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Resumen

El presente estudio aporta datos preliminares acerca de las alteraciones testiculares en
neonatos de Caiman yacare expuestos al herbicida glifosato (Roundup®) durante el
desarrollo embrionario. Para tal estudio se colectaron nidos de huevos de yacaré, se
trasladaron al laboratorio y luego se dividieron los huevos en tres grupos para comenzar con
el ensayo de toxicidad: un primer grupo como control con agua corriente, un segundo grupo
experimental tratado con 250 pg/huevo de dicho herbicida y un tercer grupo experimental
tratado con 1000 ug/huevo del herbicida. Los huevos se incubaron a 33°C de temperatura
hasta la eclosion y luego se procesaron los testiculos para realizar el andlisis histolégico.
Los neonatos del grupo control presentaron tubulos seminiferos bien definidos, con
espermatogonias y células de Sertoli, rodeados por la membrana basal. El tejido intersticial
consisti6 en células de Leydig y abundantes capilares sanguineos. Por otro lado, los
neonatos de los grupos expuestos a 250 y 1000 ug/egg del herbicida presentaron
alteraciones a nivel de los tdbulos seminiferos, como ser desorganizacion del epitelio
germinal y la membrana basal pobremente definida. Si bien estos resultados son
preliminares demuestran que existen alteraciones a nivel gonadal posiblemente causadas

por la exposicion al herbicida.
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Introduccion ciclo de vida, ocasionando diferentes
Gran parte de la informacion disponible trastornos a nivel del desarrollo gonadal,
revela que los agrotéxicos son justamente en fertilidad, bajas tasas de eclosion en
toxicos para los organismos acuaticos o especies oviparas, disminucion de la
asociados al agua en alguna etapa de su viabilidad de crias y alteraciones a niveles
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hormonales o en el comportamiento
sexual de los adultos, y por lo tanto en el
éxito reproductivo de las especies
(Committee on Hormonally Active Agents
in the Environment, 1999; Guillette Jr. et
al., 2000; Guillette Jr. & Gunderson, 2001,
Sanchez-Bayo, 2011). Los productos de
control de malezas, con glifosato como
ingrediente activo, se encuentran entre los
herbicidas mas ampliamente utilizados en
el mundo (Howe et al., 2004). Estos
agrotéxicos se dispersan por el agua y
suelo, afectando a los animales silvestres
gque se desarrollan en las cercanias de los
cultivos tratados. Por su lado, los yacarés
tienen la desventaja de estar expuestos a
dichos agentes en cualquier etapa de su
ciclo de vida y mas aun durante el
desarrollo embrionario (Novillo et al.,
2005; Weir et al., 2010). Asimismo, debido
a la expansién agricola en las zonas de
distribucion de las especies de yacarés en
Argentina y al ser consideradas monitores
biol6gicos de contaminacién ambiental
(Mitchelmore et al., 2005) se han realizado
estudios respecto de los efectos
producidos por la exposicion al glifosato
durante el desarrollo embrionario. Estos
trabajos han demostrado la capacidad
genotdxica del glifosato, observandose
alteraciones enziméticas y metabdlicas,
asi como el retraso en el crecimiento de
los embriones (Poletta et al., 2009; Poletta
et al., 2011). Sin embargo, son pocos los

trabajos que aportan informacion acerca
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de los efectos adversos sobre el sistema

reproductor.

Objetivo

Analizar en neonatos de Caiman yacare
alteraciones en el testiculo provocadas
por la exposicion al herbicida Roundup®

durante el desarrollo embrionario.

Materiales y Métodos

Se analizaron neonatos machos de C.
yacare obtenidos a partir de la incubacién
de huevos a una temperatura de 33°C,
debido a que esta especie posee
determinacion sexual por temperatura.
Los huevos fueron colectados en zonas

de humedales como parte del Programa

“Yacaré Pord” en Ila Provincia de
Corrientes 'y luego trasladados al
laboratorio para comenzar con la

incubacion (Fig. l1la) y el ensayo de
toxicidad. Para esto se dividieron los
huevos en tres grupos (10 huevos/grupo):
un grupo como control negativo (tratado
con agua corriente) y dos grupos

250

pg/huevo y el otro a 1000 pg/huevo de la

experimentales expuestos uno a

formulacion a base de
(Roundup®).

realiz6 en estadios

glifosato
Dicha exposicion de se
tempranos post-
oviposiciébn 'y topicamente sobre la
cascara del huevo (Fig. 1b). Los neonatos
fueron sacrificados con sobredosis de
las
The

Care and Use

Carticaina-L-adrenalina,  siguiendo
recomendaciones propuestas por

Herpetological Animal
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Committee  (American Society  of

Ichthyologists and Herpetologists)
(Beaupre et al., 2004) y aprobadas por el
Comité de Etica de la UNNE. Luego, se
extrajeron los testiculos y se fijaron con
solucibn de Bouin. Posteriormente se
confeccionaron preparados histolégicos
de los testiculos siguiendo el protocolo
de

impregnacién e inclusién en parafina, se

convencional deshidratacion,
obtuvieron cortes de 4-5 um de espesor
con micrétomo rotatorio tipo Spencer y se
colorearon con Hematoxilina-Eosina (H-
E).

microscopio Optico Leica DM500 y las

Estos cortes se analizaron con

imagenes se capturaron con camara
ICC50HD
microscopio 6ptico (ambos marca Leica

digital incorporada al
inc), utilizando el software LAZ EZ Leica

inc para el procesamiento de las
iméagenes. La caracterizacion histologica
del
propuesto Smith & Joss (1993) y Moore et

al. (2010).

testiculo se realizd6 siguiendo lo

Resultados

Los testiculos correspondientes al control
negativo (Fig. 2) se caracterizaron por la
presencia de tdbulos seminiferos bien

y
abundantes espermatogonias y células de

diferenciados redondeados con

Sertoli apoyados sobre la membrana
basal bien definida. En el tejido intersticial
de

abundantes capilares sanguineos y matriz

se observaron células Leydig,

extracelular. Los ejemplares, expuesto a
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250 pg/huevo de glifosato (Fig. 3), se
caracterizaron por la presencia de tubulos
seminiferos también bien definidos, pero
con espermatogonias y células de Sertoli
desorganizadas hacia el centro de los
tubulos. Los neonatos, expuestos a 1000
png/huevo de glifosato (Fig. 4), presentaron
tubulos seminiferos tortuosos con un
epitelio germinal muy desorganizado. Las
espermatogonias se encontraban en el
centro del tubulo sin apoyarse en la
membrana basal, la cual se observé poco
definida. Todos los ejemplares tratados
con glifosato el

presentaron tejido

intersticial compuesto por abundantes
capilares sanguineos, células de Leydig y

matriz extracelular.

Fig. 1. Incubacion de huevos de Caiman
yacare. a) Batea plastica con huevos para ser
colocada dentro de una incubadora regulada
a 33°C. b) Exposicion topica de diferentes
concentraciones de una formulacién a base
de glifosato sobre la cascara del huevo al
principio del desarrollo embrionario.
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Conclusiones

En neonatos de Caiman yacare del grupo
control, los testiculos estan bien
organizados con espermatogonias Yy
células de Sertoli apoyados sobre una

membrana basal definida. En cambio, en
neonatos que fueron expuestos en

estadios tempranos del desarrollo al

herbicida glifosato presentan
Fig. 2. Corte transversal de testiculo del neonato control de principalmente  alteraciones en la
Caiman yacare. Referencias: c¢s: capilar sanguineo, eg: . . o .
espermatogonia, se: célula de Sertoli, ts: tubulo seminifero. organizacion del epitelio germinal de los

Coloracién: H-E. Barra: 20um. Magnificacion: X400. 3 ) ]
testiculos. Sin bien estos resultados son

preliminares se puede inferir que las
diferencias encontradas a nivel gonadal,
entre los grupos tratados y el grupo
control, podrian deberse a alteraciones
causadas por la exposicion al glifosato.
Ademas, futuros estudios se centraran en
el analisis comparativo de un rango de

concentraciones del herbicida en

! : neonatos de Caiman yacaré, que ya han
Fig. 3. Cor‘te transversal de testlculo del neonato expuesto a

250 pgfhuevo de glifosato de Caiman yacare. Referencias: demostrado tener efectos téxicos en este
cs: capilar sanguineo, eg: espermatogonia, se: célula de , Lo
Sertoli, ts: tubulo seminifero. Coloracién: H-E. Barra: 20um. género. Asimismo, cabe destacar que

Magnificacién: X400. , . X
estos seran de gran |mportan0|a para

detectar anomalias estructurales que
puedan afectar la reproduccion y los
riesgos que corren las poblaciones de C.
yacare estando expuestas a dicho
herbicida.
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