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Resumen: En zonas rurales de Paraguay los herbicidas son ampliamente utilizados, entre los cuales se encuen-
tran un gran numero que son elaborados a base de glifosato, estos actian inhibiendo la actividad de enzimas
que sintetizan aminoacidos aromaticos en las plantas. Estudios han demostrado que no poseen actividad geno-
toxica, sin embargo, otras investigaciones indican lo contrario. Esta investigacion tiene por objetivo principal
evaluar la actividad mutagénica de tres herbicidas a base de glifosato (formulacién comercial) en Drosophila
melanogaster mediante el ensayo SMART. El disefio del estudio fue de bloques al azar, donde se trataron lar-
vas de D. melanogaster tanto en cruce estandar y en cruce de alta bioactivacion por 72+5 horas con diferentes
concentraciones de los tres herbicidas a base de glifosato (0,01, 0,1, 1 y 10 mg.mL""), como agente mutigeno se
empled Ciclofosfamida a concentraciones de 2,61 y 0,78 mg.mL"!, como testigo agua destilada. Los resultados
obtenidos no fueron estadisticamente significativos, sin embargo, el herbicida GBH2 a la concentracion de 10
mg.mL"! evidencié un aumento significativo de clones mutantes del tipo mancha simple pequefia y en el total
de mutaciones en comparacion al testigo empleado.
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Abstract: In rural areas of Paraguay are widely used herbicides, among which several are made of glyphosate,
these are systemic broad spectrum and act by inhibiting the activity of enzymes that synthesize aromatic
aminoacids in plants. Studies have shown that they don’t have genotoxic activity, however, other research
indicates that they can alter cellular processes in animals, which can present an environmental and health risk
factor. The main objective of this work is to evaluate the mutagenic activity of three glyphosate-based herbicides
(commercial formulation) in Drosophila melanogaster through SMART assay. For this, third stage larvae of D.
melanogaster obtained from standard crossing and high bioactivation cross were chronically treated orally for
72 + 5 hours with different concentrations (0.01, 0.1, 1 and 10 mg.mL"") of three glyphosate-based herbicides,
Cyclophosphamide 2.61 and 0.78 mg.mL"' were used as a mutagenic agent and as a control distilled water.
The results obtained were not statistically significant, however, the herbicide GBH2 at the concentration of 10
mg.mL"! showed significant differences compared to control in mutations number of small single spot type and
total number of mutations observed.
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Introduccion

El Glifosato es un pesticida no selectivo sistémico,
de post-emergencia mas vendido en el mundo,
y representa alrededor del 25% del mercado
global de herbicidas, el mismo actia en todos
los vegetales inhibiendo la actividad de enzimas
que sintetizan aminoacidos aromaticos, los cuales
son necesarios para la fotosintesis y por ello las
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plantas, al no poder sintetizarlos, mueren o frenan
considerablemente su crecimiento (Williams et al.,
2016; Labrada et al., 1996). Fue citado por primera
vez como herbicida en 1971, y segin la U.S
Enviromental Protection y la O.M.S, el Glifosato
no presenta efectos mutagénicos ni cancerigenos
(International Programme on Chemical Safety,
1994).
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Segtin la Tomlin (1994), se comercializan tres
tipos de glifosatos, el glifosato-isopropilamonio
que es el mas empleado en la elaboracion de los
herbicidas, el glifosato-sesquisodio y glifosato-
trimesium que no son muy utilizados.

Existen estudios que sugieren que herbicidas
a base de glifosato podrian poseer actividades
toxicas sobre varios otros organismos. Un analisis
llevado a cabo al tejido hepatico y eritrocitos de
Leptodactylus latinasus, detectd el aumento de
la formacion de micronicleo y anormalidades
nucleares en los eritrocitos (Pérez-Iglesia et al.,
2016), asi también se evidencio el dafio en el ADN,
generando efecto clastogénico y aneugénico, los
cuales fueron comprobados mediante la utilizacion
de la linea celular HepG2 (Kasuba et al., 2017),
también estudiando el efecto del glifosato sobre
el ADN vy la regulacion de expresion génica de
células mononucleares de sangre periférica se
determin6d que hay posibles dafios en el ADN,
debido a una regulacion negativa en la expresion
del gen p53, lo cual activa protooncogenes o
secuencias retrotransponibles (Kwiatkowska et
al., 2017).

Otras investigaciones realizadas en medula
o6sea de ratas (Mus musculus), encontraron que el
Roundup® poseia el mismo nivel de genotoxicidad
que el control positivo (Ciclofosfamida), en
el mismo estudio también se detectd que a
concentraciones recomendadas para el ejercicio de
la agricultura, promovia en un 100% la hemolisis
de eritrocitos humanos, labilizando la membrana
plasmatica de los mismos (Rodrigues et al., 2011).
Utilizando células del higado, pulmonares y
nerviosas del humano (HepG2,A549y SH-SY5Y),
no se detectaron citotoxicidad relevante (Hao et
al., 2019) y con el uso de Mus musculus, de la
linea VkK*MYC, se logro apreciar el desarrollo de
anomalias hematologicas progresivas y neoplasias
de células plasmaticas como esplenomegalia,
anemia e IgG sérica elevada, lesiones 6seas liticas
y dafio renal. En los Mus musculus de tipo salvaje,
se generaron gammapatia monoclonal benigna
con aumento de IgG sérica, anemia y presencia de
células plasmaticas en el bazo y la médula dsea.

(Wang et al., 2019).

También se observaron daflos toxicos en
organismos vegetales de menor escala evolutiva
como los briofitos, afectando su fisiologia, y por
ende ocasionando a largo plazo un desequilibrio
ecoldgico, como pérdida de microhabitats las
cuales cumplen un rol importante en la retencion
natural de humedad y la regulacion de erosion de
suelos (Narvaez Parra et al., 2013).

Paraguay actualmente presenta un gran
crecimiento en la agricultura industrializada con
el consecuente uso intensivo y masivo de todo
tipo de plaguicidas, segun menciona Benitez-
Leite et al. (2009) mas de 24 millones de litros
de pesticidas al afo se emplean en los campos de
cultivo en Paraguay, siendo desde el afio 2003 para
la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura) parte de la
lista de paises preocupantes en cuanto al uso de los
mismos en el mundo.

Laexposicion continuasinlasmedidas correctas
de bioseguridad puede generar riesgos colaterales
sobre la salud no solo humana sino también de la
vida salvaje, asi como poner en riesgo el equilibrio
del ecosistema, es por esto que en esta investigacion
se propone como objetivo principal evaluar el
potencial genotoxico de distintas diluciones de
tres herbicidas a base de glifosato en imagos de
D. melanogaster empleando el bioensayo SMART
(Test de mutacion y recombinacion somatica).

Materiales y métodos
Preparacion de diluciones

Se prepararon las diluciones seglin uso popular,
para ello se realizd una solucion stock de 10
mg.mL"! de tres herbicidas a base de glifosato
(GBH1 con composicion g.L'': 48 g de sal
isopropilamonio de N-(fosfonometil) glicina,
coadyuvantes e inertes 100 mL; GBH2 con
composicion g.L!: 48 g de sal N-(fosfonometil)
glicina, 52 g de inertes; GBH3 con composicion
gL' 48 g de sal isopropilamonio de
N-(fosfonometil) glicina), la preparacion se
llevo a cabo con las medidas de bioseguridad
sugeridas para su manejo. De la solucion stock
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se obtuvieron diluciones correspondientes a 1
mg.mL", 0,1 mg.mL"'y 0,01 mg.mL"' mediante
diluciones seriadas de cada solucion, segliin uso
popular.

Test de mutacion y recombinacion somatica en
alas de Drosophila melanogaster

Se obtuvieron hembras virgenes de cepas puras
de Drosophila melanogaster (flr’/In(3LR)TM3, ri
prsep 1(3)89A4a bx’*y Bd®, y ORR/ORR,; fir’/In(3LR)
TM3, ri p? sep 1(3)89A4a bx** y Bd) las cuales se
encontraban bajo condiciones normales de tem-
peratura ambiente (22°-24° C) y medio de cultivo
convencional (harina de maiz 42 g, Agar-agar 6 g,
sacarosa 24 gramos, levadura 26,5 g, agua destilada
500 mL, 2 mL de Acido propiénico-Acido orto-
fosforico 1:1 y 2 mL de solucién nipagin al 10%).

También se obtuvieron, de frascos con medio de
cultivo convencional, machos de cepa pura mwh/
mwh de D. melanogaster. El cruce estandar (SC)
se realizé depositando en cada frasco 80 hembras
virgenes cepa fIr’/In(3LR) TM3, ri pPsep 1(3)89A4a
bx**y BdS con 40 machos de la cepa mwh/mwh,
por 72+5 horas (Graf et al., 1984).El cruce de alta
bioactivacion (BC) se llevo a cabo depositando en
cada frasco 80 hembras virgenes cepa ORR/ORR;
fir* / In (3LR) TM3, ri p® sep 1(3)89Aa bx** y Bd’
con 40 machos de la cepa mwh/mwh, todas las
cruzas fueron cultivadas en un medio ovopositor
por 7245 horas a temperatura ambiente 22°-24° C
(Graf et al., 1984).

Transcurridas las 72+5 horas se procedio a la
extraccion de cien larvas de tercer estadio de cada
frasco, las cuales fueron depositadas en diferentes
contenedores con medio instantdneo preparado en
el momento de traspaso, para un tratamiento via
oral por 72 horas, los mismos contenian 1,5 gramos
de puré de papa instantaneo rehidratado con 5 mL
de las diluciones preparadas 0,01 mg.mL"!, 0,1
mg.mL"', I mg.mL"'y 10 mg.mL"' de los herbicidas
GBH1, GBH2 y GBH3, de agua destilada como
control negativo (diluyente) y Ciclofosfamida como
agente mutageno de referencia (Graf et al., 1984).
Todos los tratamientos se realizaron por triplicado.

Una vez eclosionados los imagos fueron selec-

cionados al azar 10 individuos trans-heterocigotas
mwh~+/+flr’ de cada tratamiento (5 individuos de
cada sexo), de las cuales se extrajeron las alas con
ayuda de una lupa estereoscopica Motic® y mon-
tadas en las laminas microscopicas con solucion de
Fatire (goma arabica 300 g, glicerol 20 mL, hidrato
de cloral 50 g y agua destilada 50 mL).

La observacion de las laminas se realizo con
ayuda de un microscopio 6ptico compuesto donde
se observaron las regiones A, B, C’, C, D', D, E,
y también los margenes que separan a las mismas
(Rodrigues de Andrade ef al., 2004).

Se cuantificé el nimero de clones mutantes en
las alas observadas y se los clasifico segun el tipo de
marcador expresado; Manchas Simples Pequeiias
(MSP) con una o dos células (mwh o fir’), Manchas
Simples Grandes (MSG) con tres o mas células
(mwh o fir¥) y Manchas Gemelas (MG) con un
area mwh y otra flr’ adyacente (Graf et al., 1984;
Rodrigues de Andrade et al., 2004).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante tablas
estadisticas de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988),
que corresponde a un modelo estadistico Binomial
Condicional (Test de Kastenbaum-Bowman), con
niveles de significancia a = = 0,05 (Kastenbaum &
Bowman, 1970), donde las frecuencias de mutacio-
nes se utilizaron directamente en la determinacion
del valor minimo de mutaciones. Los graficos esta-
disticos fueron realizados empleando el programa
MS Excel 2016 (Microsoft Windows, USA).

Resultados y discusion

Los resultados hallados en el ensayo del cruce es-
tandar para el herbicida GBH1 en concentraciones
de 10, 1, 0,1 y 0,01 mg.mL"!, fueron en un total de
7,5, 4 y 4 de clones mutantes respectivamente;
siendo el clon mutante de mayor cantidad la mancha
simple pequeiia (MSP) con un total de 6 clones para
el tratamiento con 10 mg.mL"! del herbicida, 5 man-
chas mutantes para el tratamiento con 1 mg.mL"y
4 clones tanto para los tratamientos de 0,1 y 0,01
mg.mL"". Para el marcador mutante mancha simple
grande (MSG) solo se registréo una mancha mutante
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Pagina opuesta: Tabla 1: Analisis estadistico del potencial genotoxico de los herbicidas a base de Glifosato: GBH1, GBH2
y GBH3. a) Diagndstico estadistico de acuerdo con Frei y Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, factor
de multiplicacion a fin de evaluar los resultados significativamente negativos. Niveles de significancia a = 3 = 0,05. b) Incluso
las manchas simples fI° raras. ¢) Considerando los clones mwh para las manchas simples mwh y para las manchas gemelas.

para los tratamientos de 10, 0,1 y 0,01 mg.mL"", no
se observaron clones mutantes de mancha gemela
(MG) en las alas de los individuos tratados (Tabla
1, Figura 1).

En los tratamientos con 10, 1, 0,1 y 0,01 mg.mL"!
del herbicida GBH2, se pudieron registrar un total
de clones de 31, 8,4 y 10 respectivamente, siendo el
total de mutaciones contabilizadas del clon mancha
simple pequetia (MSP) 29, 7, 3 y 8 respectivamente,

para el clon mancha simple grande (MSG) 2, 1, 1
y 2 respectivamente, tampoco se registraron mar-
cadores mutantes del tipo mancha gemela (MG) en
las alas observadas de los individuos tratados con
este herbicida.

En el tratamiento con el herbicida GBH3 a di-
luciones de 10 mg.mL!, 1 mg.mL", 0,1 mg.mL"!
y 0,01 mg.mL"! se registraron un total de manchas
mutantes de 5, 3, 7 y 4 respectivamente, las man-
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Figura 1: Clones mutantes encontrados en alas de Drosophila melanogaster tratadas. A y B: Mancha simple pequefia (MSP)
marcador mwh (circulo de linea solida) con GBH1 0,1 mg.mL"". C: Mancha simple grande (MSG) marcador /7 (circulo de linea
solida) tratamiento con GBH2 10 mg.mL"". D: Mancha gemela (MG) marcadores mwh (circulo de linea solida) y fIr (circulo
de linea punteada) tratamiento con GBH3 1 mg.mL"'. Aumento: 400X.

Evaluacion mutagénica de herbicidas a base de glifosato empleando el test SMART en Drosophila melanogaster



46 Reportes cientificos de la FACEN, Enero - Junio 2022, 13(1): 41-50

chas simples pequefias (MSP) 5, 2, 4 y 3 respec-
tivamente, a su vez las manchas simples grandes
(MSG) fueron registrados 3 y un clon mutantes para
los tratamientos de 0,1 y 0,01 mg.mL"! respectiva-
mente, se registro un clon mutante del tipo mancha
gemela para el tratamiento con 1 mg.mL"' de este
herbicida. A su vez en el cruce de alta bioactivacion
con los tratamientos de 10 mg.mL"!, 1 mg.mL", 0,1
mg.mL"y 0,01 mg.mL"' de GBHI se observaron
un total de 4, 5, 1 y 5 clones mutantes, las manchas
simples pequeilas (MSP) se registraron en mayor
cantidad siendo estas de 4, 3, 1 y 5 clones respec-
tivamente, mientras que los clones del tipo mancha
simple grande (MSG) solo se registraron para el
tratamiento de 1 mg.mL"' 2 manchas mutantes, no se
registraron manchas gemelas en las alas observadas.

En los tratamientos con 10, 1y 0,1 mg.mL"del
herbicida GBH2 en el cruce de bioactivacion, se
registraron un total de manchas mutantes de 1, 10
y 1 para los primeros tres tratamientos sin embargo
no se observo ningun tipo de clon mutante para el
tratamiento de 0,01 mg.mL!, el total de mutaciones
del tipo mancha simple pequefia (MSP) fueron de
1, 7 y 1 respectivamente, en cuanto al clon man-
cha simple grande (MSG) fue de 2 clones para el
tratamiento de 1 mg.mL"', también para el mismo
tratamiento se registrd un clon del tipo mancha
gemela (MQ).

Para los tratamientos de 10, 1, 0,1 y 0,01
mg.mL"' del herbicida GBH3 se registraron en
total 9, 10, 4 y 5 clones mutantes, siendo la de ma-
yor frecuencia los clones del tipo mancha simple
pequena (MSP) siendo esta de 8, 9, 4 y 5 clones
respectivamente, no se registraron mutaciones del
tipo mancha simple grande (MSG), sin embargo, se
observo un clon mutante del tipo mancha gemela
(MG) para los tratamientos con 10y 1 mg.mL"' del
herbicida. Es importante también destacar que fue-
ron encontrados los tres tipos de clones mutantes,
siendo estas en mayor cantidad en el tratamiento
con el agente mutageno Ciclofosfamida, tanto para
el cruce estandar y el cruce de alta bioactivacion
(Figura 1, Figura 2, Tabla 1).

Los resultados obtenidos en los tratamientos
con las diluciones de GBHI1, demostraron fre-

cuencias relativamente bajas para el clon mutante
tipo mancha simple pequeiia (MSP) comparadas
con el agente mutageno de referencia, siendo las
diluciones de 0,1 mg.mL"'y 0,01 mg.mL"' las que
presentaron resultados con diagnostico negativo,
donde se evidenciaron frecuencias menores a las
observadas en el control negativo y el tratamiento
con la Ciclofosfamida, las diluciones de 1 mg.mL"!
y 10 mg.mL"! presentaron frecuencias de mutacio-
nes similares a las observadas en el control.

Para el clon mutante de mancha simple grande
(MSG) y mancha gemela (MG) se evidenciaron
frecuencias similares a las halladas en el control.
En cuanto al total de manchas (TM) encontradas en
los individuos observados presentaron frecuencias
bajas comparadas con las del control negativo y del
agente mutageno, evidenciando de esta manera un
resultado negativo para las diluciones 1, 0,1,y 0,01
mg.mL", a suvezcon la diluciéon de 10 mg.mL"' se
observaron frecuencias estadisticamente similares
a las del control.

A su vez los tratamientos con GBH2 mostraron
resultados positivos para el marcador MSP a la
concentracion de 10 mg.mL!, siendo esta frecuen-
cia mayor a la del control negativo, y negativo a
concentracion de 0,1 mg.mL"', para el marcador
MSG y MG los resultados fueron similares a las del
control; en cuanto al total de manchas se observo
también que la mayor concentracion (10 mg.mL™")
fue significativamente mayor.

Los tratamientos con GBH3 no evidenciaron re-
sultados positivos para la actividad genotdxica con
ninguna de las diluciones con ningun de los marca-
dores, la mayoria de ellas presentaron frecuencias
semejantes a las del control. Los tratamientos con
GBH2 y GBH3 no poseen una tasa de frecuencia
significativa en comparacion con la observada en
el control. Sin embargo, se puede observar ligera
actividad genotoxica positiva a 10 mg.mL" con
GBH2, en cuanto al total de manchas y los clones
de manchas simples pequenas (MSP).

En cuanto a los resultados encontrados en el
cruce de alta bioactivacion no se evidencio resul-
tados positivos para ninguno de los tratamientos
con GBH1, siendo para el clon mutante de mancha
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Figura 2: Numero total de clones mutantes encontrados en las alas de Drosophila melanogaster. A: Cruce estandar. B: Cruce

de alta bioactivacion.

simple pequefia (MSP) y el total de manchas (TM)
significativamente menor en comparacion con
el control. Los tratamientos llevados a cabo con
GBH2 no demostraron cantidades significativas de
clones mutantes MSP y el total de manchas (TM)
en comparacion con el control. Asi también los
tratamientos con GBH3 demostraron frecuencias

de clones mutantes similares a los observados en
los controles.

Dichos resultados se ajustan a los datos recaba-
dos por Kier & Kirkland (2013) donde la mayoria de
las investigaciones llevadas a cabo con el glifosato
y herbicidas a base de glifosato no evidenciaron
actividades genotoxicas tanto en ensayos con orga-
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nismos procariotas y eucariotas animales. También
Williams et al. (2016) mencionan que el peso total
de los resultados hallados en los estudios realizados
con el glifosato y herbicidas a base de glifosato no
representa un riesgo genotoxico ni carcindgeno y
sugieren el cambio de la clasificacion del Grupo 2A
al mencionado herbicida. Igualmente, Brusick et
al. (2016) mencionan los resultados obtenidos por
un panel de expertos del analisis de las evidencias
expuestas en investigaciones acerca de la actividad
genotoxica del glifosato y sus formulaciones, donde
los mismos concluyeron que el glifosato, las formu-
laciones del glifosato y el Acido Aminometilfosfo-
nico (AMPA) no representan un riesgo genotoxico.

El trabajo de de Aguiar et al. (2016), quienes
trataron a individuos de la especie D. melanogas-
ter con una dieta a diferentes concentraciones de
glifosato, demostraron una activacion temprana
del sistema de defensa antioxidante lo cual puede
prevenir dafios posteriores causados por especies
reactivas de oxigeno (ROS). Asi mismo, Brito Ro-
drigues et al. (2017) sometieron a larvas de Danio
rerio (pez zebra) a tratamientos de diferentes tipos
de herbicidas a base de glifosato, no encontrando
efectos genotoxicos significativos. Del mismo
modo, Pahwa et al. (2019) afirman que no hay
una relacion del uso del glifosato y el linfoma no
Hodgkin.

Sin embargo, contrastando con los resultados
encontrados en esta investigacion, Kaya et al.
(2000) mediante el test de mutacion somatica y
de recombinacion evidenciaron que el glifosato
posee efectos mutagénicos a concentraciones de
2 mM (0,33 mg.mL"), 5 mM (0,85 mg.mL"') y 10
mM (1,69 mg.mL™) en Drosophila melanogaster.
Asi también estudios realizados por Alvarez-Moya
et al. (2014) realizando estudios in vitro e in vivo
sugieren que el glifosato presenta acciones ge-
notoxicas dependiendo del tiempo de exposicion
y las concentraciones empleadas en los ensayos.
En nuestro estudio GBH2 indujo la formacion de
manchas simples pequefias a concentracion de 10
mg.mL", sugiriendo que a esta concentracion este
herbicida es genotoxico por accion directa con el
ADN, coincidiendo con el estudio de Kaya et al.

(2000).

Estos resultados coinciden con la revision rea-
lizada por Mensah et al. (2015) que indican que el
glifosato y sus formulaciones comerciales poseen
propiedades genotoxicas, citotoxicas y generan
alteraciones endocrinas. Investigaciones como las
de Schaumburg et al. (2016), reportaron resultados
con un aumento estadisticamente significativo en el
dafo del ADN inducido para todas las concentra-
ciones superiores a 100 ug del glifosato por huevo
en embriones de Salvator merianae (lagarto tegu)
y finalmente, Galin et a/. (2019), demostraron la
reduccion de la vida util de las moscas macho y
el nimero de pupas e imago en la progenie de D.
melanogaster de la poblacion natural y la cepa
Oregon-R usando una concentracion de glifosato
igual a 2.8 mg.mL".

Conclusiones

Los ensayos evidenciaron que el herbicida
GBH2 produce mutaciones de forma directa
en los individuos de Drosophila melanogaster
a la concentracion de 10 mg.mL-!. El resto de
los tratamientos con las distintas diluciones de
los herbicidas a base de glifosato empleados,
no presentaron efectos mutagénicos en las
cruzas realizadas con cepas de D. melanogaster.
Se observo un ligero aumento en la cantidad
de clones mutantes a medida que aumenta
las concentraciones, sin embargo, no fueron
estadisticamente significativos.
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