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Resumen

El glifosato Roundup es uno de los herbicidas mas utilizados en agricultura. Se ha demostrado que este agroquimico puede causar
efectos negativos sobre algunas especies vegetales que no son el objetivo de su aplicacién. Para determinar su efecto toxicolégico se
llevé a cabo un experimento con semillas de maiz (Zea mays). Se determiné la dosis media letal (LD sp) y la concentracion a la que el
glifosato empieza a inhibir la germinacién. Un total de 600 semillas se expusieron a seis diluciones de glifosato comercial, Roundup de
Monsanto (0.05 pl/ml, 0.50 ul/ml, 5 ul/ml, 15 pl/ml, 50 pl/ml y 230 pl/ml). La inhibicién de la germinacién respecto al control se
presenté a partir de diluciones supetiores a 0.5 pl/ml de Roundup. Los resultados de este expetimento indican que concentraciones
muy bajas pueden causar efectos sobte especies no objetivo del uso. Se determiné una LDso9s 25.21 ul/ml. El analisis de Anova
mostr6 diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0.05). Los datos sugieren una alta correlacion entre la dosis y el efecto (r=
0.806). Los resultados sustentan que la formula comercial del glifosato, incluso a bajas concentraciones, puede ocasionar efectos sobre
especies vegetales no objetivo.
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Abstract

The glyphosate Roundup is one of the agriculture most used herbicides in monocultures. Nowadays it has been demonstrated that
this agrochemical may cause negative effects on some vegetative species that are not actually its target application. In order to
determine its toxicological effect, an experiment with corn seeds (Zea mays) was performed. The half lethal doses (LDsp) was
determined, as well as the concentration that the glyphosate starts to inhibit the germination. A total of 600 seeds were exposed to six
dilutions of commercial glyphosate, Monsanto’s Roundup (0.05, 0.5, 5, 15, 50 y 230 pl/ml). The germination inhibition according
with the control was presented since the dilutions that were greater than 0.5 pl of Roundup. The results of this experiment indicated
that vety low concentrations of Roundup may cause effects on non-target species. A LDsp.os = 25.21ul/ml was determined, and
according with the ANOVA there were significant differences between treatments (p<0.05). The data suggested a high correlation
between the doses and the effect (+=0.86). These results sustain that commercial formulas of glyphosate, even at low concentrations
may occasion adverted effects on non-target agriculture species.
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I. INTRODUCCION

El glifosato [N-(fosfonometil) glicina] es muy utilizado
en agricultura para controlar malezas por ser un herbicida
sistémico que actua en postemergencia, no selectivo, de
amplio espectro; controla plantas no deseadas, como
pastos anuales y perennes, hierbas de hoja ancha y especies
lefiosas. Su nombre comercial mas comun es Roundup
(Woodburn, 2000; Blackburn & Boutin, 2003; Duke &
Powles, 2008). En Colombia el glifosato tiene un uso muy
amplio en la agricultura; se usa también como desecante de
granos y como madurante en la cafia de azdcar mediante
aplicacion aérea (Buitrago & Gomez, 2007). Un pequefio
porcentaje (10-14 %) se usa en los programas de
cultivos Anadén,
Cerdeira, Marshal, & Sanin, 2005). Su uso afecta otros
cultivos y especies silvestres; no se han hecho muchos

erradicacién  de ilicitos  (Solomon,

estudios profundos en Colombia sobre sus verdaderos
impactos sobre el ambiente o la poblacién humana
(Idrovo, 2004).

La compafifa productora del Roundup, de nombre
Monsanto, asegura que el uso de glifosato no es peligroso
ni trae consecuencias graves sobre el medio ambiente o la
salud humana; por este motivo el uso de este herbicida
aumenté de manera importante entre 1986 y 1996 en
Estados Unidos. De igual manera en Europa incrementé
entre 1991 y 1995 en un 129 % (Gianessi, 2005). Sin
embargo, vatias investigaciones realizadas sobre los
posibles efectos del uso de glifosato muestran posibles
riesgos en la salud humana y el ambiente por el uso de
herbicidas que contengan glifosato (Vidal, Trezzi, De-
Prado, Ruiz-Santaella, & Vila-Aiub, 2007). De esta manera
en los dltimos afos el uso indiscriminado de esta sustancia
se ha convertido en un problema que genera mayores
gastos para los campesinos, un desequilibrio ecoldgico de
los ecosistemas y un posible riesgo para la salud humana
expuesta al glifosato; afecta también cultivos de pequenos
agricultores como platano, frutales, pepino, frijol, tomate,
uva, maiz. Este ultimo es de gran importancia en la canasta
familiar de las familias colombianas, por lo cual amenaza la

seguridad y la soberania alimentaria (Idrovo, 2004; Nivia,
2007; Varona et al., 2009).

En las

encaminadas

investigaciones sobre mafz resaltan las

a determinar el mejor rendimiento vy
viabilidad de la semilla mediante pruebas enzimaticas.
Estas  pruebas  determinan  variables como el
envejecimiento sobre la calidad de la semilla y cémo

factores externos pueden inhibir la produccién enzimatica.
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Las
glifosato

realizadas sobre efectos del

(Roundup)  se

investigaciones

comercial han enfocado
generalmente en qué tan efectivo es este herbicida para
controlar malezas o qué consecuencias tiene este
contaminante sobre las plantas genéticamente modificadas
(Johal & Huber, 2009); también sobre procesos de
lixiviaciéon y escurrimiento de glifosato hacia aguas
superficiales (Elliot, Cesna, Best, Nicholaichuk, &
Tollefson, 2000; Gémez, 2005). Aunque se han realizado
estudios sobre efectos toxicos en plantas que puedan verse
afectadas por los diferentes usos de este contaminante
(Bott et al., 2008; 2011; Travlos & Chachalis, 2013), son
en Colombia sobre los

pocas las investigaciones

verdaderos efectos toxicos del glifosato sobre la

germinacién de semillas.

Por lo anterior se analiz6 el efecto del glifosato
comercial en la germinaciéon y desarrollo de semillas de

maiz (Zea mays) en condiciones de laboratorio.

II. METODOS Y MATERIALES
Prueba de germinacién

El estudio se realiz6 en el laboratorio de Anilisis
Ambiental de la Universidad Nacional de Colombia, Sede
Palmira. Para el ensayo se utilizaron semillas de maiz (Zea
mays) variedad ICA V109. Se realizé la prueba de
germinacién colocando diez cajas Petri, cada una con cinco
filtros  Wathman.

adicionaron 5 ml de agua con una pipeta volumétrica. Se

semillas, sobre Posteriormente  se
dejaron en oscuridad y a temperatura constante por tres

dias.
Prueba de actividad enzimatica

Se realiz6 la prueba de actividad enzimatica o vigor

mediante el test de tetrazolio de acuerdo con la
metodologia propuesta por Salinas, Yoldjian, Craviotto, y
Bisaro (2001). Se utilizaron 50 semillas, las cuales se
envolvieron en papel de germinacién humedecido y se
colocaron en bolsas plasticas para evitar la pérdida de
humedad; se mantuvieron a temperatura constante (25 °C)
por un petiodo de 16 horas. Posteriormente las semillas se
colocaron en la solucién de tetrazolio (1 %) y se llevaron a
la estufa por 2 horas y 30 minutos a una temperatura de 35
°C. Se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se lavaron

con agua para la evaluacién de la viabilidad.
Prueba de toxicidad

Para la prueba de toxicidad se us6 Roundup comercial

Monsanto, que tiene una concentracion de 363 g/l de
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glifosato, equivalente a 446 g/l de sal potisica de N-
fosforonametil, a una temperatura no mayor a 20 °C. Se
usé un disefio experimental completamente al azar de 7 x
10, con 7 tratamientos cada uno con 10 réplicas y cada
replica con 10 semillas (700 semillas en total). Se aplicaron
5 ml de las siguientes diluciones de la férmula comercial de
Roundup: 0 pl/ml (control), 0.05 ul/ml, 0.50 ul/ml, 5
pl/ml, 15 pl/ml, 50 pl/ml y 230 pul/ml. En el tratamiento
control se aplicé 5 ml de agua destilada. Todas las unidades
experimentales se dejaron en oscuridad y a temperatura
constante durante tres dias.

Inhibicién de la germinacién

Se determind la inhibicién de la germinacién de
acuerdo con la metodologia propuesta por Osorio,
Arango, y Hurtado (2012), aplicando la Ecuacién 1.

%inhibicién = (

1-# de semillas germinadas en el tratamiento i ) +100 (1)
# de semillas germinadas en el control

Anilisis estadistico

Para determinar la dosis media letal 2 96 horas LD 5.9,
se calculd el valor Probit. Se establecié la regresion lineal
entre el efecto y las dosis aplicadas. Se realizé un Anova a
una via con un nivel confianza del 95 % entre las dosis y el

efecto. Para estos analisis se utilizo el software estadistico
BioStat 2009.

III. RESULTADOS
Prueba de germinacién y enzimatica

Las pruebas de germinacién y actividad enzimadtica

evidenciaron que las semillas utilizadas en este
experimento tienen un porcentaje de germinaciéon del 90
%. Este resultado valida el uso del lote de semillas para

determinar efectos en la germinacion.
Inhibicién de la germinacion

La determinacién del porcentaje de inhibicién muestra
que a partir de concentraciones supetiores a 5 pl/ml ya se
hacen evidentes los efectos sobre el proceso de
germinacién de las semillas de maiz; se afecta a mas del 5

% de las semillas (Tabla 1).
Los

porcentaje de inhibicién cuando aumenta la concentracién

resultados evidencian un incremento en el

de glifosato. Los datos muestran una correlacion fuerte (r=

0.86) entre la dosis de glifosato y la inhibicion de la
germinacién (Tabla 2).

Tabla 1. Porcentaje de inhibicién de la germinacién de semillas de
maiz para cada dilucién de glifosato

Dilucién (ul/ml)  Concentracion pg/pl Inhibicion (%)
0.05 0.000363 2.04

0.5 0.00363 4.08

5 0.0363 51

15 0.1089 11.22

50 0.363 75.51

230 3.63 100

Tabla 2. Regresion lineal de las dosis de glifosato vs germinacion de

semillas de maiz

Estadisticos de regresion Valor
R 0.86
R cuadrado 0.745112369
R cuadrado ajustado 0.740717754
S 42.23745457
Numero total de casos 60

Dosis =- 11,5736 + 18,0484 * efecto

Prueba Probit

Para establecer la letalidad del glifosato sobre las
semillas de maiz se usé el andlisis Probit, en que se
determiné la dilucién media letal a 96 horas (LDsp.96) con
un valor de 25.21 pl/ml, lo que demuestra que a muy bajas
concentraciones el glifosato inhibe los procesos
fisiologicos de las semillas de maiz (Figura 1, Tabla 3). El
analisis indica que la dosis mas baja que podria inhibir la

germinacion de las semillas (LCL) es de 0.87 pl/ml.

Figura 1. Relacion dosis-respuesta mediante analisis Probit. Los valores
de la dilucién estan representados con el logio
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Tabla 3. Determinaciéon de LD 5o mediante el analisis Probit para glifosato en semillas de maiz

Andlisis Probit - Método Finney [Distribucién Lognormal]

Log10[Dosis (Estimulo)] Porcentaje actual Por
-1,301029996 0,04
-0,301029996 0,06
0,698970004 0,06
1,176091259 0,13
1,698970004 0,76
2,361727836 0,9975

centaje Probit
0,000546631
0,019836707
0,197975283
0,392660954
0,640344953
0,877008637

N
100
100
100
100
100
100

R
4
6
6
13

76
99,75

ER)
0,054663114
1,983670749
19,79752825
39,26609539
64,03449529
87,70086369

Diferencia
3,945336886
4,016329251

-13,79752825
-26,26609539
11,96550471
12,04913631

Chi cuadrado
284,7566126
8,131843789
9,615937074
17,57006293
2,235877747
1,655419111

Chicuadrado  323,96575 Grados de libertad 4 nivel p<0,005 Nivel del intervalo de confianza 0,05

Percentil Probit (Y) Logl0[Dosis (Estimulo)] Error estandar Dosis (Estimulo) Error estandar

1 2,673214667 -0,524205733  -0,297555074 0,299084748 -0,221329375

5 3,35478856 0,0398913 -0,040495691 1,096203792  -0,10236346

10 3,718271243 0,340723691 -0,178820264 2,19141026  -0,92802357

16 4,005578186 0,578510078 -0,228656568 3,788873259 -2,088295271

20 4,158543283 0,705109935 -0,246656072 5,071190616 -3,037521268

25 4,32581086 0,843547081 -0,261533848 6,975046072 -4,458922522

30 4,47599813 0,9678479 -0,271277104 9,286410979 -6,185288445

40 4,747066732 1,192194807  -0,28130976 15,5666373 -10,80315937

50 5 1,401532206 -0,282608782 25,20764103 -17,58581752

60 5,252933268 1,610869605 -0,276248947 40,81968084 -27,75154533

70 5,52400187 1,835216511 -0,260279753 68,42526869 -43,50774211

75 5,67418914 1,959517331 -0,246736217 91,09978053 -54,58617626

80 5,841456717 2,097954476  -0,22683034 125,3009824  -68,460528

84 5,994421814 2,224554333  -0,202953559 167,7082138 -81,25694614

90 6,281728757 2,462340721 -0,132958029 289,9617557 -90,16417842

95 6,64521144 2,763173111 -0,141399187 579,6597047 -192,0797842

99 7,326785333 3,327270144 -0,338373208 2124565595 -1827,953293

LD50 25,20764103 Beta 1,208256475 LD50 UCL 729,8173986
LD50 LCL 0,87066322 Beta Error Estandar 0,915809757 Error Estandar 0,52654251
Log10[LD50] 1,401532206 LD50 Error Estandar 38,61927703 Intercepto 3,306589638

Tabla 4. Analisis Anova de los efectos del glifosato sobre la germinacion de las semillas de maiz

d.f. SS MS F nivel p
Regresion 1 302479,8719 302479,872 169,551254 7,05E-19
Residuo 58 103472,149 1784,00257
Total 59 405952,0208

Coeficientes  Error estandar LCL UCL Estadisticot  nivel p

Intercepto  -11,57357085  7,222244925 -26,0304648 2,88332309 -1,602489388 0,114480172

efecto 18,0483622 1,386076803  15,273828 20,8228964

T (5%) 2,001717484
LCL - Valor inferior de un intervalo de confianza (LCL)

UCL - Valor superior de un intervalo de confianza (UCL)

13,0211848

7,05E-19
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El analisis estadistico Anova (Tabla 4) confirma que
existen diferencias significativas entre los tratamientos (p <
0.005), lo que demuestra que existen diferencias en el
efecto del glifosato sobre la germinacién de las semillas de

maiz entre concentraciones menores a 5 ul/mly supetriores
a 15 ul/ml.

IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Diferentes estudios afirman que el uso de herbicidas
como el glifosato no causa efectos significativos en las
plantas de maiz porque no alteran su crecimiento ni su
rendimiento; sin embargo, estos estudios se realizan con
plantulas para medir diferencias en el crecimiento (Njiti,
Myers, Schroeder, & Lightfoot, 2003; Baley, Campbell,
Yenish, Kidwell, & Paulitz, 2009; Camberato et al., 2011).
El presente estudio es el primer reporte sobre efectos en la

germinacion.

Por otro lado, algunos autores concluyen que el uso de
glifosato incrementa la susceptibilidad a enfermedades en
las plantas, asi como desérdenes biologicos y fisiologicos
(Babiker, Hulbert, Schroeder, & Paulitz, 2011; Larson et
al., 2006; Means & Kremer, 2007). Los porcentajes de
inhibicién obtenidos en este ensayo muestran que s se
producen efectos fisiologicos por el uso de glifosato en

semillas de maiz.

Existen diferentes investigaciones que soportan este
tipo de resultados. Se ha demostrado que el glifosato causa
diferentes efectos sobre hierbas y semillas (Clay & Griffin,
2000; Bennet & Shaw, 2000; Gressel, 2010). Sin embargo,
estos resultados son controvertidos, por la existencia de
diferentes  estudios afirman  lo

que contrarlo,

argumentando que el glifosato no genera efectos
significativos en el desarrollo o rendimientos de las plantas
(Blackburn & Boutin, 2003; Neve, Sadler, & Powles, 2004;

Glaspie et al., 2011).
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