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Evaluacion del efecto genotoxico producido por exposicion in vivo a pesticidas y mezclas
en Caiman latirostris, evidenciado por el ensayo cometa
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Titulo del proyecto: Evaluacion de mecanismos de toxicidad de plaguicidas de amplio uso agricola
en Caiman latirostris (yacaré overo), mediante biomarcadores de genotoxicidad, inmunotoxicidad y
estrés oxidativo. Directora: Dra. Gisela Poletta.

Las actividades humanas generan una continua descarga de agroquimicos en el medio ambiente,
principalmente asociados a cultivos transgénicos, independientemente de su persistencia,
bioacumulacién y toxicidad. Caiman latirostris (yacaré overo) es un importante representante de los
humedales del noreste argentino, regién que se caracteriza por una gran actividad agricola en nuestro
pais. El objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial efecto genotéxico de diferentes pesticidas y
mezclas ampliamente utilizados en agricultura sobre juveniles de C. latirostris, utilizando el ensayo
cometa (EC).

Se utilizaron 132 animales pertenecientes a seis nidos recolectados en el marco de las actividades de
rancheo del Proyecto Yacaré (Gob. de Santa Fe/MUPCN) y se distribuyeron en 11 grupos
experimentales -GE- (12 animales por GE en dos réplicas de 6 cada uno): un control negativo (CN)
tratado con agua destilada, un control vehiculo (CV) tratado con etanol, dos grupos expuestos a
diferentes concentraciones de la formulacién de Endosulfan (END1 y END2), dos expuestos a
formulacién de Cipermetrina (CIP1 y CIP2), dos expuestos a formulacién de glifosato Roundup® Full
II (RU1 y RU2), dos expuestos a formulacién de glifosato PANZER GOLD® (PANZ1 y PANZ2) y un
grupo expuesto a la mezcla (M) de tres formulaciones a la concentraciéon més baja: END1 + CIP1 +
RUI.

Se llevé a cabo una exposicidn sub-crénica por inmersion, durante dos meses, en bateas plasticas
inclinadas para proveer una superficie seca y una superficie con agua, donde se colocaron los
plaguicidas disminuyendo las concentraciones progresivamente en el tiempo, para simular la
degradacién de los compuestos en agua, previamente determinada por cromatografia gaseosa en el
caso de END y CIP y por HPLC para glifosato®. Las concentraciones iniciales y finales para los
tratamientos 1 y 2 de CIP y END estuvieron en los rangos 0,5uL-0,05uL y 1uL-0,01pL,
respectivamente. En cuanto a las formulaciones de glifosato, las concentraciones iniciales y finales
para los tratamientos 1 y 2 fueron de 2,5mg/L-0,25mg/L y de 5mg/L-0,5mg/L, respectivamente.

Los animales fueron medidos (LT: longitud total y LHC: longitud hocico-cloaca, precisiéon 0,5cm) y
pesados (precision 0,1g) al inicio y final de la experimentacion para determinar el crecimiento en cada
GE. Una vez finalizado el experimento se tomaron muestras de sangre (0,5ml) de la vena espinal de
cada animal con jeringas estériles heparinizadas.

En todas las muestras de sangre se determind la viabilidad celular y luego se aplicé el EC en
eritrocitos de sangre periférica, por duplicado, segtn la técnica previamente adaptada para la especie”.
Las muestras fueron observadas en microscopio de fluorescencia a 400X y utilizando naranja de
acridina como colorante. Se analizaron visualmente 100 células por animal (50 por cada réplica), y se
clasificaron en cinco categorfas arbitrarias de dafio teniendo en cuenta longitud de la cola e intensidad
de fluorescencia, desde la clase O (sin dafo) hasta la clase 4 (maximo dafo). Se calcul6 el indice de
dafio (ID) para cada muestra mediante la férmula: ID = n; + 2n, + 3n; + 4n4, donde ny, n,, n3 y ny es el
nimero de células en las categorias de dafio 1, 2, 3 y 4, respectivamente.
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La viabilidad celular de todas las muestras fue del 95-100% lo que indicé condiciones propicias para
la aplicacion del ensayo. Los resultados del EC demostraron que los pesticidas inducen un incremento
significativo en el indice de dafio en los animales expuestos a CIP 1 y 2, END 1 y2y RU 1y 2,
comparados con el CN (p<0,05). Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en los
grupos expuestos a PANZ ni en la mezcla. Por otro lado, no se encontraron diferencias en el peso, LT
y LHC en caimanes expuestos a los diferentes pesticidas y concentraciones.
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Fig. 1: Indice de Dafio (ID) en juveniles de Caiman latirostris expuestos a diferentes formulaciones comerciales de pesticidas y mezcla. CN:
Control Negativo; CV: Control Vehiculo; CIP1 y CIP2: formulacién comercial de Cipermetrina; END1 y END2: formulacién comercial de
Endosulfdn; RU1 y RU2: formulacién comercial de glifosato Roundup® Full II; PANZ1 y PANZ2: formulacién comercial de glifosato
Panzer Gold®; M: mezcla de pesticidas RUI+END1+ CIP1. *Estadisticamente significativo respecto al CN.

Nuestros datos muestran claramente que cuando los caimanes son expuestos a concentraciones subletales
y ambientalmente relevantes de plaguicidas ampliamente utilizados en las practicas agricolas de la
region, se produce un incremento en el dafio al ADN. Estos resultados concuerdan con otros trabajos
realizados por nuestro grupo de investigacién que revelan dafios genotdxicos en C. latirostris en
diferentes estadios del desarrollo"*”. Esto podria traer cambios en el material genético afectando el
normal desarrollo individual y de las poblaciones ambientalmente expuestas. La falta de efecto en la
mezcla puede deberse a un efecto antagonista entre los compuestos, por lo que debe considerarse que el
comportamiento de los compuestos en el ambiente dependerd de las propiedades quimicas y modos de
accion toxica de los mismos, ademds de las caracteristicas bioldgicas de la especie. Esta investigacién
sugiere una seria preocupacion con respecto a los posibles peligros de la utilizacién desmedida de estos
compuestos a nivel ambiental para la fauna silvestre asociada a esos ambientes. La utilizacién del EC es
una herramienta eficaz para la deteccién temprana del dafo genotdxico en organismos no blanco como
C. latirostris, recurso ecoldgico y econdmico particularmente representativo de la region.
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