fitotoxicidad, muy bajo
contenido de aromdticos y baja tensién superficial que
mejora la humectabilidad, promoviendo asi |a eficacia de los
ingredientes activos (Cosmoagro, 2014). Henaoetal., (2013)
evaluaron la toxicidad del Cosmo-Flux®411F en embriones
de anuros encontrando que las concentraciones sugeridas de
aplicacién en campo no resultan téxicas, ni afectan la tasa
de crecimiento y desarrollo; sin embargo, en este estudio no
se tuvieron en cuenta estadios mds avanzados de desarrollo,
como los renacuajos, los cuales han sido reportados como
muy sensibles a contaminantes del agua (Egea-Serrano et
al.,, 2012). También, Rondén et al., (2007) desarrollaron un
trabajo en el pez Cachama blanca (Piaractus brachypomus)
en donde concluyeron que el Cosmo-Flux®411F era letal a
concentraciones mayores a las aplicadas en campo, y los
reportes de Bernal etal., (2009b), quienes evaluaron el efecto
téxico de la mezcla glifosato (Glyphos®) y Cosmo-Flux®411F
en anuros bajo condiciones de microcosmos, la cual no
resulté ecolégicamente letal. De acuerdo con lo anterior,
este trabajo pretende determinar la toxicidad y algunos
efectos subletales generados por la aplicacién individual
del herbicida glifosato, en su presentacién comercial como
Roundup® Activo, y del coadyuvante Cosmo-Flux®411F, en
renacuajos de cuatro especies de anuros colombianos bajo
condiciones experimentales de laboratorio y microcosmos.

MATERIALES Y METODOS

Especies de estudio

Este trabajo se realizé con renacuajos en estadio 25
(Gosner, 1960) de cuatro especies de anuros colombianos:
Rhinella  marina (Linnaeus, 1758), Rhinella humboldti
(Gallardo, 1965), Hypsiboas crepitans (Wied-Neuwied,
1824) y Engystomops pustulosus (Cope, 1864), las cuales se
seleccionaron por encontrarse frecuentemente en dareas
de cultivo donde podrian estar expuestas al contacto con
estos agroquimicos, no encontrarse en ninguna categoria
de amenaza y ovopositar un niumero elevado de huevos
(Guayara-Barragéan y Bernal, 2012).

Las posturas de huevos de las especies fueron colectadas en
diferentes lugares del departamento del Tolima, Colombia: R.
marina en el municipio de San Luis (04°17° N,y 75°05’ W); R.
humboldti, en los alrededores de la ciudad de Ibagué (04°25’
N, y 75°12° W); H. crepitans y E. pustulosus en el municipio
de Coello (04°15’ N, y 74°58” W). Las posturas colectadas
fueron transportadas separadamente en contenedores
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plasticos y con agua del lugar de colecta al laboratorio de
Herpetologia de la Universidad del Tolima, y alli se trasladaron
a recipientes con agua previamente declorada por aireacién
continua, a una temperatura de 23-24 °C, hasta que
alcanzaron el estadio 25 (Gosner, 1960). Los renacuajos no
fueron alimentados previamente ni durante los experimentos.

Agroquimicos evaluados

Roundup® Activo. Herbicida sistémico con una concentracién
de 363 g/L de 4cido de glifosato de formulacién a 20 °C,
equivalentea416g/LdesalpotasicadeN-(fosfonometil)-glicina
(Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial,
2007). El producto cuenta con licencia de venta ndmero
470 expedida por el Instituto Colombiano Agropecuario
ICA (Cosmoagro, 2014). De acuerdo con la clasificacién del
Ministerio de Salud de Colombia, este producto se encuentra
en la categoria toxicoldgica Il (ligeramente peligroso para la
salud humana). La concentracién de glifosato sugerida para
su aplicacién en la agricultura es de 1,77 kg a.e./ha (Ministerio
de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, 2007) y para el
control de cultivo ilicitos en Colombia es de 3,69 kg a.e./ha
(Solomon et al., 2007).

Cosmo-Flux®411F. El Cosmo-Flux®411Fesun coadyuvante
estéreo-especifico de cardcter no-iénico, cuyo ingrediente
activo constituye una mezcla de esteres de hexitan (17 %)
e isoparafinas liquidas como ingredientes aditivos (83 %).
El producto cuenta con la licencia de venta nimero 2186
expedida por el Instituto Colombiano Agropecuario ICA

(Cosmoagro, 2014) y se encuentra clasificado por el
Ministerio de Salud de Colombia en la categoria toxicolégica
IV (ligeramente téxico para la salud humana). Cosmoagro®,
empresa que se encarga de la comercializacién del Cosmo-
Flux®411F, sugiere su aplicacién en un volumen de 0,5 a 1
L/ha, o entre 1,5y 10 mL/L, equivalente a 255y 1700 mg/L.

Evaluacion de la toxicidad

Experimentos en condiciones controladas de laboratorio.
Durante 96 horas, diez renacuajos de cada especie mds
su réplica (n = 20 por tratamiento) fueron expuestos por
separado a cinco concentraciones del herbicida Roundup®
Activo: 325; 750; 1500; 3000 y 6000 pg a.e. de glifosato/L; y
del coadyuvante Cosmo-Flux®411F: 106,25; 212,5; 425; 850
y 1700 mg/L. Cada réplica conté con un control negativo
(agua declorada). Los renacuajos se expusieron en un litro
de la solucién experimental (diez renacuajos/litro) dentro de
peceras de vidrio con capacidad para 2 litros. El agua utilizada
para preparar las soluciones fue previamente declorada por
aireacion. El experimento consistié en un sistema semiestatico
en donde las soluciones fueron renovadas totalmente
cada 24 horas, esto con el fin de mantener constantes las
concentraciones de los agroquimicos evaluados, y antes y
después de los recambios se registraron a una profundidad
media los pardmetros fisicoquimicos de conductividad,
oxigeno disuelto, alcalinidad, dureza, temperatura vy
pH (Tabla 1). Los experimentos se realizaron con un
fotoperiodo de luz-oscuridad de 12:12 horas, mantenida a

Tabla 1. Media y desviacién estandar de los parametros fisicoquimicos registrados antes y después del recambio de las soluciones en las
pruebas de laboratorio, y a las 0 y 96 horas en las pruebas de microcosmos.

LABORATORIO

Roundup® Activo

Cosmo-Flux®411F

Fisicoquimicos Antes del recambio

Después del recambio

Antes del recambio Después del recambio

pH 7,43 (0,88) 7,56 (0,62) 7,54 (5,72) 7,17 (0,61)
Temperatura (°C) 24,8 (1,09) 23,0 (0,86) 24,4 (1,10) 22,3 (0,62)
Oxigeno (ppm) 6,04 (0,83) 6,63 (0,92) 5,01 (1,54) 6,70 (0,56)
Alcalinidad (mg/L) 59,2 (12,58) 64 (14,32) 81,8 (38,23) 102,8 (50,55)
Dureza (ppm) 94,2 (26,18) 93,3 (21,07) 93,4 (22,71) 89,6 (13,62)

Conductividad (pS/cm) 257,0 (45,02)

234,9 (37,38)

256,8 (42,64) 238,9 (36,43)

MICROCOSMOS

Roundup® Activo

Cosmo-Flux®411F

Fisicoquimicos

0 horas 96 horas 0 horas 96 horas
pH 7,11 (0,57) 7,11 (0,68) 7,26 (0,56) 7,05 (0,50)
Temperatura (°C) 23,2 (0,95) 22,3 (0,88) 23,4 (0,87) 22,8 (0,93)
Oxigeno (ppm) 6,86 (0,76) 4,96 (0,70) 6,44 (1,01) 3,08 (1,83)
Alcalinidad (mg/L) 63,7 (17,54) 46,4 (16,48) 63,1(16,15) 45,6 (11,53)
Dureza (ppm) 98,4 (41,21) 92,2 (33,84) 91,7 (20,71) 93,9 (22,65)

Conductividad (pS/cm) 267,3 (58,32)

257,4 (32,83)

245,7 (59,29) 252,2 (38,02)

Acta biol. Colomb., 20(2):153-161, mayo - agosto de 2015 = 155



Henao Mufioz LM, Triana Veldsquez TM, Bernal Bautista MH.

través de ldmparas de luz blanca (Phillips TLT 20W/54RS)
conectadas a un temporizador digital (General Electric
PM621). La toxicidad de cada agroquimico se determiné a
través de la concentracion letal media (CL, ) para cada una
de las especies. Estos valores se calcularon de acuerdo a la
mortalidad acumulada en las concentraciones experimentales
a las 96 horas, a través del método TSK Trimmed Spearman-
Karber (Versién 1.5) (Hamilton et al., 1977).

Experimentos en condiciones de microcosmos. Los
microcosmos son montajes experimentales que se pueden
realizar en el laboratorio incluyendo componentes de los
sistemas naturales para evaluar los efectos de contaminantes
ambientales (Van Leeuwen y Vermeire, 2007). Para el
presente estudio, los microcosmos se elaboraron con
recipientes de polietileno de 70 cm de didmetro y 13 cm
de profundidad (4rea experimental = 0,1520 m?), a los
que se adicioné una capa de tierra (450 g) y arena (647 g)
obtenidas del jardin botdnico de la Universidad del Tolima.
Luego, los recipientes se cubrieron internamente con una tela
blanca (muselina), para facilitar la posterior observacién y
el conteo de los organismos, y se les adicioné diez litros de
la solucién experimental (2,5 renacuajos/litro), preparada
con agua previamente declorada, mds hojarasca (dos hojas
secas), piedras (cuatro a cinco piedras de tamafio pequefio,
100 g) y una macrdfita. Estos microcosmos se ubicaron
aleatoriamente en un drea ventilada del laboratorio con
una temperatura ambiental promedio de 24 + 2 °C y un
fotoperiodo fluctuante de 12 horas luz-12 horas oscuridad,
aproximadamente, donde se dejaron en reposo durante una
hora antes de colocar los organismos de experimentacién en
el centro de los recipientes.

Durante 96 horas, 25 renacuajos mds su réplica (n=50
por tratamiento) fueron expuestos separadamente a cinco
concentraciones del herbicida Roundup® Activo: 1,845;
3,69; 7,38; 14,76 y 29,52 kg a.e. de glifosato/ha; y del
coadyuvante Cosmo-Flux®411F: 205,5 (= 53,1 mg/L); 410,9
(= 106,2 mg/L); 821,9 (= 212,4 mg/L); 1643,9 (= 424,8
mg/L) y 3287,9 L/ha (= 849,6 mg/L), ajustadas de acuerdo
con el drea experimental. Cada réplica conté con un control
negativo (agua declorada). Este experimento consistié en un
sistema estdtico sin recambio de las soluciones experimentales
ni del control, donde los pardmetros fisicoquimicos de
pH, temperatura, conductividad y oxigeno disuelto se
registraron a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas a una profundidad
media. También se registré la alcalinidad y dureza de las
concentraciones experimentales al iniciar y finalizar la
exposicién. Los valores promedio y la desviacién estdndar de
los pardmetros fisicoquimicos registrados a las 0 y 96 horas
se resumen en la Tabla 1. La toxicidad del Roundup® Activo y
del Cosmo-Flux®411F se determind a través de la CL_, de la
misma manera que en las pruebas de laboratorio.
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Evaluacion de efectos subletales

El andlisis de los efectos subletales generados por el
herbicida Roundup® Activo y el coadyuvante Cosmo-
Flux®411F se realiz6 con los individuos sobrevivientes de las
dos primeras concentraciones experimentales y el control,
donde la sobrevivencia fue superior al 50 % en todas las
especies, tanto para los experimentos de laboratorio como
los de microcosmos. Para esto, al finalizar las 96 horas de
exposicién, por cada concentracién se seleccionaron diez
renacuajos sin deformidades aparentes provenientes de las

Tabla 2. Porcentaje de mortalidad, valores de CL,, e intervalos de confianza (IC) al 95 % de las especies expuestas al Roundup® Activo bajo

condiciones de laboratorio y microcosmos.

LABORATORIO

Concentraciones

Especies [pg a.e. de glifosato/L] CL,, ('C)
[pg a.e. de glifosato/L]
325 750 1500 3000 6000
R. marina 0 25 40 90 100 1423 (1129-1794)
R. humboldti 5 10 0 75 100 2437 (2095-2834)
H. crepitans 20 10 55 100 100 1414 (1157-1728)
E. pustulosus 0 5 10 45 100 2789 (2295-3389)
MICROCOSMOS
Concentraciones
[kg a.e. de glifosato/ha] CL,, (IC)
Especies [kg a.e. de glifosato/ha]
1,845 3,69 7,38 14,76 29,52
R. marina 2 6 8 20 100 16,9 (15,2-18,9)
R. humboldti 24 4 92 100 100 5,1(4,9-5,4)
H. crepitans 30 48 92 96 100 4,0 (3,4-4,7)
E. pustulosus 12 0 22 98 100 9,4 (8,7-10,2)
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pruebas de laboratorio, y veinte renacuajos de las pruebas
de los microcosmos, los cuales fueron fotografiados para
medir el ancho corporal, longitud corporal, longitud de
la cola y longitud total con la ayuda del programa Image)
(http://rsbweb.nih.gov/ij/). Estos datos fueron analizados
a través de un andlisis multivariado de varianza (MANOVA)
y luego con andlisis de varianza factoriales (ANOVAS) para
establecer diferencias entre las medidas morfométricas
de las especies por cada concentracién experimental.
Adicionalmente, los renacuajos se sometieron a una prueba
de capacidad natatoria, que consistié en estimular con un
pincel la parte posterior de la cola del renacuajo hasta que
este se desplazara a través de una pista de agua de 50 cm
de largo x 1 cm de ancho x 1 cm de alto, construida con
un canal de plastico que inclufa lateralmente una cinta
métrica. El agua de la pista fue agua declorada con una
temperatura promedio de 23 + 1,4 °C. Por cada organismo
se realizaron tres pruebas y entre estas se escogi6 el registré
de la maxima distancia recorrida (cm) y la méxima velocidad
alcanzada (cm/s). Estos datos fueron comparados a través
de un andlisis multivariado de covarianza (MANCOVA) y
posteriores andlisis de covarianzas (ANCOVAS), teniendo en
cuenta la longitud total de los organismos como covariable.

RESULTADOS
La especie mdas sensible a la exposicién del Roundup®
Activo bajo condiciones de laboratorio y microcosmos fue

H. crepitans (Laboratorio: CL = 1414 pg a.e. de glifosato/L
y microcosmos: CL, = 4 kg a.e. de glifosato/ha) y la mas
resistente en laboratorio fue E. pustulosus (CL,, = 2789 pg
a.e. de glifosato/L) y en microcosmos R. marina (CL,, =
16,9 kg a.e. de glifosato/ha) (Tabla 2). Para el caso de la
exposicién al Cosmo-Flux®411F, R. humboldti presentd la
mayor sensibilidad bajo condiciones de laboratorio (CL, =
319 mg/L) y microcosmos (CL, = 632,3 L/ha), mientras que
H. crepitans mostré la mayor tolerancia en condiciones de
laboratorio (CL, = 1457 mg/L)y en microcosmos, en donde
el valor CL, no pudo ser calculado por el programa debido
a la baja mortalidad presentada (Tabla 3).

Las especies expuestas al Roundup® Activo bajo las dos
condiciones experimentales no presentaron alteraciones
significativas en el tamafio corporal (Laboratorio: Hotelling
T?=10,02; p = 0,8433 y microcosmos: Hotelling T? = 0,04;
p = 0,3647), ni en la capacidad natatoria (Laboratorio:
Hotelling T?= 0,08; p = 0,9469 y microcosmos: Hotelling
T?=0,18; p = 0,8956). Por el contrario, los organismos
expuestos al Cosmo-Flux®411F si presentaron diferencias
significativas en las medidas morfométricas bajo las dos
condiciones experimentales (Laboratorio: Hotelling T?
= 0,11; p = 0,0041 y microcosmos: Hotelling T>= 0,11;
p = 0,0020). En las pruebas de laboratorio, el ancho
corporal fue la variable que generé la diferencia entre las
concentraciones evaluadas del Cosmo-Flux®411F y el
control (ANOVA, F = 3,52; p = 0,0315) (Fig. 1), mientras

Tabla 3. Porcentaje de mortalidad, valores de CL, e intervalos de confianza (IC) al 95 % de las especies expuestas al Cosmo-Flux®411F bajo

condiciones de laboratorio y microcosmos.

LABORATORIO
Concentraciones en mg/L CL,, (1C)
Especies 106,25 212,5 425 850 1700 mg/L
R. marina 0 0 15 10 85 1216 (1096-1350)
R. humboldi 5 50 65 70 100 319 (239-425)
H. crepitans 0 0 0 15 60 1457 (1114-1905)
E. pustulosus 5 5 0 25 80 1160 (853-1578)
MICROCOSMOS
Concentraciones CL,, (IC)
Especies 205,5 410,9 821,9 1643,9 3287,9 L/ha
53,1 106,2 212,4 424.8 849,6 mg/L
R marina 0 4 6 ) 0 29052 (2520.33467)
R. humboldti 14 26 78 70 100 ?ggzi gf;gi;ggg;
H. crepitans 8 10 10 18 32 *
E. pustulosus 30 28 20 66 74 1304,9 (1035,2-1644,3)

337,2 (267,5-424,9)

*Valores no calculados por el programa
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Figura 1. Promedio de las medidas morfométricas en las cuatro especies de estudio expuestas al Cosmo-Flux®411F en condiciones de
laboratorio. *El ancho corporal presenté diferencias significativas entre el control y las dos concentraciones subletales.

que en las pruebas de microcosmos todas las variables
morfométricas presentaron diferencias significativas con
respecto al control (ANOVA, p < 0,05 para todos los
casos) (Fig. 2). La capacidad natatoria en las especies
expuestas al Cosmo-Flux®411F tampoco se vio afectada
significantemente (Laboratorio: Hotelling T2 = 0,18; p =
0,7969 y microcosmos: Hotelling T?=0,12; p = 0,9430).
Los pardmetros fisicoquimicos de las soluciones
registrados antes y después de los recambios en las
condiciones de laboratorio y durante las 96 horas en
las pruebas de microcosmos no variaron drdsticamente
(Tabla 1), aunque en los microcosmos el oxigeno disuelto
mostré una reduccién significativa a lo largo de las 96
horas, tanto para los experimentos con el Roundup®
Activo (Pearson r = -0,508; p = 0,000) como con el Cosmo-
Flux®411F (Pearson r = -0,162; p = 0,012) (Tabla 1).

DISCUSION

El Roundup® Activo resulté letal para las especies de
estudio expuestas bajo condiciones de laboratorio, a
excepcién de E. pustulosus, ya que los CL , experimentales
fueron menores en comparacién con la concentracién de
glifosato estimada para su aplicacién, de acuerdo con el
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programa de erradicacién de cultivos ilicitos (5392,92 pg
a.e. de glifosato/L = 3,69 kg a.e. de glifosato/ha), o para
la agricultura (2586,84 npg a.e. de glifosato/L = 1,77 kg
a.e. de glifosato/ha) (Tabla 2). Por su parte, los CL_, de las
especies expuestas bajo las condiciones de microcosmos
fueron notablemente mayores a la concentracién empleada
de glifosato para la erradicacién de cultivos ilicitos y en la
agricultura, con la excepcién de H. crepitans cuyo CL, fue 4 kg
a.e. de glifosato/ha, un valor muy cercano a la concentracién
usada en el programa de erradicacién de cultivos ilicitos y
que representa una mortalidad aproximada del 50 %.

Para el caso de la exposicién al Cosmo-Flux®411F bajo
condiciones de laboratorio, al comparar los CL,, hallados
para las especies con la concentracién maxima sugerida
para su aplicacién por Cosmoagro (2014), de 10 mL/L
= 1700 mg/L, estos valores fueron menores, indicando
que el coadyuvante es téxico para las especies de estudio
(Tabla 3). Por el contrario, los valores CL, obtenidos en
los microcosmos (Tabla 3) resultaron mayores comparados
con la dosis de aplicacién recomendada por Cosmoagro
(0,5 a 1 L/ha), mostrando que este coadyuvante no resulta
téxico para los renacuajos de ninguna de las especies.
Incluso, en la especie H. crepitans la mortalidad acumulada
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Figura 2. Promedio de las medidas morfométricas de las especies de estudio expuestas al Cosmo-Flux®411F bajo condiciones de

microcosmos.

en cada concentracién experimental fue tan baja que no se
pudo calcular el valor CL,,.

Los valores de toxicidad obtenidos para el Roundup®
Activo en condiciones de laboratorio, entre 1414 y 2789 pg
a.e. de glifosato/L, se encuentran dentro del rango reportado
para otras especies expuestas a diferentes presentaciones
comerciales de glifosato (Edginton et al, 2004; Relyea
y Jones, 2009; Moore et al., 2012). Particularmente, los
intervalos de confianza de los CL, encontrados para el
Roundup® Activo no se diferenciaron significantemente con
los reportados por Bernal et al., (2009a) para la mezcla del
glifosato (Glyphos®) y el Cosmo-Flux®411F, a excepcién
de H. crepitans que resulté ser la especie mds sensible, y de
los hallados por Triana et al., (2013) en embriones de estas
especies expuestas al Roundup® Activo. Por su parte, la alta
toxicidad del coadyuvante Cosmo-Flux®411F encontrada
en las pruebas de laboratorio (valores CL,, menores a la
concentracién maxima sugerida de aplicacién = 1700 mg/L),
concuerda con los resultados hallados para los embriones en
tres de las cuatro especies evaluadas por Henao etal., (2013),
R. humboldti, R. marina y H. crepitans, en donde los valores de
CL,, (desde 495,18 hasta 858,26 mg/L) también resultaron
inferiores a la concentracién de aplicacién en campo.

Los renacuajos expuestos al Roundup® Activo presentaron
una sensibilidad menor en condiciones de microcosmos que
bajo las pruebas de laboratorio, como ha sido reportado en
otros estudios (Relyea, 2004; Tsui y Chu, 2004; Wojtaszek
et al, 2004; Triana et al., 2013), probablemente por la
disminucién en la concentracién del glifosato en este medio
a partir de las primeras 24 horas (Trumbo, 2005). Por el
contrario, el Cosmo-Flux®411F presenté una toxicidad
mayor en condiciones de microcosmos que en las pruebas de
laboratorio (Tabla 3). Lo anterior concuerda con el estudio
realizado por Henao et al, (2013), quienes encontraron
una mayor mortalidad en embriones de anuros expuestos al
Cosmo-Flux®411F bajo condiciones de microcosmos que en
laboratorio, atribuido a la falta derenovacién de las soluciones
experimentales. Aunque los renacuajos en estadios tempranos
pueden nadar hacia la superficie, como fue observado
frecuentemente, la mayor parte del intercambio gaseoso lo
realizan a través de su piel (McDiarmid y Altig, 1999), ya que
la funcién primaria de los pulmones esta relacionada con la
flotabilidad mds que con la respiracién (McDiarmid y Altig,
1999). Asi, la disminucién del oxigeno probablemente pudo
ser un factor critico que contribuyé a la mayor sensibilidad
de los renacuajos ante la exposicién del Cosmo-Flux®411F.
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En las pruebas de toxicidad del Roundup® Activo bajo las
condiciones de microcosmos, la concentracién del oxigeno
en las soluciones experimentales también disminuyé
significantemente (Tabla 1), no obstante estos valores no
decayeron tan drasticamente como en el caso del Cosmo-
Flux®411F y se encuentran dentro del rango tolerante para
algunas especies de anuros (Bernal et al., 2011).

A diferencia del trabajo realizado por Cauble y Wagner
(2005), quienes encontraron que las larvas de R. cascadae
al ser expuestas al glifosato aceleraban su metamorfosis
reduciendo significativamente su tamafio, en este estudio la
exposicién al Roundup® Activo no afecté el tamafio corporal
de los renacuajos de las especies expuestas, incluso dicha
exposiciéon tampoco afecté la capacidad natatoria. Estos
resultados contradicen estudios como el de Relyea (2012)
quien sefiala que la exposicién al Roundup® en R. sylvatica y R.
pipiens induce cambios en la cola de los renacuajos, los cuales
podrian interferir en su desempefio natatorio afectando su
capacidad de respuesta ante depredadores (Kats et al., 2000;
Belden y Blaustein, 2002). Para el caso de la exposicién al
Cosmo-Flux®411F, este sélo generd alteraciones en el tamafio
corporal de las especies a partir de una concentracién de
106,25 mg/L en laboratorio y de 205,5 L/ha (53,1 mg/L) en
microcosmos, correspondiente a mds de 205 veces la dosis
mayor empleada en campo (Figs. 1y 2).

CONCLUSIONES

Comparando las concentraciones sugeridas de aplicacién
de los dos agroquimicos con los valores CL, obtenidos en
las condiciones de microcosmos, las cuales reflejan en mejor
medida las condiciones reales de campo, el Roundup® Activo
representa un riesgo moderado, ya que puede causar una
mortalidad hasta del 50 % en dos de las cuatro especies de
estudio, en tanto que el Cosmo-Flux®411F no resulta letal.
Los datos de laboratorio y microcosmos también confirman
la diferencia en el efecto téxico entre estos dos agroquimicos,
en donde el Roundup® Activo resulté aproximadamente 700
veces mas téxico que el Cosmo-Flux®411F. De acuerdo con
estos resultados, y a reportes sobre el efecto combinado del
glifosato y el Cosmo-Flux®411F (Bernal et al., 2009a; Bernal
et al., 2009b), la toxicidad generada por la mezcla utilizada
en campo podria ser atribuida al herbicida glifosato.
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