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La toxicidad del glifosato esté bien estudiada en diferentes organismos terrestres
como aves, mamiferos o invertebrados, demostrando una baja toxicidad que, en la
mayoria de los casos, se debe a los surfactantes que se emplean en los productos
formulados y en menor medida al glifosato de grado técnico. Aunque la toxicidad en
organismos acuéticos ha sido menos estudiada, los tests de toxicidad en Daphnia
magna determinan un LCso de 780 mg/L para el glifosato de grado técnico que se
reduce drasticamente si se utiliza glifosato con formulacién que contenga surfactantes.
En peces incluso se ha llegado a observar un LCso de 3mg/L en productos de glifosato
formulados (USDA 2003).

En este estudio, se pretenden determinar los posibles efectos del glifosato en la
fauna autoctona del estuario de Urdaibai mediante tests de toxicidad en la especie
Mytilus galloprovincialis. Esta especie es sobradamente conocida por su uso como
bioindicador y especie centinela donde se analizan habitualmente diferentes
biomarcadores relacionados con estrés a contaminantes metélicos, organicos y estrés
general (UNEP/RAMOGE 1999; ICES 2006).

Este estudio se enmarca en el Proyecto LIFE “Restauracion de los habitats de
interés comunitario en estuarios del Pais Vasco” (cédigo LIFEOSBNAT/E/0055), por lo
que los resultados del mismo podran servir de referencia para el desarrollo de los
trabajos de erradicacién de Baccharis halimifolia.

Para analizar los posibles efectos toxicos del glifosato y los aditivos utilizados en
estos procesos de erradicacion se han realizado dos experimentos de toxicidad. El
primero de los experimentos comprende un ensayo de toxicidad aguda para la
determinacién de la concentracién letal del glifosato para el 50% de la poblacion
expuesta (LC50). Las concentraciones para la exposicion han sido elegidas tras
analizar los ensayos de toxicidad en invertebrados acuéticos (USDA, 2003). El primer
objetivo es determinar la concentracion letal del compuesto de aplicacion para el
mejillon y establecer la concentracion a la cual no se observe ningun efecto téxico. Con
los datos obtenidos de esta primera fase se determind la concentracion subletal, la cual
es el umbral superior de concentracion para realizar el experimento de la segunda fase.
En este segundo experimento se estudiaron los efectos subletales a corto plazo que
pudieran ser ocasionados por el glifosato y la mezcla de aplicacion (mezcla glifosato-
diesel) en la glandula digestiva, branquia y génada del mejillon.
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Material y Métodos

Se recolectaron mejillones Mytilus galloprovincialis en aguas de Mundaka cerca
de la desembocadura de la ria del estuario de Urdaibai que se contempla como dmbito
de actuacion con el glifosato. Los especimenes fueron recogidos el 30 de Junio de
2011 a las 9:32 horas coincidiendo con una marea de 1.15 m. Los mejillones
seleccionados tenian una longitud maxima de concha comprendida entre 3.5-4.5 cm.
Se transportaron a las instalaciones acuarolégicas UBEZ, del Departamento de
Zoologia y Biologia Celular Animal de la UPV/EHU para su aclimatacion previa a los
experimentos. El agua utilizada (Tabla 1) procede de un lugar no contaminado de
Getaria (Gipuzkoa). Tras siete dias de aclimatacion a las condiciones experimentales
del acuario se dio comienzo al primero de los experimentos: un ensayo de toxicidad
aguda para obtener los datos necesarios para el experimento de toxicidad subletal.

Tabla 1.- Parametros fisico-quimicos del agua de mar utilizada en los experimento de toxicidad

pH 7.8-8.0
T°C 18 +0.5
Conductividad 48 mS
NH4" mg/L <0.5
Salinidad 33-35%%

Experimento 1: ensayo de toxicidad aguda

Los mejillones se repartieron en grupos de 20 individuos en tanques de
polipropileno de alta densidad de 20 L de agua en cada uno. Los mejillones se
mantuvieron sin aporte alimenticio en las condiciones fisico-quimicas mencionadas
anteriormente (Tabla 1) y con un régimen de aireacion constante. Se expusieron a
diferentes concentraciones (0.01, 0.1, 1, 10, 100, 1000, 10000 ppm) de la mezcla de
aplicacion (glifosato %50 + diesel %50) utilizada para la erradicacion de la Baccharis
halimifolia. De forma simultanea se mantuvo un grupo control en las mismas
condiciones experimentales pero sin aporte de la mezcla de aplicacion. Se hizo una
Unica dosificacién de las concentraciones seleccionadas al inicio del experimento y se
estudié la supervivencia de los mejillones, analizandolos uno a uno, varias veces al dia
durante 9 dias. Los especimenes fallecidos se retiraron inmediatamente para evitar que
se produjera la muerte en cadena del resto de mejillones del acuario experimental y se
estimara erroneamente la toxicidad de la mezcla de aplicacion.
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Experimento 2: ensayo de toxicidad subletal

Tras observar el cuadro de mortandad del primer experimento se determinaron
tres concentraciones para este segundo experimento donde se analizaron los posibles
efectos subletales del glifosato y del diesel. Dado que el glifosato es soluble en agua se
decidio afadir una nueva serie, en paralelo a la exposicion a la mezcla de aplicacion,
s6lo con glifosato. Este experimento, no previsto en la memoria inicial, permitira la
comparacion de los efectos de ambos métodos (glifosato vs. glifosato+diesel). Las
concentraciones seleccionadas para este segundo experimento fueron las siguientes:

1.- Mezcla de glifosato y diesel (GD): 1 ppm (L), 10 ppm (M),100 (H) ppm
2.- Glifosato (G): 0.5 ppm (L), 5 ppm (M), 50 ppm (H)

Los mejillones, tras ser aclimatados como se ha explicado anteriormente se
dispusieron en grupos de 30 individuos en tanques de polipropileno de alta densidad de
15 L (Fig. 1). La dosificacion del glifosato y de la mezcla se realiz6 una vez cada dos
dias después de la renovacion total del agua de los tanques. De forma simultdnea se
mantuvo un grupo control en las mismas condiciones experimentales pero sin aporte ni
de glifosato ni de la mezcla de aplicacion. Todos los mejillones se alimentaron, con una
dosis de mantenimiento de un compuesto comercial para invertebrados marinos. Se
recogieron muestras para su posterior andlisis histologico a tiempo 0 (anterior a la
exposicion), y a los 3 y 21 dias del inicio de la exposicion, siempre a la misma hora y
antes de administrarles comida. En todos los tiempos se disponen también de un grupo
control (C).

Los mejillones se diseccionaron inmediatamente tras su retirada de los acuarios
y Se procesaron como sigue:

1.- Para determinar la estabilidad de la membrana lisosémica, los cambios en la
estructura de los lisosomas digestivos y para determinar la acumulacién intracelular de
lipidos neutros se diseccionaron las glandulas digestivas de cinco especimenes de
cada grupo experimental. A continuacion se congelaron en crioviales mediante
nitrégeno liquido, y se almacenaron en congeladores de -80°C hasta su tincion.

2.- Para la determinacion de las alteraciones morfolégicas de los tubulos
digestivos, la alteracion en la composicion relativa de tipos celulares (células digestivas
vs. células basdfilas), y para establecer el desarrollo gametogénico, se diseccionaron la
glandula digestiva, branquias y gonada de diez especimenes por grupo experimental. A
continuacion se fijaron en formaldehido al 4 %, se deshidrataron en alcoholes de
graduacion creciente hasta su posterior inclusion en parafina. Los bloques histologicos
se almacenaron hasta su corte y tincion.
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Fig 1. Experimento 2. Exposicién subletal durante 21 dias a glifosato y mezcla de aplicacion
(glifosato+diesel).

Estabilidad de la membrana lisosémica (LMS)

El test LMS se realiz6 de acuerdo con el protocolo estandarizado de la
UNEP/RAMOGE (1999), con algunas modificaciones. Los cortes seriados de 10 ym de
grosor de cada grupo de 5 glandulas digestivas se obtuvieron en un criostato Leica CM
3000 a una temperatura de camara de -24 °C y la temperatura de muestra entre -14 y -
16 °C. Las muestras se analizaron mediante un microscopio de luz Leica Laborlux a
una magnificacion de 40x. Se seleccionaron cuatro zonas de cada seccion histolégica y
se determiné el tiempo de labilizacion (labilization period, LP) como el minuto en que se
daba la reaccibn maxima en cada zona. El valor de LP de cada espécimen corresponde
a la media de estas cuatro zonas (Moore 1976; UNEP/RAMOGE 1999).

Cambios en la estructura lisosémica (LSC)

Se obtuvieron cortes de 8 ym de grosor de 5 glandulas digestivas por grupo
experimental. Estas secciones se tifieron para la demostracion histoquimica de la
actividad B-glucuronidasa segun Cajaraville et al. (1991). Para medir la estructura de los
lisosomas se utilizd una aproximacién estereolégica aplicando el programa de analisis

Zientzia eta Teknologia Fakultatea
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de imagen BMS (Biological Measurement System) acoplado a un microscopio de luz
Leica Laborlux. La magnificacion utilizada para las medidas fue de 100x y se realizaron
5 mediciones por seccidén (una seccidn por espécimen). A partir de las areas medidas
se obtienen los siguientes parametros estereoldgicos de acuerdo a las férmulas
desarrolladas por Lowe et al. (1981): densidad volumétrica (VvL = VL/VC), densidad
superficial (SvL = SL/VC), relacién superficie/volumen (S/V = SL/VL) y densidad
numérica (NvL = NL/VC), donde V = volumen, S = superficie, N = numero, L = lisosoma
y C = citoplasma de la célula digestiva.

Acumulacioén intracelular de lipidos neutros

Se obtuvieron cortes de 8 ym de grosor de 5 glandulas digestivas por grupo
experimental. Estas secciones se tifieron utilizando el método de Lillie & Ashburn’s QOil
Red O (ORO) (Culling 1974). Para medir la acumulacion de lipidos neutros
intracelulares se utilizé una aproximacion del programa de andlisis de imagen BMS
(Biological Measurement System) acoplado a un microscopio de luz Leica Laborlux. La
magnificacion utilizada para las medidas fue de 40x y se realizaron 5 mediciones por
seccién (una seccion por animal) para calcular la densidad volumétrica de lipidos
neutros intracelulares (VVNL=VNL/VC), donde V = volumen, NL = lipidos neutros, C =
citoplasma de la célula digestiva.

Andlisis planimétrico del epitelio digestivo, composicidon celular del epitelio

digestivo y observacion histopatologica

Las secciones de 5 ym se realizaron en un microtomo de parafina Leitz 1512
(Leica Microsistemas) y se tifieron con hematoxilina/eosina (Pearse 1976). Se aplico un
método estereoldgico para cuantificar la densidad volumétrica de células basofilas en el
epitelio de los alvéolos digestivos (Cajaraville et al. 1990) y las alteraciones
planimétricas. Para ello se utilizo una camara clara acoplada a un microscopio optico
con una magnificacion de 40 x. De forma preliminar, se estableci6 que el namero
minimo de campos que se necesitaban para obtener valores significativos y
representativos era de tres por animal, y de un minimo de 6 individuos por grupo
experimental. Se cuantifico de forma simultanea la proporcion relativa de células
digestivas y basobfilas en el epitelio digestivo (VwBAS), la altura del epitelio digestivo y el
radio de la luz de los alveolos (Mean Epithelial Thinkness -MET-, Mean Luminal Ratio -MLR-) y la
relacion entre alvéolos digestivos y tejido conectivo (Connective to diverticula —CTD- ratio),
con la ayuda de una graticula Weibel (Multipurpose Test System M-168, Weibel 1979).

Las alteraciones histopatolégicas mas comunes, son el resultado de cambios
producidos a niveles simples de complejidad biolégica (molecular y celular), los cuales
se pueden reflejar en niveles mas altos de complejidad bioldgica, y por ello, pueden
tener graves consecuencias a nivel de individuo o populacién (Moore & Simpson 1992).
Ademas, las alteraciones histopatologicas pueden prolongase en el tiempo (Neff et al.
1987). De este modo, el estudio histopatolégico de los moluscos bivalvos proporciona
informacion sensible, Gtil y potencial para evaluar el estado de salud general de los
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ecosistemas marinos (Sunila 1988; Kim et al. 1998, 2006; Au 2004). Se analizaron
principalmente las respuestas inflamatorias que incluyen infiltraciones hemociticas,
granulocitomas y agregaciones de células pardas y la presencia y prevalencia de los
parasitos mas comunes (Nematopsis sp, R/CO, metacercaria, Mytilicola).

Desarrollo gametogénico

En las preparaciones histolégicas de 10 mejillones tefiidas con hematoxilina
eosina se analiz6 el manto (génada) en un microscopio de luz y se asigné a cada
animal un estadio de desarrollo, segun Seed (1969).

Estadistica

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa SPSS v14.0. La
variabilidad de los factores se estudiaron mediante analisis de la varianza (ANOVA), las
diferencias entre pares de medias se estudiaron a posteriori mediante el test para la
comparacion multiple de pares de medias de Tukey. Para el periodo de labilizacion de
la membrana lisosémica al ser un dato no paramétrico se aplico el test de la U de
Mann-Whitney como recomienda la UNEP (UNEP/RAMOGE 1999). En todos los casos
se establecié un nivel de significacién del 95% (p<0.05). Para el célculo del LC50 se
utilizé la aplicacion para el método Spearman-Karber Trimmed (U.S. EPA statistical
computer programs version 1.5,).

Resultados y Discusion
Experimento 1: ensayo de toxicidad aguda

Los primeros indicios de mortalidad se detectaron en la concentracion mas alta
de la mezcla de aplicacién (10.000 ppm) el dia 3 de experimento y siguié aumentando
hasta alcanzar el 100% de mortalidad en el dia 9 (Fig. 2). El inicio de mortalidad en los
mejillones correspondientes a la concentracion de 1000 ppm se inici6 el dia 5 de
experimentacion. Ese mismo dia se observo un proceso de puesta masiva de gametos
(spawning) inducida en el grupo expuesto a las concentraciones de 1000 ppm y mas
adelante en el grupo de 100 ppm (Fig. 3). Esta induccién de la puesta se relaciona con
ciertas condiciones de estrés y contaminacién (Zorita et al. 2006). En el grupo expuesto
a 1000 ppm se observaron acumulaciones de material oleoso en los bisos de los
mejillones probablemente procedentes del diesel de la mezcla (Fig. 3). No se observo ni
mortalidad, ni puesta inducida ni ningun otro tipo de alteracion en los grupos expuestos
a concentraciones bajas (0.01, 1 y 10 ppm). Asi, se concluye que la concentracion a
partir de la cual no se observan efectos (NOEC, no observed effect concentration) seria
de 10 ppm de la mezcla de aplicacion.
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Fig 2. Porcentajes de mortalidad y supervivencia en el experimento de toxicidad aguda para el
glifosato%50 + diesel %50.

Tras la finalizacion del experimento y con los datos de mortalidad obtenidos se
realiz6 el célculo de la concentracion que produce la mortalidad del 50% de la poblacién
0 LC50 (Lethal concentration 50) segun el método Sperman-Karber (Fig. 4). Mediante
este test se calculé que para un periodo de 9 dias la concentracion letal 50 (LC50) es
de 794.33 ppm. Estos resultados muestran que la concentracion letal es similar a la
calculada para otros invertebrados como Daphnia magna (LC50: 780 ppm, USDA
2003) aungue en esta ocasion se trataba de glifosato de grado técnico. Por otro lado,
cuando se utilizan mezclas con surfactantes las concentraciones letales tienden a ser
inferiores (USDA 2003). En nuestro caso también se utiliza el diesel para diluir el
glifosato pero por ser el mejillén mas resistente o por la menor toxicidad de la mezcla
no parece que la concentracion letal sea muy baja. Por lo tanto, parece que la mezcla
no produce una alta toxicidad.

Zientzia eta Teknologia Fakultatea
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Fig 3. Posible puesta de gametos inducida en los mejillones expuestos durante 5 dias a las
concentracion de 100 ppm (Izquierda) y 1000 ppm (derecha) de la mezcla de aplicacién. Se pueden
observar acumulaciones de substancias de aspecto oleoso (derecha) en los bisos de los mejillones
expuestos a la concentracion de 1000 ppm.
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Fig 4. Calculo de LC50 siguiendo el método Trimmed Spearman-Karber.
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Experimento 2: ensayo de toxicidad subletal

En base a los resultados del Experimento 1 se procedi6 a seleccionar las
concentraciones subletales de la mezcla glifosato-diesel para la segunda fase: 0.1 ppm
(Baja -L-), 1 ppm (media -M-) y 100 ppm (alta -H-). Adicionalmente, y tal y como se ha
mencionado anteriormente, se afiadié una nueva serie, en paralelo a la exposicion a la
mezcla de aplicacién, sélo con glifosato. Se eligieron las concentraciones de 0.05 ppm
(Baja -L-), 0.5 ppm (media -M-) y 50 ppm (alta -H-) que corresponden a la parte
proporcional de glifosato en la mezcla. Este experimento, no previsto en la memoria
inicial, permitira la comparacion de los efectos de ambos métodos (glifosato vs.
glifosato+diesel). En este segundo experimento no se detectdé mortalidad de ninguno
los especimenes expuestos a las diferentes concentraciones tras 21 dias de
exposicion, confirmado la seleccion adecuada de concentraciones subletales.

Estabilidad de la membrana lisosomica

Las respuestas lisosémicas constituyen un biomarcador inespecifico de efecto
muy sensible a un amplio rango de contaminantes (Au 2004). El test de estabilidad de
la membrana lisosémica aplicado en la glandula digestiva de mejillones es una
herramienta utilizada internacionalmente en los programas de seguimiento de la
contaminacion marina (UNEP/RAMOGE 1999). Este parametro indica el estado de
salud general de los organismos. Asi, en términos generales, los animales en
condiciones saludables presentan un valor alto de tiempo de labilizaciéon de la
membrana lisosémica (LP > 20 min) que indicaria membranas lisosomicas estables.
Por el contrario, valores bajos de este parametro (LP <10 min) indican una situacién de
estrés general.

En el presente estudio se ha determinado un periodo de labilizacion de la
membrana lisosémica (LP) de mas de 20 min para los mejillones del tiempo 0 (Fig. 5),
con lo que podemos confirmar una buena situacion de salud general de la poblacién de
mejillones al inicio del experimento (t=0). A pesar de que dichos mejillones control
muestran un descenso significativo del parametro el dia 3 del experimento, luego se
recuperan los valores iniciales en el dia 21 sugiriendo un estado general de salud
optimo. Esto se debe a un posible proceso de aclimatacion a las condiciones
experimentales del laboratorio, como la alimentacion, la cual se ha demostrado que
tienen una estrecha relacion con los biomarcadores lisosémicos (Izagirre et al. 2009).
De todas formas, y a pesar del descenso del dia 3, el grupo expuesto a las dosis baja
(L) y media (M) de concentracion de glifosato muestra un LP cercano a 15 min
sugiriendo que no existe un efecto resefiable sobre la salud de los especimenes. Todos
los demas grupos muestran un LP cercano a 10 min y los grupos expuestos durante 3 d
a la dosis alta de glifosato (t3 H) y a la dosis baja de la mezcla (t3 GD L) muestran
valores inferiores a 10 min y significativamente inferiores al control. Estos datos se
pueden enmarcar en un cuadro toxicidad baja de los compuestos analizados afiadido al
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proceso de aclimatacion. La exposicion durante 21 d muestra datos mas
esclarecedores. Tal y como se ha mencionado con anterioridad, los valores de LP del
grupo control se recuperan y superan los 20 min. Del mismo modo (aunque presentan
una gran variabilidad interna) los valores obtenidos para mejillones del grupo L son
similares a los valores del grupo control no mostrando diferencias significativas con
ellos. Los lisosomas de las células digestivas del grupo expuesto a la dosis baja de la
mezcla (GD L) aunque muestran valores superiores a los 10 min son diferentes
significativamente a los del grupo expuesto a la dosis baja, sugiriendo una mayor
toxicidad producida por la exposicion al diesel. Los demés grupos, que muestran
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Fig 5. Tiempo de labilizacién de la membrana lisosémica (LP min) en la glandula digestiva de mejillones.
Los segmentos verticales indican la desviacién estandar y los * Jas diferencias significativas con el

control de cada tiempo.  marca diferencias con el t0. + indica la diferencia entre los grupos marcados.
Las diferencias son significativas segun el test de U Mann-Whitney (p<0.05). t0: mejillones control
diseccionados antes de empezar la exposicion; t3: mejillones tras 3 dias de experimento; t21: mejillones
tras 21 dias de experimento; C: grupo control; L: glifosato, 0.5ppm; M: glifosato, 5ppm; H: 50ppm; GDL:
glifosato%50+diesel 50%, 1lppm; GDM: glifosato%50+diesel 50%, 10ppm; GDL: glifosato%50+diesel
50%, 100ppm
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diferencias significativas respecto al grupo control, presentan valores inferiores a 10 min
indicando un posible deterioro en la salud que se acentla en los grupos expuestos
Unicamente al diesel. No obstante, ninguno de los grupos presenta un LP inferior o
cercano a 5 min lo que indica que no es una situacién de toxicidad extrema y que
podria ser recuperada (Dagnino et al. 2007; Broeg & Lethonen 2006). En resumen, se
observan efectos sobre la estabilidad de la membrana de los lisosomas de las células
digestivas de mejillon de los compuestos analizados a concentraciones medias y altas,
y también se hace patente una mayor toxicidad en la mezcla de aplicacion si la
comparamos con la exposicion a glifosato disuelto en agua.

Cambios en la estructura lisosémica

En este estudio se han calculado los cuatro pardmetros esteroldgicos que
definen la estructura de los lisosomas de la glandula digestiva de los mejillones: la
densidad volumétrica, la densidad superficial, la densidad numeérica y la relacion
superficie/volumen (indicador inverso del tamafio de los lisosomas) (Lowe et al. 1981;
Cajaraville et al. 1991). A grandes rasgos, un incremento en la densidad volumétrica,
tamafio o numero de lisosomas podria indicar una respuesta biolégica frente a un
estrés general, aunque ciertas combinaciones entre respuestas de estos parametros
pueden indicar cuadros de toxicidad diferentes (Izagirre & Marigobmez 2010).

Como primera observacion se ha de indicar que, de manera similar a lo
detectado mediante el test de labilizacion de la membrana lisosdmica, el posible efecto
en la aclimatacion de los mejillones a las condiciones de laboratorio (detectado a los
tres dias de experimento en el grupo control), se normaliza antes del dia 21
recuperando los valores iniciales para todos los parametros. El analisis de los cambios
estructurales de los lisosomas de las células digestivas, indican una posible alteracion
en el grupo expuesto a la dosis mas alta de la mezcla (Fig. 6). Estas alteraciones estan
relacionadas con un agrandamiento de los lisosomas que se observan en el parametro
S/V (indicador inverso del tamafio de los lisosomas), y como consecuencia general en
un incremento en la densidad volumétrica (Vv). Sin embargo, no se aprecian diferencias
en el nimero de lisosomas (Nv, densidad numérica). Nos encontramos ante un caso
tipico de respuesta lisosOmica frente a un estrés (Moore et al. 1987; lzagirre &
Marigdbmez 2010) que se hace patente soOlo en las concentraciones mas altas de los
compuestos utilizados. En los mejillones expuestos a la mezcla se observa una clara
tendencia de incremento de la densidad volumétrica al aumentar la concentracion. No
obstante, esta tendencia no se observa, al menos tan marcada, en los grupos
expuestos soélo a glifosato. Estas diferencias solamente son significativas en el grupo
expuesto a la concentracion alta de la mezcla en comparacion con el grupo control para
el dia 3 y con todos los grupos para el dia 21.
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Fig. 6. Densidad volumétrica (Vv), relacion superficie/volumen (S/V) y densidad numérica (Nv) de los
lisosomas de las células digestivas. Diagrama de cajas, la linea indica la mediana y los segmentos

verticales indican el percentil 25 y 75. + indica diferencia significativa respecto al t0; * indica diferencia

significativa respecto al control del tiempo correspondiente; ” indica diferencia significativa respecto
todos los demas grupos (ANOVA basada en Tukey, p<0.05). Ver Figura 5 para los cddigos de los grupos

experimentales.
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Acumulacion intracelular de lipidos neutros

La acumulacion de lipidos neutros intralisosomales se utiliza como biomarcador
de exposicion a hidrocarburos (Moore et al. 2006; Marigomez & Baybay-Villacorta
2003). Los mejillones muestreados en el tiempo 0 no muestran acumulacion de lipidos
neutros tal y como se puede observar en la imagen (Fig. 7). No se observa acumulacién
extrema de lipidos en ningun caso pero existe una relacion clara al aumentar la
concentraciéon de la mezcla, aunque parece no estar relacionada con el tiempo de
exposicion. Aunque no se muestran todas las imagenes por simplificar, se ha
comprobado que la mayor acumulacion de lipidos ocurre en el grupo GDH desde el dia
3 de exposicion. Aunque los valores no son significativamente diferentes, se observa
una tendencia a aumentar la presencia de lipidos neutros en los grupos expuestos a
diesel, con la excepcidn de los especimenes expuestos a la concentracién baja (GD L.
Fig 7). En los grupos expuestos solo a glifosato no se observa una acumulacion
relevante de lipidos neutros (Fig 7; t3 H).

t0 t3H

t21 GDL t21 GDH

Fig 7. Micrografias de secciones de tejido de la glandula digestiva tefiidas para la demostracion
histoquimica de lipidos neutros (Oil Red O) en diferentes grupos experimentales. El marcaje especifico
de color rojo determina la presencia de lipidos. Magnificacion x20; barra de escala: 100um. t0, Control;
t3H, exposicion de 3 d a la dosis alta de glifosato; t21 GD L, exposicion de 21 d a la dosis baja de la
mezcla; t21 GD H, exposicion de 21 d a la dosis alta de la mezcla.
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Andlisis planimétrico del epitelio digestivo, composicion celular del epitelio

digestivo y observacion histopatologica

Como primera evaluacion del analisis histologico de la glandula digestiva de los
mejillébnes, se puede concluir que ninguno de los parametros estudiados (Fig. 8) supera
los valores considerados como indicativos de situaciones de estrés ambiental
cuantificados en otros trabajos de investigacion (Marigdbmez et al. 2006). Por tanto, se
puede asumir que el estado de salud de los especimenes puede considerarse como
satisfactorio. No obstante, es interesante destacar lo valores de la densidad volumétrica
de células basofilas de los grupos de mayor concentracion de la mezcla. Estos
resultados, al contrario de lo esperado, son inusualmente bajos en estos grupos. El
incremento en las células basofilas suele ser indicativo de un fuerte estrés o de un
estrés de larga duracion (Garmendia et al. 2011). Unos valores tan bajos no son
comunes ni tan siquiera en muestras control, por lo tanto podrian demostrar una
respuesta especifica al compuesto empleado.
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Fig 8. Alteraciones histolégicas en glandula digestiva de mejillon. Densidad volumétrica de células
basofilas (Vvgas); grosor medio del epitelio digestivo (Mean Epithelial thickness -MET-); Relacién entre el
tejido digestivo y el tejido conectivo de la glandula digestiva (Connective to diverticula -CTD- ratio);
Relacion entre el radio medio de la luz del alveolo digestivo y del grosor medio del epitelio digestivo
(MLR/MET). Los segmentos verticales indican la desviacion estandar para cada grupo experimental. Ver
Figura 5 para los cddigos de los grupos experimentales.
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Tras el estudio histopatolégico de la glandula digestiva de los mejillones
expuestos a glifosato y a la mezcla de glifosato y diesel, se observaron diferentes tipos
de respuestas inflamatorias que incluyen infiltraciones hemociticas, granulocitomas vy
agregaciones de células pardas. En general, la presencia de infiltraciones hemociticas,
granulocitomas y agregaciones de células pardas son bajas en todos los grupos de
exposicion, excepto la presencia de infiltraciones hemociticas en los mejillones
expuestos a las concentraciones mas altas de la mezcla tanto para el dia 3 como para
dia 21 de exposicién. Los Unicos parasitos que se han observado son Nematopsis sp,
R/CO, metacercaria y Mytilicola intestinales en la glandula digestiva y Nematopsis sp y
Protoecus maculatus Nematopsis sp en el manto. En general, las prevalencia e
intensidades son relativamente bajas en ambos tejidos y en todos los grupos de
exposicion.

Desarrollo gametogénico

Tras analizar el desarrollo gametogénico en el manto de los mejillones expuestos
a glifosato y a la mezcla de glifosato y diesel, se observa que la mayoria de los grupos
no muestran diferencias para este parametro (Fig. 9). Solo se observa una clara
diferencia que concuerda con lo observado en el experimento de toxicidad aguda
realizado. Los mejillones expuestos a las concentraciones més altas de la mezcla tanto
el dia 3 como de forma mas marcada el dia 21sufren un proceso de puesta inducida.
Tras 3 dias de exposicion la mayoria de los mejillones de este grupo experimental se
encuentran en puesta o en post-puesta y al dia 21 el 80% de los mejillones estan en
post-puesta y el 20% en puesta, cuando en el grupo control la mayoria de los mejillones
se encuentran en estado de madurez gametogénico. Estas puestas inducidas por
exposicién a contaminantes han sido observadas en trabajos anteriores (Zorita et al.
2006) y pueden ser sintoma de una alteracién severa del ciclo de reproduccién de los
mejillones. No obstante, estas concentraciones no son susceptibles de encontrase en el
ambiente dado que son extremadamente altas considerando la cantidad de producto
que se lleva al campo para las aplicaciones.
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Fig 9. Desarrollo gametogénico observado en muestras histolégicas de manto de mejillon
correspondientes a los grupos experimentales (leyenda en Figura 5). Escala segun Seed (1969). Ver
Figura 5 para los codigos de los grupos experimentales.

Conclusiones

1.- La toxicidad del glifosato disuelto en agua es baja y siempre menor que la producida
al ser suministrado con diesel. Sin embargo, la toxicidad de la mezcla de trabajo es asi
mismo baja y tan sélo detectable a dosis altas.

2.- Se recomienda la utilizacion del producto sin mezclarlo con diesel ya que es miscible
en agua y asi se reducen los posibles efectos toxicos que podrian ocurrir en caso de
vertido accidental de la mezcla en el momento de su aplicacién en campo.

3.- Al tratarse de una aplicacion directa al tocén de la planta y al ser los volimenes que
se transportan al campo bajos, el riesgo para la salud del ecosistema puede ser
considerado de bajo o muy bajo.

4.- Seria deseable la realizacion de un estudio en profundidad para determinar los
efectos producidos por exposiciones subletales de larga duracion.
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