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RESUMEN

Los estudios sobre la degradacion de los prodditbssnitarios son esenciales para evaluar sus
potenciales impactos en el ambiente y en los osgas benéficos. En particular, varios estudios
seflalan que los herbicidas afectan la actividadrabiana del suelo. El glifosato
(N- fosfonometil glicina) es un herbicida de ampéepectro, no selectivo, post emergente,
ampliamente usado en la agricultura. Con la llegdaldos cultivos resistentes al glifosato se
incrementaron las dosis totales por afio y la freciaede las aplicaciones de este herbicida en el
Uruguay. El control tardio de malezas (aplicaciopes siembra) en soja solamente se justifica
cuando éstas son de porte alto, commafanthus sp y Solanum sisymbrifolium cuando se
establecen estrategias de control del reingresmalezas por semilla. En este dltimo caso la
maleza no interfiere con el cultivo pero es respbie de la resiembra de las malezas del
préximo afio; en este criterio de manejo, el céntaodio tiene sentido para las malezas
clasificadas comdransitorias,con dependencia de la semillazén del afio ant@Riaygras). La
implementacion de esta estrategia de control deezaal en la rotacion de cultivos es la
responsable de las aplicaciones tardias de glifgsakplican el nimero de aplicaciones y dosis
excesivas para el cultivo de soja que no se icetif ni por el enmalezamiento ni por el
incremento de rendimient@&sta estrategia es la mas utilizada a nivel dedosductores del
pais. Los objetivos de este estudio fueron evaluar lextes de repetidas aplicaciones de
glifosato sobre variables microbioldgicas del sugeldeterminar la vida media en el sudil
glifosato y acido aminometilfosforico (AMPA). Selajo en ensayos de soja de primera dentro
de un sistema de agricultura continua en siembetdi, instalados desde hace 13 afios en la
Estacion Experimental “Dr. Mario. A. Cassinoni” (MEC) ubicada a 10 km de Paysanddu,
Uruguay. El estudio fue realizado durante los a#086-2007. El suelo corresponde a un
Brunosol Eutricarlipico (Argiudol Tipico)de la Unidad de Suelo San Manuel, con textura limo-
arcillosa. Las parcelas tratadas con dosis de casgmmendadas (1,6 I/ha) de glifosato Ultra
Max (74,7%) presentaron una aplicacion pre-siemprdos aplicaciones post-siembra del
herbicida mientras que las parcelas control camedia las tres aplicaciones sucesivas del
herbicida en las cuales se realizd un control madeianalezas. Es de destacar que tanto las
parcelas control como las tratadas presentaroe &nyr 4 aplicaciones de glifosato durante 13
afnos. En este ensayo se evalu6 el tamafio de lanaedumicrobiana a través de la biomasa
microbiana, la actividad microbiana metabdlica ltataravés de la respiracion y un grupo de
enzimas que hidrolizan el FDA (diacetato de fluced@sa) y la actividad metabdlica especifica

mediante las enzimas fosfatasa &cida y alcalina.



Los indices microbioldgicos calculados fueron etiente de mineralizacion del carbono
organico (gqM), el coeficiente microbiolégico (gMicgl cociente metabdlico (qCO2) y las
actividades enzimaticas relativas al carbono debi@masa microbiana. Las variables
microbioldgicas respiracion y biomasa microbiarerdm determinadas a los 0, 4, 8, 27, 31, 37,
64, 70, 73, 80, 94, 154 y 190 dias del inicio dgdezimento. En los dias correspondientes a las
aplicaciones se realiz6 un muestreo antes y lueda dplicacion del herbicida. La respiracion
acumulada fue medida a partir de la tercera apiinate glifosato y hasta 16 dias de aplicado el
herbicida. Las actividades enzimaticas fueron datexdas al inicio y al final del experimento.
Las sucesivas aplicaciones de glifosato Ultra Maelecultivo de soja a dosis recomendada de
campo (1,6 I/ha) resultaron en cambios pequencangitorios en las variables microbiol6gicas
evaluadas, si bien existieron diferencias signifies en el efecto promedio del momento en que
se realizo el muestreba mayoria de las variables no presentaron difeasrgignificativas en
los efectos promedios de los tratamientos y enefestos promedio de la interaccion entre
tratamientos y momento de aplicacion. Las variasoobservadas estuvieron mas relacionadas
a cambios estacionales (humedad, temperaturagjeegtgue al efecto del herbicida. Esto pudo
deberse fundamentalmente a la gran similitud existen las parcelas tratadas y control debido
a que todas estuvieron sometidas a 13 afos dea@phes de glifosato, diferenciandose
Gnicamente en las 3 aplicaciones sucesivas rdabzan las parcelas tratadas. El tratamiento
control sin historia de glifosato, no se incluybeste estudio ya que el objetivo fue trabajar en
sistemas de agricultura continua en siembra dirétstalados durante 13 afios. La respiracion
microbiana y el cociente de mineralizacion del oab organico (qM) fueron afectados
significativamente en el dia 73 del inicio del expento, que corresponde a 9 dias luego de la
tercera aplicacion de glifosato. En la respiracidarobiana (p< 0,0189), se liber6 un 52,8% mas
de CQ en el control versus el tratado, obteniendo 3§40®), Kg™ suelo seco y 187 mg GO
Kgt de suelo seco respectivamente. El gM, (p< @DfBesentd un valor de 76,5 mg CO
C-orgénicd’)100 en el control versus 40,5 mg C-0-organicd)100 en el tratado. Al dia 80,
los tratamientos control y tratado con glifosato mostraron diferencias significativas en
ninguna de las dos variables microbiolégicas meradas indicando un efecto transitorio del
herbicida sobre dichas variables. EI comportamiggtda respiracion microbiana y del gM se
puede explicar por los niveles de AMPA presenteslesuelo en el dia 70 del inicio del
experimento. El analisis de los Componentes Prabefp muestra claramente la presencia de
mayores valores de respiracion microbiana, de giié yyCQ asociada a menores niveles de
AMPA,



Otro resultado relevante que surge de este anédisigie al inicio del experimento (antes de las
tres aplicaciones sucesivas de glifosato), lasetesc(C2M0, C3MO y T2MO), se encontraron
agrupadas en la gréfica dentro del primer cuadrasteciadas con los valores mas elevados de
gM, respiracion microbiana y qGQ con valores menores de biomasa microbiana, gMic
AMPA. En las restantes variables microbioldgicadiaas, biomasa microbiana, respiracion
acumulada, enzimas que hidrolizan el FO#ésfatasa acida y alcalina, gMic, el gCO2 vy las
actividades enzimaticas relativas al carbono debitanasa microbiana, no se detectaron
diferencias significativas entre los tratamientos aplicaciones de glifosato y los controles. La
ausencia de efectos de las aplicaciones suced@vghfosato sobre las actividades enzimaticas
analizadas puede ser explicada debido a que lesnmdeaciones fueron realizadas al inicio y al
final del experimento, circunstancia que pudo nbehaoincidido con los momentos de mayor
efecto del herbicida y su derivado sobre la mi@tzbdel suelo. Si bien la fosfatasa alcalina no
resultd significativa al 5%, se encontr6 una tecderen el promedio de los tratamientos
(P>0,0758). En este caso el efecto promedio ddtaoseria superior al del tratadén cuanto a

la disipacién del glifosato y AMPA en este suelaifidol Tipico, evaluada inmediatamente
después de la tercera aplicacion del herbicidapsecio que ésta siguid una cinética de primer
orden con tiempos de vida media de 7 y 10 diassotispmente. Esta rapida disipacion del
herbicida y de su metabolito podria estar explicadacipalmente a la intensa degradacién
microbiana asociada a la adaptacion microbiolégicaducida durante los 13 afios de
aplicaciones sucesivas de glifosato y por los @ge precipitaciones ocurridas durante el
periodo de estudio. Dichas precipitaciones pudiéairer transportado verticalmente al glifosato
y AMPA a horizontes subsuperficiales, fuera de tafyndidad de muestreo. Residuos de
glifosato y AMPA fueron detectados en el suelo df® luego de las aplicaciones realizadas en
las parcelas control (momento de la cosecha dejd, $1echo que puede asociarse a la acidez
del suelo, presencia de elevados tenores deaar{iiontmorillonita e illita) y materia organica
qgue adsorben el herbicida afectando la degradgcidta microbiota del suelo e incrementando
la persistencia. Se concluye que si bien las aptioas sucesivas de este herbicida alteraron las
actividades microbiolégicas evaluadas, estos aasnlbueron transitorios y de pequeia
magnitud, evidenciando la presencia de una actigeopoblacién capaz de degradar al glifosato
y del acido aminometilfosférico (AMPA), estimulag@r las reiteradas aplicaciones en este
cultivo y a las condiciones ecoldgicas favorablessu metabolismo.



Ademas de las variables microbioldgicas clasicatuedas en este estudio, surge la necesidad
de incorporar la evaluacidbn de poblaciones mienvds especificas (fijadores de;, N
nitrificantes, etc.) y aquellas no cultivables, diaate la evaluacion de la biodiversidad
microbiana ya que el glifosato actia como agentsetieccion en la microbiota del suelo. Es
necesario respetar las dosis recomendadas detajbif@n los distintos sistemas de manejo del

suelo y en lo posible, limitar sus aplicacione as$trictamente necesario, para no alterar la
microbiota del suelo.



1.- INTRODUCCION

1.1.- La soja en la agricultura uruguaya

En Uruguay, el principal cultivo de verano es I@sel cual continda en franca expansion desde
la zafra 2000/01, con 578000 has sembradas en\eraaerano 2008/2009 (DIERQ09. Es
importante destacar el incremento de la exportag@ta soja en el Uruguay desde el afio 2001
al afio 2007 con 10848 a 773,142 toneladas respeawtivte. (DIEA 2007).

En nuestro pais, practicamente el 100% de la sdfavada es genéticamente modificada,
conocida como soja RARRGundup Readyla cual presenta la insercion de un gen de déeha
Agrobacterium sp.que le confiere resistencia al herbicida glifos&aralelamente aumento la
importacion de productos fitosanitarios estrechdameglacionados con el cultivo de soja como
el glifosato que en el periodo 2002 — 2006 aumeTés® de un 100% Yy el endosulfan, clorpirifos,
y cipermetrina que aumentaron 41, 16 y 79% resgeotnte (Sistema de Informacion en
Productos Fitosanitarios, MGAP - DGSA / Dpto. Cohtle Insumos). Estos datos permiten
afirmar que el aumento del area agricola y de taymtividad estd asociado a un uso mas

intensivo de pesticidas.

La soja RR, liberada a nivel mundial por la empidsasanto en el afio 1996 es un organismo
genéticamente modificado (OGM) a través de técnidasingenieria genética. Para la
masificacion de este OMG, fue fundamental la erigte de glifosato a bajo precio, lo que
ocurrio desde comienzos de la década del 199hsecunencia del vencimiento de la patente
gue Monsanto tenia de este herbicida (desarropf@adda misma empresa), coincidiendo con el
incremento de la difusién del sistema de siemecti (SD). La adopcion o recomendacion del
sistema de SD se ha visto favorecido dado que edduerosion y degradacion de suelos (graves
problemas ambientales en la agricultura uruguagmar{ato et al, 2001). Una de las
desventajas atribuibles a la siembra directa egili@acion de herbicidas para el control de
malezas, ya que se ha demostrado que la princGpahrdel laboreo es el control de malezas
(Garcia Préchac, 1998). Sin embargo, una vez éztala el sistema de SD, es posible reducir el

uso de herbicidas en las etapas de cultivo.



El glifosato es uno de los herbicidas mas frecuratde utilizado a nivel mundial en
forestacién, control de malezas acuéaticas y agual(WHO, 1994; Martino, 1995; Rodrigues y
Almeida, 1995), particularmente en el sistema @enbra directa (Martino, 1997). En el afo
2006 se importaron productos fitosanitarios por a&2 millones dolares en valor CIF, donde el
40% del total correspondié al herbicida glifosaton unas 5.457 toneladas de sustancia activa
(DGSA, 2006).

1.1.1.- Localizacion del cultivo

Tomando la propuesta de regionalizacién climatma gl Uruguay de Corsi (1982), citado por
Blum, et al, 2008) en el cual se realiza una caracterizacetad distintas regiones del pais
segun régimen térmico e hidrico para la aptitutbdaliferentes cultivos; se desprende que para
el caso de la soja existen tres grandes zaidgoral noroeste, litoral norte y litoral surDe
acuerdo a esta regionalizacion, Corsi sugiere gu®tha mas apta para el cultivo de soja desde
el punto de vista térmico e hidrico seria el nerelgtl pais. Sin embargo, la regién en la que se
desarrolla el cultivo de soja en la actualidad eddas regiones de menor aptitud relativa. De
esto se puede inferir que la localizacion geogaadiel cultivo esta determinada principalmente
por las caracteristicas de los suelos y por elrddkaprevio en la region de la infraestructura
necesaria, los servicios, los menores costos de, f#c; quedando en un segundo lugar las
caracteristicas hidricas y térmicas. A estas U#tjneh cultivo de soja se adapta sin mayores
inconvenientes ya que sus caracteristicas anatémitiaioldgicas le confieren plasticidad ante

situaciones de estrés (Bluet,al, 2008).

La soja es una planta de dia corto que se cazigor poseer variedades de diversa respuesta al
fotoperiodo. Estas variantes definen varios grufgmadurez para la soja segun la sensibilidad
al fotoperiodo. Hay grupos de madurez muy pocosilsies al fotoperiodo (grupos 0, 00, 000),
grupos de sensibilidad media (grupos: IV, V y Viggpos muy sensibles (grupos: IX, XX).
Esta diferente respuesta a la duracion del dianeldé ubicacion en el tiempo de la etapa
reproductiva (floracién y fructificaciéon) y por t@anla mayor o menor precocidad de cada grupo,
donde cada cultivar presenta una franja latitudemala que se considera de ciclo medio. En
nuestro pais, los grupos que mas se adaptan satelssnsibilidad media: IV, V, VI y VII,

determinados por la latitud (30 a 35°C).



La fecha de siembra esta definida por el grupo ddumez y su relacion con el fotoperiodo,
aungue también son definitorias la historia predgala chacra (barbecho largo o cultivo de
invierno), las condiciones ambientales al momemtdadsiembra (déficit o exceso de agua, baja

temperatura del suelo) y durante el periodo cr{fiR®R5) (Baigorri, 2004).
1.1.2.- Manejo del cultivo de soja

1.1.2.1.- Caracterizacion de los sistemas de proziion

De acuerdo a Blunet al, 2008 en nuestro pais la soja se cultiva en etande distintos
sistemas de produccion, dentro de los cuales sgepunsertar de dos formas: comultivo de

primera o cultivode segunda

Un cultivo de primeraes aquel que se siembra al inicio de la estaciéoret@miento posible,
luego de haber realizado en tiempo y forma todaslddores necesarias para una buena
implantacion del cultivo. Por su parten cultivo de segundaes aquel que se siembra
inmediatamente después de la cosecha de un cdlévimvierno, en general, en fechas mas

tardias para cuya siembra no se dispuso del tierapesario para realizar todas las labores.

Es posible distinguir principalmente tres grandegesias en los que se inserta la soja:

rotaciones cultivos-praderas, agricultura contingaoja continua de primergAnexo 1).

Lasrotaciones cultivos-praderason los sistemas productivos caracteristicositbeal del pais
desde hace 40 afos. Se distinguen por combinatilédad agricola con la ganaderia sobre todo

de invernada bajo la modalidad de rotaciones.

El sistema de agricultura continyaresenta menor importancia en superficie que tekian. Su
caracteristica particular es que se establece em#&scia de cultivos agricolas sin incluir una
etapa de pasturas, por lo que solo presentan goarsga de distintos cultivos agricolas en una

misma parcela.

Si bien son sistemas con bastante data en el gaiba incrementado su frecuencia con la
masificaciéon de la siembra directa y, fundamentatmela alta rentabilidad que los cultivos
agricolas han tenido en los ultimos afios, que Hasela posibilidad de insertar pasturas en el

sistema.



El sistema de soja continua de primena tenido gran difusion desde el afio 2003-2004. Se
caracteriza por establecer una secuencia contmwealtvos de soja de primera, intercalando en
invierno barbechos o eventualmente verdeos (coasaomo “cultivos de cobertura”) lo que
garantiza que siempre exista el tiempo suficieai® pealizar todas las labores necesarias para
una buena implantacion. Este sistema, predominamteel periodo 2003-2005, perdio

importancia relativa en los ultimos afios.
1.1.2.2.- Manejo de malezas

Cassarino (1974); Astaziaran y Ceretta, (1984)g&ely Caulin (2008), manifiestan que la soja,
por su escaso desarrollo inicial y por su tardagzaubrir el suelo, es muy susceptible a la
competencia establecida por las malezas. Numemgmsimentos demuestran que las malezas,
por su accién competitiva en la extraccion de huadednutrientes, por los problemas que crea a
la cosecha, etc, pueden llegar a reducir en un®03as los rendimientos de un cultivo de soja.
Segun los autores Baker (1974) y Marzocca (19M@jezaes “una planta que crece siempre 0
de forma predominante en situaciones marcadaméetadas por el hombre y que resulta no

deseable por él en un lugar y momento determinado”.

Uno de los aspectos mas importantes para el maeé@nmalezamiento es conocepetiodo
critico de competencia del cultivo. Este es el periodardarel cual el cultivo debe permanecer

sin malezas, con vistas a minimizar las pérdidagad@miento.

Para el cultivo de soja gleriodo critico de competenci#éne lugar entre la cuarta y sexta
semana después de la emergencia del cultivo, lo coueesponde & hojas unifoliadas
desarrolladagV 5 en la escala de desarrollo fenolégico devmjlf{Anexo 2).Seria por lo tanto
fundamental que el cultivo esté libre de malezatahase estadio, ya que aquellas que emerjan
con posterioridad no afectaran el rendimiento é/iti997).

En el control quimico de las malezas, se destamamaplicaciones de pre-emergencia y las
aplicaciones de post-emergencia. En el primer cdas, aplicaciones son realizadas

inmediatamente luego de la siembra del cultivo tfesrde la emergencia de las malezas,
debiendo ser realizada con el suelo himedo. Eageinslo caso, la aplicacion se efectia luego
de la germinacion del cultivo y de las malezas| goatrol mas eficiente cuanto mas jovenes
sonlas malezas. En la soja comun, el glifosato esaghdi como desecante y también en la post-
emergencia de las malezas y en la soja modificadatgamente es aplicado en la pre y post-
emergencia de las malezas (Bergsaral.,2008).



El manejo en concreto implica una secuencia detipe&cque varian segun se trate de soja de
primera después de pradera o campo natural, sgjirdera después de soja u otro cultivo de
verano o soja de segunda. Usualmente el cultiveogierecibe entre tres y cinco aplicaciones.
Se realizan entre una y tres aplicaciones previassembra, dependiendo del tipo y largo del

barbecho, y aproximadamente dos aplicaciones auehrcultivo (Blumget al.,2008)(Anexo 3).

El control tardio de malezas (aplicaciones pos lsiajnen soja solamente se justifica cuando
éstas son de porte alto, comemaranthus sp y Solanum sisymbrifoliuBréspo y Longinoti,
1988; Arrieta y Mezquida, 19960 cuando se establecen estrategias de controtidgkeso de
malezas por semilla (Arrieta y Mezquida, 1996; Cujdartinez, 2001). En este ultimo caso la
maleza no interfiere con el cultivo pero es respbie de la resiembra de las malezas del
préximo afio; en este criterio de manejo, el céntaodio tiene sentido para las malezas
clasificadas comdransitorias,con dependencia de la semillazon del afio ant@Riaygras). La
implementacion de esta estrategia de control deezaal en la rotacion de cultivos es la
responsable de las aplicaciones tardias de glifgsakplican el nimero de aplicaciones y dosis
excesivas para el cultivo de soja que no se icetif ni por el enmalezamiento ni por el
incremento de rendimient@&sta estrategia es la mas utilizada a nivel degdosductores del

pais.

Bohm et al., (2008) detectaron que las aplicaciones de glifosst post-emergencia, en el
control de malezas durante el cultivo de soja gé@niga en un suelo Planosol de Brasil, resultd
en residuos de la molécula en los granos, solargasellimite maximo de residugiMR)
permitido por la legislacion brasilera, asi comomk&n la presencia de &cido
aminometilfosforico (AMPA), principal metabolitte degradacién del glifosato, en granos y en
el suelo. La recomendacion técnica prescrita eagéétro comercial que contiene glifosato para
la aplicacién post emergente en soja RR, es d&,3 ha® (480 a 2400 g de ingrediente activo
ha') dependiendo de la marca comercial del produdttieBpo de espera que corresponde a
los dias entre la Gltima aplicacion del productcsteala cosechgpara la utilizacion del glifosato
es de 56 dias. Respetadas las dosis de aplicac&drtigmpo de espera, supuestamente, los
limites de residuos en el grano seran mantenidosdpbajo del rango establecido por la
legislacion vigente que es d8 mg.kg El LMR de glifosatopara la soja RR, se define camo
“la concentracion maxima autorizada del residuoutepesticida en el interior y en la superficie
de los alimentos”Es de resaltar que hasta el afio 1994, el limitamwge glifosato permitido
en los granos era de 0,2 mgky a partir de ese momento, se aumé&ttdeceese limite para

la soja RR pasando a 10 mgk@NVISA, 2007).



En este experimento se realizé un tratamiento deaplicacion de 960 g ia ha los 28 dias de

la siembra de la soja RR y otro tratamiento deajisaciones de 960 g iaha los 28 dias y a
los 56 dias de la siembra del cultivo, encontréad@®smg kg y 36 mg k' de glifosato en los
granos respectivamente. Los tenores de glifosatecidelos en los granos por BOHa al.,
(2008) son superiores a los tenores maximos pelwsitpor la legislacion vigente, asi como
superiores a los detectados previamente por Detkdt, (2003), a pesar que las dosis utilizadas
por estos Ultimos autores hayan sido mayores. dasas probables de esas diferencias aun no
son conocidas, pero es probable que la metabdlizade la molécula en la planta sea
dependiente, ademas del genotipo, de las condgeategfoclimaticas durante el cultivo, como es
citado por REDDY et al, (2004). Al monitorear las concentraciones de AyIRel
comportamiento fue similar, o sea, en la sojadi@tana vez con glifosato, el residuo fue de 9mg
kg-1y en las parcelas tratadas dos veces, sdaleted2mg kg-1.Este hecho explica claramente
que lacantidad de residuos en grano se incrementa comielero de aplicaciones

Estudios realizados por Arregat al., (2004) en Santa Fe (Argentina) sobre la preseteia
glifosato y AMPA en la soja transgénica, mostragae las hojas y los tallos acumularon 1,9 a
4,4 mg/kg respectivamente y en los granos de 0,8 ang kg Las mayores concentraciones
fueron detectadas cuando el glifosato fue aplicaattas veces durante el ciclo del cultiwp
cuando los tratamienta® aproximaron a la floraciarLos residuos de AMPA también fueron
detectados en hojas y en granos, indicando Ialtrgacion y metabolismo del herbicida en la
totalidad de la planta. El presente estudio demogtre los residuos de glifosato y AMPA

existen en la soja transgénica.

1.2.- Impacto de los herbicidas en los microorgasiinos del suelo

El uso de pesticidas se viene cuestionando cadangszen los Ultimos afios, con aspectos que
incluyen la potencial acumulacion de residuos esuelo debido a repetidas aplicaciones en el
cultivo y los efectos negativos sobre los microargmos del suelo, con consecuencias adversas

en la fertilidad del suelo en el largo plazo (Brlmwiet al, 1996).

Los microorganismos son de extrema importanciaogerptocesos biogeoquimicos del suelo, a

pesar de ocupar menos del 1% de su volumen.



La microbiota del suelo es responsable de la ej@aycel control de funciones esenciales como
la descomposicion de la materia organica, produncg@humus, reciclaje de nutrientes, flujo de
energia, fijacion de nitrogeno atmosférico, solahdion de nutrientes esenciales, como el
fésforo, produccion de compuestos complejos quesaaula agregacion del suelo,
descomposicion de xenobioticos y también contrldigico de plagas y enfermedades (Moreira
y Siquiera, 2002).

La cantidad y la diversidad de los microorganismelssuelo son extremadamente importantes
en los procesos metabdlicos del suelo, debido aafpetan la descomposicion de la materia
organica contribuyendo a la fertilidad del sueloofBilow et al, 1996; Andreat al, 2000). La
preservacion de la integridad de la capacidad rmaktabde la microbiota se considera un

requerimiento fundamental para el mantenimientaaalidad del suelo (Aleét al, 1995).

En tal sentido estd comprobado que las practicanaieejo asociadas a la intensificacion de la
agricultura (Gilleret al, 1997) y en particular, las asociadas al uso géguas (Wairwright,
1998; Moorman, 1989; Wardkt al, 1991) pueden alterar intensamente la funciondlak la
microbiota, por la influencia tanto en la cantidano en la actividad de los microorganismos

del suelo.

La biota del suelo comprende aquella que es beéosdigpara la agricultura y a los organismos
patogenos causantes de diversas enfermedadeseagt@naf productividad. La relacion entre
biodiversidad y funcionamiento del ecosistema panmec ser lineal, aunque la hipoétesis de
“seguridad” planteada por Loreau y Yachi (1999)giste que una althiodiversidadconfiere
mayor seguridad contra el mal funcionamiento desistema bajo estrés o perturbacion. De esta
hipotesis se desprende que si la biodiversidadsdelo le confiere resistencia y resiliencia,
entonces también esta relacionada con el uso mtcide recursos naturales como el agua y

nutrientes (Brussaaet al, 2007).

Las comunidades biolégicas suelen contener pogasies con muchos individuos y numerosas
especies con pocos individuos. Generalmente largidlsed disminuye cuando unas pocas
poblaciones alcanzan densidades altas, los nunmsesados indican que una poblacion
individual ha superado con éxito la competenciaayldgrado dominar en la comunidad. La
diversidad de especies de una comunidad permitevgn@edad de respuestas en un ecosistema
dindmico. Generalmente, la diversidad microbiamalgunos habitats como el suelo y el agua
es alta, en cambio en condiciones de estrés o ousmgroducen perturbaciones la diversidad es
muy baja (Atlas y Bartha, 2002).



Mientras el uso intensivo de herbicidas pueden aragkectos adversos en la microbiota del
suelo (Araujoet al., 2003), los microorganismos exiben en general uaa gdaptabilidad en

respuesta al impacto causado por los xenobidtipeses evidenciada por el restablecimiento de
la actividad metabdlica. Los mecanismos por loslesu@sto puede suceder, involucran el
reemplazamiento de especies sensibles por ot@smntds o por una rapida recolonizacion del

ambiente luego de la aplicacién del pesticida (Hyib999).

El estudio de las comunidades microbianas ha switatio, ya que solo se conoce una pequefia
fraccion de los microorganismos utilizando las rdetogias convencionales de microbiologia,
gue implican el aislamiento y desarrollo de un pwcganismo en un medio de cultivo en el
laboratorio. Se desconocen las condiciones densreio para muchas bacterias y se estima que
en muestras ambientales el 90-99 % de los micraages no son cultivables (Rosad al,
1997).

Los avances metodolégicos en ecologia microbianar@ementado el conocimiento sobre la
composicion de las comunidades microbianas debsuebn ello el entendimiento de la relacion
entre composicion de las comunidades y los procdsbsuelo. Muchos de estos métodos
extraen componentes celulares de los microorgasisdi@ctamente del suelo y permiten
identificar y detectar poblaciones microbianas recesidad de aislar o cultivar. Ejemplos de

estos métodos son aquellos basados en la extraceaiddisis directo de los acidos nucleicos.

Los avances mas importantes de los ultimos afi@c@ogia microbiana para la deteccion y el
estudio de la diversidad se deben a la aplicadgtécnicas moleculares basadas en los acidos
nucleicos (Rossello-Mora y Amann, 2001). Para tidés de la diversidad es necesario contar
con un marcador molecular y el mas utilizado ha sidgen del 16S rDNA (Woest al, 1987).
Los métodos utilizados estan principalmente basaglosla amplificacion por PCR de
biomarcadores como el gen del 16S rDNA u otros gesspecificos que definen grupos
bacterianos y la posterior resolucion de amplicotkessimilar tamafo, pero que difieren en
secuencia. Estas diferencias en la secuencia tentatbos mediante técnicas como el DGGE
(denaturing gradient gel electrophoresigMuyzer et al., 1993) o su equivalente TGGE
(temperature gradient gel electrophorgs{Muyzer et al.,1998) y mas recientemente T-RFLP
(Terminal Restriction Fragment Length Polymorphiginiu et al., 1997). Estos procedimientos
permiten acceder a la comunidad total y evaluacéwsbios en su diversidad genética frente a
perturbaciones ambientales o cambios en la esteuctumunitaria en el tiempo.



El uso de herbicidas es un factor importante eaglécultura actual, constituyendo una préactica
esencial y generalizada. Por esta razon, el cod&aohalezas constituye uno de los principales
factores antropogénicos con potencialidad de alteramicrobiota de los suelos agricolas

(Sannino y Gianfreda, 2001).

Los resultados de los experimentos desarrolladdasefitimas décadas en esta tematica sefialan
una amplia variabilidad de los efectos de los leaths en los microorganismos del suelo, tanto
en la naturaleza como en la magnitud, en funciéncipalmente, del herbicida y de las dosis
utilizadas (Wardle y Parkinson, 1990).

Por otro lado, el proceso bioquimico del sueloratte por la accion del herbicida puede ser
fundamental en la determinacion de la productividadun cultivo o sistemas de cultivos en

particular, independiente del potencial de recupéneposterior (Wardlet al.,1994).

La importancia de la actividad microbiana en elidlage de la materia organica y en la
regulacion del pool de nutrientes, sugiere quesfestos del estrésobre la microbiota del suelo
estan fuertemente relacionados con los efectod eultevo, en la vegetacion natural y en la
productividad del ecosistema (Killham, 1985). Bbuepetido de herbicidas del mismo grupo
quimico por extensos periodos, sin considerar hisnialos requeridos para la debida
recuperacion de la funcionalidad de la microbiahsiielo, puede desencadenar alteraciones de
dificil reversibilidad (Wardlest al.,1994).

La actividad de los microorganismos en los suedda @rincipal determinante de la degradacion
de los herbicidas. De la misma depende basicanante la tasa como el grado en que los
herbicidas son degradados. Un aspecto adicionaingertancia en la determinacion de los
impactos es la consideracion de la reversibilidada$ efectos de los pesticidas en el suelo
(Fernandez, 2007).

Domschet al., (1983), citados por Moreira y Siquiera (2002),laaaon un total de 48 estudios
publicados para determinar el tiempo necesario gaeala comunidad microbiana se recupere
del estrés provocado por los pesticidas. Sefalgum en 30 casos analizados hubo una
recuperacion en menos de 30 dias y que solamentigsezasos fueron necesarios mas de 60 dias
para la recuperacion del nivel original. Concluyeque en general, los efectos de los pesticidas
sobre la biota son de corta duracion.



En condiciones reales, los efectos sobre la miotalpresentan gran variabilidad en funcién de
la naturaleza quimica del herbicida, la dosis, mimeg forma de aplicacion, tipo de suelo,
cultivo establecido y manejos culturales, pudiealtierar fuertemente las respuestas (Fernandez,
2007).

1.2.1.- Parametros biologicos utilizados para ldeterminacion de los efectos

sobre los microorganismos del suelo

Resulta de sumo interés contar con parametroédinls que puedan ser empleados en forma
rapida y sencilla y que evidencien cambios en lussistemas, inducidos por efecto clima,
practicas de manejo, polucion, rotaciones de @stiy que a su vez se correlacionen con las
caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, c@ncontenido de carbono total, nitrogeno,
fésforo, fracciones huamicas, estabilidad de agregay microporosidad. En general, los
parametros fisicos y fisico-quimicos son pocadzatilos porque se alteran solamente cuando el

suelo experimenta cambios drasticos.

Por el contrario, los parametros biologicos y biagjoos son sensibles a leves modificaciones
gue el suelo puede sufrir en presencia de algimagiegradativo (Filip, 2002; Nannipieti al.,
2003; Raiesi, 2006). En tal sentido, los microoirgiaos son potencialmente buenos indicadores
por responder a practicas de manejo de suelos rtws queriodos de tiempo (meses, afos) y
faciles de evaluar. Por ejemplo, cambios en biomaiseobiana, o en la abundancia de grupos
funcionales de microorganismos (hongos micorriticogroorganismos celuloliticos) pueden
ser detectados antes de evidenciar cambios enté&iaarganica del suelo u otras propiedades

fisicas y quimicas del mismos (Sparling, 1992).

El suelo es un medio heterogéneo debido a la vhdadb en sus constituyentes fisicos,
quimicos y bioldgicos. Las caracteristicas fisiodntjcas del suelo generan microhabitats en los
gue se pueden desarrollar complejas poblacioneladterias, siendo la variabilidad en los
factores microbiol6gicos mayor que la variabilidgadlos parametros fisicos y quimicos (Rovery
y Kaiser, 1999). Se ha encontrado una enorme \vialedh espacial (horizontal y vertical en
suelos agricolas) y temporal (estacional) para th&erentes parametros microbiolégicos del
suelo que incluyen el tamafio de la biomasa (Fetrat, 2003a; Stenrodt al, 2006), actividad
biologica total (Fiereet al, 2003b, Stenrodt al, 2006), la estructura de la comunidad (Fieter
al., 2003a) y la actividad degradativa de los pesigid

10



Estas propiedades han mostrado ser intensamenggngolas por las variables ambientales:
temperatura, humedad del suelo y la disponibilidbd sustrato (Fiereret al, 2003a)

ocasionando temporalmente, nichos dentro del miafisuelo.

Segun Webeet al., (1993) la humedad del suelo y la temperatura afedirectamente varios
procesos bioldgicos, incluyendo el metabolismoadpldnta y la degradacion microbiana, y por

lo tanto influyen en la biodisponibilidad y persistia de los quimicos.

Generalmente, las propiedades bioquimicas relad&maon los ciclos biogeoquimicos de los
elementos (C, N, P y S) son utilizados para didigasla calidad del suelo. Estas propiedades
incluyen parametros bioquimicos generalgbiomasa microbiana, respiracion del suelo,
actividad deshidrogenasa, mineralizacion potend&l N, capacidad hidrolitica de FDA) y
parametros bioquimicos especificfla actividad de enzimas hidroliticas, como lafdtasa,

ureasa y B glucosidasa.

Los mayores problemas asociados al uso de las eglaghes bioquimicas del suelo como
indicadores de la calidad del suelo incluyen leafdevalores de referencidebido al alto grado

de variabilidad espacial y temporal.

Ademas existe una gran dificultad en compararvidsres obtenidos en un experimento con
aquellos de otro porque se obtienen, en generaldderentes protocolos experimentales (en
especial en el caso de actividades enzimaticad@pmo a qudéas muestras de suelo estuvieron
sujetas a diferentes tratamientos (colecta denlasstras, profundidad de muestreo, etc), antes
de ser analizadas (Gli-Sotretsal., 2005).

1.2.1.1.- Caracteristicas generales de los indiaa@s biologicos de la calidad del suelo

La biomasa microbianas definida como el componente bidtico de la meataganica del suelo
(Jenkinson y Ladd, 1981) pero excluye la microfaynkas raices. A pesar que la biomasa
microbiana generalmente abarca menos del 5% deteria organica del suelo (Dalal, 1998),
constituye uno de los componentes esenciales des ttmb ecosistemas terrestres; regula
procesos criticos como son, la descomposicion derrakgs organicos, reciclaje de nutrientes,
degradacion de compuestos organicos xenobidticwsovilizacion de metales pesados, asi
como contribuye a la formacion de los suelos y dstctamente relacionada con el contenido

total de materia organica (Nannipieri, 2003).
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La biomasa microbiana puede ser un indicador skendd los suelos por tener mayor tasa de
recambio que la materia organica total del suedakihson y Ladd, 1981). Debido a que pueden
ser detectados cambios significativos en la bionmgaiobiana mucho tiempo antes que se
perciban cambios en la materia organica del ssel@ropone su uso como indicador inicial de
las alteraciones previsibles por efectos de pr@stagricolas diversas como fertilizaciones o
aplicacién de pesticidas, entre ellos, los herbgifWardle y Parkinson, 1991; Kinney al,
2005).

La disminucion de la biomasa microbiana del suekede ser un buen indicador de la pérdida de
calidad del suelo, y a largo plazo, puede predecidencias en el contenido total de materia

organica (Powlsomet al, 1987).

Debido a que muchas bacterias pueden existir emafinactivas (Kelét al, 1998, citado por
Mijangos, et al, 2009), es importante utilizar medidas que comsitéa actividad biolégica en
las investigaciones, de modo que la se evalluddaamcia ecologica de los microorganismos y
no las células inactivas que no contribuyen eruetibnamiento del ecosistema. (Elisal,
2003, citado por Mijangost al.,2009).

Los efectos de los contaminantes pueden ser di#eatoasionando la muerte de los
microorganismos o disminuyendo el aprovechamiegt®ustrato, resultando en la disminucién

de la biomasa microbiana (Brookes, 1995).

Andrea y Pettinelli (2000) verificaron que, aundemporario, el efecto de los pesticidas puede
ser inhibiendo o estimulando la biomasa microbiatependiendo del tipo de suelo cuyas

propiedades producen un fuerte impacto sobre éad@asrecimiento de la biomasa.

Haneyet al., (2002), para evaluar los efectos del glifosato anrhicroorganismos del suelo,
seleccionaron la biomasa microbiana, la actividsspiratoria y la mineralizacion del N como
indicadores de la actividad microbiana debido aegies métodos son generalmente sensibles a
sustratos de baja relacion C/N, como la del giifo€C/N de 3:1).

La actividad respiratoria del suele®s un parametro adecuado para monitorear actesdad
degradativas (Anderson, 1982), pero su evaluacidedg presentar grandes fluctuaciones
dependiendo de la disponibilidad de sustratos,uladdad y la temperatura (Alvaret al.,
1997).
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Los organismos del suelo pueden responder muyad@dte a cambios en las condiciones de
éste, incluso luego de largos periodos de inaetilig su consideracion en forma individual
dificulta su interpretacion en términos de saluldsdelo (Brookes, 1995).

Alteraciones de la respiracion microbiana pueddiejae cambios en la materia organica del
suelo, cambios en el reciclaje de nutrientes, ingpae los factores del suelo asi como el
impacto de los xenobidticos introducidos en el@uebr lo tanto, al interpretar los resultados se
debe tener en consideracién también la posibledantlia de las propiedades del suelo (Hoffman,
2003).

Los estudios de los efectos de los polucionanteslosn suelos citan frecuentemente
disminuciones en la respiracién. Por lo tanto, neerpretacion de estos decrecimientos no
siempre es facil, en la medida que los niveles aerdspiracion reflejen también los
requerimientos energéticos de la microbiota. Lagiaede mantenimiento de las comunidades
microbianas se incrementa en respuesta al efectactleres antropogénicos o naturales y en

consecuencia, aumentan los requerimientos de daigefsi de energia (Killham, 1985).

Varios indicadores bioldgicos como la respiraciém,biomasa total, se correlacionan con
actividades enzimaticasdeshidrogenasas, proteasas, celulasas, fosfatas@sglucosidasas,
ureasas. Las enzimas presentes en el suelo soladoes y catalizadores de funciones
importantes que incluyen: i) descomposicion dedress organicos, ii) transformacion de la
materia organica nativa, iii) liberacion de nuttesinecesarios para el crecimiento de las plantas,
v) fijacion de N, vi) biorremediacion, vii) nitrificacion, viii) pélida de elementos como el C, N,

S y otros.

Las enzimas se presentan generalmente asociadatulascvivas (intracelulares) o como
enzimas extracelulares. Una dificultad inherentesalidio de las enzimas del suelo es que del
total de las encontradas, solamente una pequet@dinade éstas pudo ser extraida del mismo.
Como consecuencia los estudios se realizan midiandactividad directamente en los suelos.
Los ensayos se basan en el agregado de soluciéasttato de concentracién conocida a una
determinada cantidad de suelo que se incuba enctomes adecuadas de temperatura, pH,
potencial iGnico, etc. Se evallan actividades middes y no las reales que pueden ocumrir

Situ.
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A excepcion de unas pocas enzimas como las degbitieas, la mayor parte de las estudiadas
en los suelos abarcan una parte significativa dectevidad enzimatica extracelular, que son
excretadas en la matriz del suelo, o liberadas cooamsecuencia de la lisis celular o como
deshechos celulares. Estas pueden ser rapidanegrglddas, pero algunas son estabilizadas en
la matriz del suelo manteniendo su actividad datalio que puede dar lugar a problemas de

interpretacion debido a la falta de certeza entouasu origen (Boyd y Mortland, 1990).

Grandes cantidades del fosforo estan formando gartmmpuestos organicos en muchos suelos
y la mineralizacion de los mismos resulta de graeveeicia agricola y economica. Dichos
compuestos pueden constituir entre el 5 y 50%adel del fésforo y la asimilaciéon del mismo

por las plantas y los microorganismos es mediabipeal enzimas del suelo (Jennings, 1995).

En los ecosistemas agricolas, la limitante deofésks mucho més critica debido a que el
mismo es removido del sistema con la cosecha d@&la@l solamente una pequeia cantidad
retorna al suelo mediante el rastrojo y estiéesoimal. Como resultado existen comunmente
grandes deficiencias de fésforo cuando no se apfigentes de suplementacion al suelo. Dentro
de las hidrolasas, lactividad de la fosfatasa acida y alcalitea sido la mas frecuentemente
utilizada para estimar los cambios en la calidddsdelo debido al manejo o la presencia de
contaminante. Es un buen indice de la calidad t{idathde materia organica del suelo (Joreian
al., 1995).

Las enzimas hidroliticas del diacetato de fluorescegiRBA) constituyen un grupo de enzimas
de amplio espectro. Proveen un indicador gener#h @etividad hidrolitica del suelo llevada a
cabo por proteasas, lipasas y esterasas las quabsmlantes en el suelo; la capacidad de
hidrolizar el FDA es generalizada entre los hongtes bacterias. Por lo tanto, la cuantificacion
de la hidrdlisis refleja una buena estimacion dackavidad microbiana total (Silvet al, 2005).
Estas enzimas, por ser extracelulares, estan pdategeneralmente de la degradacion por la
adsorcion a las arcillas o sustancias humicas dag@o a su acumulacion en el suelo, pudiendo
no ser tan sensibles a como las asociadas a ldascélicrobianas (Nannipieri, 1994, citado por
Silva, 2005).

Resulta dificil escoger una 0 mas enzimas comocaddires. La enzima mas apropiada es
aquella que esta directamente asociada a la adiviticrobiana y es rapidamente inactivada

cuando la cuando la célula muere. (Nannipieri, 1994
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Muchos indices microbiolégicogjue relacionan parametros biolégicos con caratitassdel
suelo (Moscatellet al., Raiesi, 2007), como el cociente de mineralizadénhcarbono organico
(gM), coeficiente microbiologico (gqMic), las actilddes enziméticas relativas (actividad
enzimatica por unidad de carbono de la biomas&oagente metabdlico (qCH(Moscatelliet

al., 2005), son empleados también como indicadoresindises son en general, mas sensibles a
cambios en el suelo que los indicadores biolégititigados aisladamente (Alvaret al., 1997,
Nsabimanaet al.,2004). Como estos indices representan una prapoise evita el problema de
trabajar con valores absolutos y permite compaedos con diferentes contenidos de materia
organica (Wardle y Ghani, 1995).

El coeficiente microbiolégicee define como gMic y es el carbono de la bionmagaobiana
expresado como porcentaje del carbono total: (@¥aga microbiana/carbono organico) x100 y
refleja la contribucion potencial de la biomasa notitana al carbono organico del suelo,
también indica la disponibilidad del sustrato artasroorganismos del suelo o, por el contrario,
la fraccion de la materia organica recalcitranteekesuelo. Varios autores han sugerido que el
cociente entre el (C-biomasa/C organico) x 100 ddkacion entre la respiracion y la biomasa
(qCQO,) reflejan el balance entre la entrada y saliddeateria organica del suelo. En realidad
el gMic declina a medida que la cantidad de materia orgatigponible disminuye. (Anderson,
2003; Chaer y Totola, 2007).

El cociente metabolicgCQO,) mide la respiracion de la comunidad por unidadat®ono de la
biomasa y ha sido ampliamente usado. Es reconggid@resenta una valiosa aplicacion como
una medida relativa de cuan eficiente es la biomaseobiana del suelo utilizando fuentes de C

y el grado de limitacion de sustrato para los ntigganismos del suelo (Wardle y Ghani, 1995).

El cociente de mineralizacion del carboamyanico (M) mide la respiracién de la comunidad
por unidad de C organico del suelo y se expresaocq@-CQ/C-organico) x 100. La
descomposicion rapida de la materia organica miessable necesariamente porque la materia
organica estabilizada ejerce un importante rolasnchracteristicas fisicas y quimicas del suelo.
Por otro lado, la degradacién de los residuos @cgares una caracteristica deseable debido a
que los nutrientes se van liberando a medida qupldata los requiere (Dommergues y
Mangenot, 1970).
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1.3.- Caracteristicas generales del glifosato

El glifosato es un derivado del aminoacido glicioan acido fosforico unido al radical amino. El
glifosato en si mismo es un &cido pero comunmesteutdizado en forma de sal, mas
comunmente como sal de isopropilamina. Las sales utihzadas son la isopropilamina de
glifosato e isopropilamina de N-(fosfonometil) gha (Martino, 1995)(Fig.1).

O
I
COOH--CH »--NH—CH —P—OH

OH

Glifosato

Figura 1- Estructura quimica del glifosato (Martino, 1995).

Se comercializa principalmente con el nombre de RDUP, el que contiene 36% de
equivalente acido y 48% de equivalente sal (Mastir895). Dado que no es capaz de atravesar
las cuticulas foliares y membranas celulares hidhiohs de las malezas, las formulaciones
comerciales contienen un agente surfactante, qudaag superar dichas barreras (Martino,
1995; Franzt al, 1997). Varias investigaciones sugieren que leste$ toxicos vinculados con

el ROUNDUP no provienen de su componente activoglébsato, sino de uno de sus
surfactantes: polioxietil- amin@OEA) (Burgeret al.,2004).

Estudios recientes han demostrado que el POEAtemmeadamente téxico para los organismos
acuaticos. Dicho surfactante es un disruptor ragpio de las membranas de los organismos
acuaticos. ElI POEA inhibi6 el crecimiento del manvetebraddaphnia magng puede causar
similares efectos en otros organismos acuaticaud@h y Smith, 2007). Las concentraciones de
glifosato utilizadas en la agricultura pueden causanbios en los parametros metabdlicos y
enzimaticos de los peces, como es la inhibiciola @eetilcolinesterasa (AChE), la peroxidaciéon
de los lipidos y el catabolismo de la proteina.ekaluacién de dichos parametros pueden ser
utilizados para monitorear la toxicidad del glifiséRoundup) en el bagre plateado (Gluseac
al., 2007).

En un estudio realizado por Tsui y Chu (2003), iseostro que el orden de toxicidad de las
sustancias quimicas en ambientes acuaticos pardaegrias, microalgas, protozoarios y

crustaceos fue: POEA >Roundup > glifosato acidsopiiopilamina (IPA) de glifosato.

16



1.3.1.- Mecanismos de accion

Es un herbicida post-emergente, sistémico, de aneglpectro con una alta actividad sobre casi
todas las malezas (anuales, perennes, mono o leildrteas), siendo solamente resistentes
aquellas variedades modificadas genéticamente (\W9@4; Martino, 1995; Rodriguex al,
1995; Araujoet al, 2003).

El caracter sistémico del glifosato permite qupretucto, luego de ser absorbido por el follaje,
se trasloque a través de los tallos y raices dalagpentera. Este herbicida es particularmente
efectivo porque la mayoria de las plantas lo mdizdoo muy lentamente o no lo degradan lo que
explica su accion no-selectiva. Finalmente el lodathise acumula preferentemente en los tejidos
metabolicamente activos como son los tejidos negnidticos. Sin embargo, se han detectado
residuos de glifosato y AMPA en cultivos celuladessoja, en plantas y frutos de frutilla y de
arboles forestales. En las plantas susceptiblégrblcida no es ni degradado ni metabolizado en
un grado significativo (Pratt al, 2003).

El glifosato se distribuye en los vegetales a sal@una translocacion simplastica, utilizando la
via de la fotosintesis, particularmente util par@an érganos subterraneos de plantas perennes
gue tienden a prosperar en pasturas y sistemagramilura conservacionista. El sistema
simplasto constituye el protoplasma a lo largo a@lanta, incluyendo el citoplasma de cada
célula, la plasmadesmata y el floema; consideréalgmrte viva de la planta (Robeat al,
1998).

Los herbicidas méviles por simplasto, que son didos por las hojas, se mueven junto con los
fotosintatos por la misma via, llegando a las migeotros 6rganos de reserva donde se
acumulan. Por lo tanto, las condiciones que aseglar actividad fotosintética (temperatura,

humedad, luz) promoveran la translocacion del ggifo. Por ello actia mas eficazmente sobre
las plantas en activo crecimiento que no hayan sioeetidas a ningun tipo de estrés (Martino,
1995).

El glifosato es el Unico herbicida que actta irgribdio la enzima 3-enolpiruvil-siquimato-5-
fosfato sintetasa (EPSPS), localizada en el clastp] perteneciente a la ruta del acido
siguimico (siquimato) (Della Cioppet al, 1986) lo que produce elevadas acumulaciones de
acido siquimico y sus derivados. Reddy y colabaexi(2008) detectaron mayores tenores de

acido siquimico acumulado en soja no resistentgifakato que en soja resistente al glifosato.
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El 4&cido siquimico es un biomarcador fisiologicmssble muy utilizado para la toxicidad del

glifosato (Peterseet al, 2007).

La inhibicién de la enzima EPSPS, impide la sistdel acido corismico (corismato) el cual se
requiere para la biosintesis de los aminoacidawnatioos (fenilalanina, tirosina y triptéfano). La
soja transgénica fue creada por una integraci@lestle un transgen dgrobacterium spjpjue
codifica la EPSPS resistentmanteniendo de esta manera niveles normales deoaaciios
aromaticos.Cabe resaltar que la ruta del acido siquimico eprorneso que solo ocurre en
plantas, bacterias y hongosg existe en animales, por lo que la toxicidad agerdanimales es
baja (Busset al, 2001). Dicha via es ubicuista en los microorgaons (Bentley, 1990), varios

de los cuales juegan roles importantes en el delms nutrientes (Robest al, 1998).

Estos aminoacidos esenciales son utilizados pastntesis de proteinas y de algunos productos
secundarios como son: promotores e inhibidoresctEtimiento, compuestos fendlicos y
lignina (Franzet al, 1997). Por ejemplo, la fenilalanina es un conogidecursor de varios
compuestos involucrados en la resistencia a entiadss, como son la lignina, los flavonoides,
coumarinas, taninos y fitoalexinas (Coggins, 1988halet al.,1984)(Fig.2).
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Su lento modo de accién permite el movimiento d&bitida dentro de la planta antes que
aparezcan los sintomas (Vencill, 2002) dquneluyen el amarillamiento de los meristemas,
necrosis y muerte en dias o semanas (Borjestsaly 2000).

A pesar que la soja transgénica es resistentéfasafo, la aplicacion del glifosato a la soja RR
puede resultar en dafos bajo ciertas condiciorms ciertas formulaciones. El glifosato puede
disminuir el contenido de clorofila, el crecimierde la planta, la biomasa de los nddulos, el
contenido de leg-hemoglobina, la fijacion biologdel N, y la acumulacion en la soja RR. Los

sintomas visibles de los dafios durante el tratamieon glifosato incluyen manchas foliares,

necrosis y clorosis. Estos sintomas se desarr@iarhoras o dias luego del tratamiento con
glifosato y con el tiempo la soja RR se recuperadd#io. Las manchas y necrosis pueden
deberse a las sales, surfactantes y otros ingtediethe las formulaciones del glifosato

(Borjessoret al, 2000).

Estudios realizados previamente reportaron efqmgsidiciales de las aplicaciones de glifosato
en el status de micronutrientes y en particuldaenutricién del Mn cuando el glifosato en dosis
sub-letales, tomé contacto con las plantas no-blantravés de la contaminacion debido a la
deriva (Ekeret al, 2006), via rizésfera transferido desde las naal@bjetivo (Neumanet al,
2006), o incluso en soja transgénica (Jolley y &@an2004). Como los micronutrientes como el
Mn y el Zn son importantes cofactores fisiologi@asa los mecanismos de resistencia de las
plantas a las enfermedades (Thompson y Huber, 2@0€&fecto del glifosato en el status de
micronutrientes puede estar asociado a mayor gtilsiidad de las plantas a las enfermedades
(ej. Fusarium, Corynespora, Rhizoctonia, Gaeumannomyaesmatodos patdogenos) (Hulestr

al., 2005, Fernandezt al, 2005).

Existe escasa informacién acerca de la degradalbmglifosato a AMPA en las plantas. Se
presume que el glifosato puede ser metabolizadtepgslantas mediante dos rutas metabdlicas
similares a aquellas presentes en los microorgasistdna involucra la ruptura oxidativa del
enlace C-N para producir AMPA y el otro, la ruptded enlace C-P por la liasa C-P para generar
sarcosina. Este metabolito AMPA es fitotoxico agoegue es considerablemente menos activo
que el glifosato. La magnitud del dafio producidol@ soja RR tratada con glifosato esta
fuertemente relacionada a los niveles de AMPA falmsaen la planta. Bajo condiciones de
campo, el grado de produccién de AMPA depende dinsis de glifosato, el genotipo y las
condiciones edafoclimaticas (Krishegal., 2004).
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1.3.2.- Comportamiento y persistencia del glifosaten el suelo.

A pesar que el glifosato no esta recomendado paplicacion directa en el suelo, una cantidad
significativa puede enriquecer al mismo a travésvaiéos mecanismos. Durante la estacion
temprana del crecimiento del cultivo, por aplioaes foliares de pre-emergencia (Haaewl,

2000), lavado foliar del herbicida y/o de sus rmelifos de degradacion, contaminacion
indirecta de la deriva del producto (Ellis y Gnffi2002), exudacion radicular o muerte y

descomposicion de los residuos de las plantasigmi@ aitinenget al.,2007).

Los impactos del glifosato en los organismos nmddaparecen ser insignificantes porque el
glifosato es rapidamente adsorbido a las particdédssuelo donde su actividad es limitada,
mientras que el glifosato libre es rapidamente altaplo por los microorganismos (Dong —Mei
et al, 2004; Glass, 1987; Geist al, 2000). Inicialmente los procesos de alta enedgia
retencién explican su inactivacion (Piccolet al, 1994) y la degradacién por los
microorganismos del suelo fue considerada una formportante de reduccion (Araug al.,
2003).

Este hecho practicamente eliminaria el riesgoalprésencia de residuos que puedan afectar las
siembras posteriores y la penetracion por las saledos cultivos ya establecidos con las dosis
recomendadas por la etiqueta. Sin embargo, suvaa@n parece no ser permanente debido a
que su actividad residual fue capaz de produciosi@in algunas especies de plantas (Salazar y
Appleby, 1982). Uno de los principales problemas Ies residuos remanentes de herbicidas y
en particular luego de veranos secos, debido dagdegradacion de los pesticidas es mas lenta
en éstas condiciones pudiendo llegar a represantariesgo de fitotoxicidad para los cultivos
siguientes (Bromilowet al, 1996). En situaciones de contaminacion de glitoger fuentes
puntuales, derrames o repetidas aplicaciones, stlitago puede ser una acumulacién del
herbicida en el horizonte superior a concentrac@ubletales de glifosato para las raices de los
cultivos (Eberbach, 1998). Ademas, varios investiges afirman que el glifosato puede ser
facilmente desorbido en algunas clases de subaldose de las particulas y movilizandose en
el mismo. En un suelo europeo, el 80% del glimsaticionado se liberd en un periodo de dos
horas (Piccol@t al, 1994).

El glifosato puede ser translocado desde los t®jidlbares hacia las raices y exudarse hacia el
suelo (Coupland y Caseley, 1979). Diversos autoaesobservado la exudacion del glifosato en

cultivos celulares (Hetheringtaat al.,1998).
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También en experimentos en los cuales este hesbésdaplicado en las hojas, sus efectos han
sido observados en las plantas adyacentes que d@mpla misma zona radical (Coupland y
Lutman, 1982).

Resultados semejantes fueron observados por Latdal (1964) que verificaron que algunas
plantas son capaces de exudar en el suelo sustaptieadas via parte aérea. Se cree que esos
compuestos exudados por las plantas al suelo pu=sdesar efectos en la microbiota de este,
provocando un mayor impacto en el ambiente aqubllagpos que liberan una mayor cantidad
de compuestos. Segun Vargdsal., (2005), una especie de maleza puede adquiriteasia a

los herbicidas por diversos mecanismos: absorcidramslocacion diferencial, metabolismo
diferencial, alteracién en la enzima objetivo, canientalizacién o secuestro y por presentar
mayor capacidad de exudacién del compuesto haeialgiente.

Los residuos de glifosato que provienen de las zaalératadas representan pool adicional
potencial de acumulacién y estabilizacion del hedai en los suelos. Como en varias especies
de plantas el glifosato no se metaboliza faciimam@ considerable cantidad de residuos puede
acumularse particularmente en los tejidos jovdReidy et al, 2004). Sin embargo en el
pasado practicamente no se ha investigado soleseho del glifosato unido a los residuos de
las plantas. Estudios con soja y trigo sugiereeniace inespecifico y no-covalente del glifosato
con el almidén y los componentes de las paredesdaces (Komobaet al, 1992). La unién
entre el glifosato y los rastrojos del cultivo earocadamente menor que con el suelo (Accinelli,
et al, 2005), lo que incrementa los riesgos ambiesitplatenciales como el escurrimiento

superficial del herbicida hacia los cursos de dgealdyet al, 2004).

Tsehayeet al, (2009) reportaron que existen resultados coittiaibs en la literatura con
respecto a la biodisponibilidad de los residuogtifisato en los suelos y los riegos potenciales
de intoxicaciéon en organismos no-blanco. La ingesiibn llevada a cabo por dichos autores
tuvo como objetivo evaluar si los residuos de ghto presentes en las malezas tratadas (rye
grass perennd,olium perenne 1) o las aplicaciones directas de glifosato al guptoducen
riesgos de intoxicacion en plantulas de giradelianthus annuus.). como cultivo siguiente. El
experimento se realizo bajo condiciones de invearmén dos tipos de suelo con propiedades
contrastantes. Ademas se considero el rol de diesegeriodos de tiempo entre la aplicacion de
glifosato al rye grass y el cultivo de girasol. &nbos suelos, el crecimiento de las plantulas de
girasol y la produccién de biomasa fueron fuertemeanados por los tratamientos pre-siembra

en las variantes con 0 dia de espera y se recdpat® de un tiempo de 7 a 21 dias.
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Generalmente, los efectos perjudiciales fueron présunciados luego de la aplicacion de
glifosato a las malezas (90% de reduccion en lmésa) comparado con la aplicacion directa al
suelo (55-70% de reduccion en la biomasa) condierde espera.

Contrariamente al manejo del glifosato recomendadolos tratamientos pre-siembra, que
permite frecuentemente la aplicacion del herbigndduso hasta los primeros dias luego de la
siembra (Monsanto, informacion del producto Rounditpamax), los resultados de este estudio
resaltan la importancia delti€mpo de espetatiempo entre la aplicacion de glifosato en la
maleza y la siembra del cultivo posterior), pardiag\o minimizar los efectos perjudiciales en el
cultivo siguiente. El analisis de la acumulaciotrdcelular de shikimato o del status de
micronutrientes revelan el riesgo de los efectogctd inducidos por los tratamientos pre-
siembra del glifosato, que se incrementa con laidiscion del tiempo de espera y puede
persistir por encima de 3 semanas, incluso cuaa@mdle visualizarse claramente los efectos en

el crecimiento de las plantulas y en el desarrollo

Doublet (2009), sostiene que los pesticidas puesninterceptados y absorbidos por las
malezas y/o los cultivos dando lugar a la presedeiaesiduos en las plantas que pueden
enriquecer el suelo durante el ciclo del cultivtuego de la cosecha. La mineralizacion es el
principal mecanismo de disipacion del herbicidéoghto en el suelo. Sin embargo, existe escasa
informacion sobre los procesos de mineralizaciorelerstrato formado por los rastrojos en
sistemas de no laboreo. Dicho autor observé quebkorcion del herbicida en la colza
(leguminosa) retrasd su posterior degradacion esuelo y la persistencia del glifosato fue
incrementada de dos a seis veces. La mineralizat@biglifosato contenido en el vegetal fue
menor que la mineralizacion del herbicida presesmne el suelo. El principal metabolito
acumulado en las hojas fue AMPA. La mineralizadéhglifosato estuvo afectada por el 6rgano
de la planta en el cual el herbicida fue incorporatéterminando la disponibilidad del herbicida
y su biodegradacion. Estas modificaciones del bieldien el suelo debido a la intercepcion por

las plantas deben ser consideradas en las evaleadie los riesgos ambientales.

Rampoldi,et al., (2008) sefialan que la siembra directa introduceamponente extra en el
analisis de la performance del glifosato que gedaencia de los rastrojos sobre el suelo, donde
el glifosato puede permanecer por periodos deptevariables. La investigacion fue realizada
en el Laboratorio de Suelo del Instituto Nacionalld Investigacion Agronémica, en Francia
(2008). Para evaluar el efecto de la edad de kdues del cultivo, fueron colectadas muestras
de soja inmediatamente luego de la cosecha (Sgj@ heses después (Soja 2). Los residuos de

maiz fueron colectados tres meses luego de laltasec
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Se observo que la tasa de mineralizacion del glitoen los rastrojos de soja y maiz dependia
del tipo, la edad de los rastrojos y de la tempemaexistente durante su degradaciéon. La
mineralizacion media del glifosato en el rastrogosthja luego de 56 dias de incubacién a 15y
28°C fue de 3,9% y 9,9% respectivamente dglaplicado inicialmente. En los rastrojos del
cultivo de maiz, los porcentajes fueron 2,0 y 3,8045 y 28°C respectivamente. La mayor
mineralizacion del glifosato fue detectada en ogs$r jovenes de soja (menor relaciéon C/N),
sugiriendo que las aplicaciones en los rastrojos viggos pueden incrementar la persistencia del
glifosato en sistemas de no laboreo. Los resultadmstraron que la mineralizacion del glifosato
estuvo afectada por la temperatura de incubacjior gl tipo y edad de los residuos del cultivo.
Una evolucion similar fue detectada en la actidaicrobiana total. Fue corroborada la
naturaleza de la mineralizacion del glifosato pometabolismo y se observd una relacién

inversa entre la C/N de los rastrojok mineralizacion del glifosato.

Accinelli et al, (2005) observaron que el glifosato es ampliametitizado como un herbicida
en pre-plantacion en una gran cantidad de culti@ishos sistemas presentan cantidades
significantes de residuos de cultivos sobre elosyetonsecuentemente el glifosato es aplicado a
la matriz del suelo en presencia de una elevaddidedn de rastrojos parcialmente
descompuestos. La incorporacion de los rastrojbsudvo de maiz en un rango de 0,5 a 4%
causo diferentes efectos en la mineralizacion gdsorcion del glifosato en suelos arenosos y
suelos arenoso-francos. Mas especificamente, baijedes de rastrojos incorporados no
producen efectos o estimulan levemente la mine@tn del herbicida en estos dos suelos,
respectivamente. La incorporacion de rastrojos dé& mesultan en la adicion de un sustrato
rapidamente metabolizable incrementando los preces® degradacion cometabdlica del
xenobiédtico. En el suelo arenoso, la incorporadénun 4% de de rastrojo de maiz causé un
decrecimiento en la mineralizacion del glifosat@siplemente por causa de una excesiva
alteracion de la relacion C/N. La adsorcion defogkto en ambos tipos de suelo se redujo en
muestras que recibieron elevadas cantidades d®joasstncorporados. Este hecho podria ser
explicado por la cobertura de los sitios de adéardel suelo por los rastrojos del maiz.

El glifosato es un herbicida bipolar, facilmentaizable en solucion acuosa y se comporta como
un acido débil (Martino, 1995; Pratet al., 2000). Los estudios realizados en relacion a la
interaccion del glifosato con los constituyentes sielo, indican que el herbicida se inactiva
rapidamente debido a su adsorcién al suelo y noa degradacion quimica o bioldgica

(Sprankleet al.,1975).
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Se han sugerido varios mecanismos de union, atstar@on de este herbicida, como ser enlaces
electrostaticos en medios extremadamente aciddsgbtial., 1988), puentes de hidrégeno con
las sustancias humicas (Picceloal., 1996) y especialmente, enlaces covalentes cobxides

de hierro y aluminio (Piccolet al.,1994; Pratat al, 2003)(Fig. 3).

Interaccion eledrostatica Fuerzas de Van der Waals

Puerts de
Hidrigeno

Figura 3- Esquema de los mecanismos (interaccion electicstduerzas de Van der Waals,
puentes de hidrogeno y enlace covalente) involosrash la adsorcion de glifosato en el suelo
(Prataet al, 2003).

Tsui y Chu (2008), investigaron el impacto del Rawm utilizado para el control de malezas en
la Reserva Natural de humedales subtropicales dePd@dgaHong Kong), en organismos no-
blanco. Dichos autores concluyeron que el glifogatéa columna de agua fue removido por tres
mecanismos: primeramente el glifosato fue rapidaengansportado por la corriente de agua,
detectandose grandes cantidades del herbicidaustiasyzonas que no recibieron aplicacion del
producto. En segundo lugar, el glifosato fue deggladen AMPA y/o otros metabolitos
intermediarios segun la disponibilidad de microaigaos especificos descomponedores. En
tercer lugar, el glifosato fue inmediatamente arados sedimentos presentes en el fondo de las
aguas luego de la aplicacion. La presencia de regtiduertemente quelatantes (ej. Cu y Fe)
pueden prolongar la vida media del herbicida eanmddiente debido a la formacion de complejos
metalicos con el herbicida los cuales reducen fiigivamente la disponibilidad del glifosato a
la descomposicion microbiana (Ttial, 2005). Este hecho resulta en un aumento dedfa vi
media del glifosato en el sistema. Ademas la vegetaacuatica retiene y libera glifosato luego

de un largo periodo de tiempo.
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Dichos autores encontraron que el glifosato se ocomdpcomo un herbicida efectivo en el

control de varios tipos de malezas acuaticas dRekerva Natural de de Mai Po, un humedal
subtropical de importancia internacional. Se reemuan otros estudios para le evaluacion de
los impactos subletales e indirectos de este dod&omalezas en este valioso ecosistema
incluyendo las especies no-blanco como son losiasfi(Relyea, 2005) debido a las altas
concentraciones (aunque transitorias) del glifoggt@osiblemente de POEA) detectadas en

algunas muestras de agua y sedimentos en el presstntlio.

La adsorcidon de los pesticidas en el suelo juegeolufundamental en su destino debido a que
este hecho condiciona su presencia en la soluabsuglo y por lo tanto su disponibilidad para
una posible degradacion microbiana y/o disipacibeleambiente. (Al Rabaj y Schiavon, 2005).
El glifosato es adsorbido fuertemente a las pdas$cdel suelo (Martino, 1995; Prat, al.,
2000). Una importante proporcion de investigaciatesarrollada en herbicidas viene utilizando,
de forma estandarizada, concentraciones del prodeict base a una incorporacion en los
primeros 15 cm del suelo para aquellos herbicid@tas a una fuerte adsorcion, los cuales la
incorporacion dificilmente ocurra méas alla de Ipsmeros milimetros del sueloLa
estandarizacion lleva emportantes subestimaciones de los posibles efamto® microbiota
(Haneyet al.,2000).

La adsorcién del glifosato por el suelo ha sidadiatla por primera vez por Spanideal,
(1975) que demostraron que el,@el glifosato se adsorbe mas facilmente en urosareillo-
limoso que en un suelo arcillo-arenoso. Las difie®rcaracteristicas fisico-quimicas de los
suelos juegan un rol esencial en la adsorcion elditida. En particular su pH y su tenor de Fe,
Al, Ca, BOs y materia organica (sobre todo en los suelos podmedxidos) (Maquedat al,
1998; Zhouet al, 2004). A pesar de su elevada solubilidad (10;9,da adsorcién del glifosato
es muy importante. Esta fuerte adsorcion se opose @egradacion que es esencialmente de
naturaleza biolégica y puede dar lugar a persigen®lativamente largas (Braja y Alfonso,
2005). Sin embargo, su persistencia depende ddslar@dén pero también de las condiciones
ambientales presentes (precipitaciones, temperatctigidad microbiana, etc).

Al Rabaj y Schiavon (2005), realizaron un estudibre la adsorcion del glifosato en 3 suelos
agricolas representativos de una region francesasuelo limo-arcilloso, pH: 6,3, un suelo

arcillo-limoso, pH: 7.9 y un suelo areno-limoso,:pbj1. Dichos autores encontraron que el
incremento del pH de los suelos provoca una fuedaccion de la adsorcion del glifosato. El
suelo con el pH mas elevado (7,9) present6 la madsorcion del glifosato a pesar de su alto

tenor de arcillas, materia organica, Ca y Fe.
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Ademas dicha adsorcion es mas débil que en los doe suelos. En relacion a los procesos de
desorcion del herbicida, el suelo con mayor pHeEsuna mas facil desorciéon que los demas
debido a la intervencion del Ca como puente cat@dnpredominante conduciendo a

interacciones de mas débil energia que aquellasiolais con Fe y Al.

Al-Rajab et al., (2008) evaluaron la adsorcion, desorcion y lavddoglifosato en tres suelos
imperturbados durante 11 meses. De este estud@gidsque el glifosato fue débilmente
desorbido, entre el 5y 24% del glifosato adsorlmitialmente. La adsorcion y la desorcion fue
pH dependiente. Aproximadamente el 70% del glifogaitial estuvo presente en la forma no-
extractable al inicio del experimento. Contrariateersolamente menos del 20% del glifosato
inicial estuvo presente en el suelo en la formaxtoactable luego de 11 meses. Este hecho
sugirié que los residuos no-extractables se caexort en disponibles y participaron en la

biodegradacion y el lavado.

Actualmente, varios autores sostienen que la naabeganica del suelo no se correlaciona con la
adsorcion del glifosato en los suelos debido algneisma compite con el glifosato por los sitios
de adsorcion en los minerales arcillosos y los d@xide Fe y Al que adsorben al glifosato
fuertemente (Gerrisset al., 1996). El grado de adsorcion del glifosato cos dastancias
hamicas puede ser variable segun la estructuracolale (propiedades quimicas y fisico-
guimicas) y del tamafio molecular. Sin embargo, illyecolaboradores (2009) encontraron que
80 dias luego de la aplicacion del glifosato, €%48el glifosato aplicado se asocié con las
fracciones de acidos fulvicos y humicos en el saeémoso, mientras que solamente un 10% con
los minerales arcillosos. Dichos autores concluyeque el glifosato es adsorbido a las
sustancias humicas del suelo pareciendo ser mdmdate desorbido que en el suelo con
oxidos de Fe y Al.

En una investigacién realizada por Yu y Zhou (2085 encontré que los posibles mecanismos
de adsorcion del glifosato con la superficie denkteria organica con cargas variables es la
formacion de grupos de union glifosato-metales.sTuaiones del glifosato muy peculiares:

amina-N, carboxilato-O y fosfonato-O, se combinarcesivamente con iones metalicos

divalentes y trivalentes (actuando como una coadddm de puente) mediante la cual la

adsorcion del herbicida es favorecida (Mc Bridi91)).

Segun Allettoet al, (2008), bajo condiciones de laboreo conservéti@anla variabilidad en la
degradacion de los herbicidas se debid principaienanla distribucion vertical de la materia

organica del suelo.
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Algunos estudios han mostrado que el laboreo ydfupdidad afectan las caracteristicas de la
materia organica y consecuentemente su reactividdd adsorcion del herbicida (Dingt, al,

2002). Bajo manejo conservacionista, la fracciors meactiva de la materia organica para la
adsorcion del herbicida fue localizada en la zamgesor del suelo y se debio a la elevada
fraccion de carbono alifatico, mientras que comrafundidad, la materia organica es menos

reactiva debido al alto grado de humificacién dalugar a una menor retencion del herbicida.

También, ha sido determinado que la adsorcién dipéeeal contenido y tipo de arcillas del suelo
(Glass, 1987; Mileset al, 1988; Schuette, 1998), del pH de la solucionladeomposicion
ionica de la superficie de la arcilla (McConretllal, 1985) y especialmente, de la concentracion
de glifosato en la solucion (Gerritset al, 1996). Segun Glass (1987), las arcillas
montmorillonita y la illita adsorben mas fuerteneet glifosato que la caolinita. Por tanto, la
persistencia del glifosato varia entre menos denaa hasta afios (Cox, 1995; Dinham, 1998;
Haneyet al, 1999), con una vida media entre 44 y 60 diaslfkaiet al, 1995). Smithet al.,
(1991) realizaron aplicaciones anuales de herlsciklé-D (durante 41 afios) y MCPA (durante
35 afos) en primavera en parcelas de trigo en elo siegro Chernozen en Canada encontraron
la tasa de degradacion determinada en ensayoda@tiario, fue incrementada en el suelo de
las parcelas que recibian herbicidas indicandxistescia de una adaptacion microbiologica y
ademas no registraron residuos de los herbiciad suelo medidos un afio y medio luego de

las aplicaciones.

Por otra parte, cabe resaltar que el grado de eenlelcglifosato es proporcional a la capacidad
del suelo de adsorber fosfato inorganico (Spraekhd., 1975; Hance, 1976; Glass, 1987; Prata,
et al.,2003), lo que sugiere la importancia de los eslaoalentes entre el grupo metilfosférico
y los metales (AF*, Fe®, Ca? y Mg ?") en los 6xidos del suelo. Prag al, (2003),
concluyeron que el glifosato compite con el fosfqror sitios de adsorcion especificos, pero esa
competencia se produce solamente cuando los nigeléssforo son muy elevados en el suelo,
lo que no se da en condiciones de campo en laudtgre. Dichos autores detectaron una mayor
desorcion del glifosato en presencia de elevadasas de fosforo en el suelo y un mayor pH.
Segun Simonseant al., (2008), las fertilizaciones fosfatadas incremerd@gmificativamente el
riesgo lavado de los residuos de glifosato y AMR&dk el suelo hacia los cuerpos de agua.
Prataet al, (2003), concluyeron que el glifosato compite ebfdsforo por sitios especificos de
adsorcion en el suelo, pero su competencia solasentuelve importante cuando los niveles de

fosforo presentan valores muy altos.
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1.3.2.1.- Degradacion microbiana del glifosato el suelo.

La descomposicion de los herbicidas ocurre a tral@procesos fotoquimicos, quimicos y
bioldgicos. Por otro lado, estudios de campo y @mdiciones de luz artificial indican que la
fotodegradaciondel glifosato en suelo es insignificante. La radiacultravioleta es el
componente activo en la descomposicion fotoquimicacurre en la atmdésfera, en la superficie
de las hojas y en la superficie del suelo. (CICOPE&T, 1998). Anexo 4).

Las transformaciones quimicas en el suelo inclyyenesos de hidrélisis y oxidacion. También
son posibles las reacciones con los radicalesslibe¢ glifosato puede presentar una lenta
degradacion quimica, pero no es el mecanismo pahde degradacion de este herbicida. Segun

algunos autores, el herbicida no experimenta hgisdjuimica (Torstensson, 1985).

La descomposicién bioldgica se considera generdémsomo el proceso mas importante en la
remocion de de la mayor parte de los herbicidaslggmicroorganismos (Fraret al, 1997,
Torstensson, 1985). El herbicida es inactivado gdégradado por los microorganismos del
suelo con tasas de degradacion relacionadas cawtilddad microbiana en el suelo y los
factores que afectan esta actividad (Eriksson, 19/& vida media del glifosato, depende
principalmente de la actividad microbiana y no te descomposicion quimica o
fotodescomposicion (Carlise and Trevors, 1988)bi8h el AMPA es también degradado en
suelo, su degradacion es generalmente mas lenta geéglifosato debido a que su adsorcién a
particulas de suelo posiblemente es mas fuertequel glifosato y/o por la menor posibilidad
de penetrar las paredes celulares o las membranass dnicroorganismos del suelo (USDA,
1984). La capacidad de metabolizar el glifosatalg@suista en el ambiente (Obojska al,
2002). Sorenseet al., (2006), en un estudio realizado en dos suelosseanencontraron que el
glifosato transportado rapidamente mediante uo fugferencial por las fracturas del suelo, se
mineralizé en los horizontes mas profundos de wlosAvedore (suelo arcilloso) sin historia
previa de glifosato y por lo tanto sin adaptacioierabiana al metabolismo del glifosato. La
falta de mineralizacion del glifosato en los honitas inferiores de un suelo Fladerne Baek
(suelo arenoso) encontrada por dichos autorestsé dda fuerte adsorcion del herbicida a los
componentes del suelo y mas especificamente aadaidn resistente a la desorcion que se

encuentra indisponible para los microorganismosatkgivos (Zaranyika y Nyandoro, 2003).

El proceso de degradaciéon bioldgica es realizaglw d@ndiciones aerobias y anaerobias por la
microflora del suelo (Torstensson, 1985).
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Los metabolitos primarios y predominantes de laatigrion microbiana en suelo son glioxilato
y acido aminometilfosférico (AMPA) que eventualmese degrada a agua, didéxido de carbono,
amonio y fosfato (Rueppet al, 1977).

El glifosato presenta una persistencia moderada soelo y es degradado predominantemente

por un proceso microbiancometabdlico(Strange-Hanseet al, 2004; Accinelliet al, 2005).

La mineralizacion o biodegradacion completa de una molécula orgamicagua y suelo es, en
la mayor parte de las veces, consecuencia de ieidact microbiana. Pocos mecanismos
abidticos de importancia en la naturaleza conwietdéalmente compuestos organicos con cierto
grado de complejidad a productos inorganicos, metiabolismo microbiano de varias clases de
compuestos sintéticos esta caracterizado por laneralizacion. Como consecuencia, la
mineralizacion es tipicamente un proceso ligadaratimiento. La detoxificacion es un a
consecuencia comun de la mineralizacion exceptodmano de sus productos es peligroso para
el ambiente, como es el caso del nitrato en ciagass o el sulfuro bajo condiciones anaerobias
(Alexander, 1981).

Segun Alexander (1981), los microorganismos exilos estrategias diferentes para la
metabolizacion de los herbicidas que sonaghbolismoy el cometabolismoEn elcatabolismo

el herbicida adsorbido es degradado en moléculashomee generando energia.
Consecuentemente el niumero y la biomasa microbéamaenta a costa del sustrato y este
disminuye en forma considerable. En @metabolismo el pesticida es transformado por
reacciones metabdlicas pero no sirve como fuemtenérgia para los microorganismos. Por lo
tanto es necesario un sustrato secundario biodsgeadomo fuente de carbono y energia. Las
poblaciones responsables de la transformacion nocsementan en nimero o biomasa como
resultado de la introduccion del quimico en el agsaelo. Esta ausencia del crecimiento es un
reflejo de la incapacidad de los organismos ddzatillos compuestos quimicos para la
biosintesis y es marcadamente contrastante camadrdgo del tamafio de la poblacion o biomasa
cuando un sustrato mineralizable es introducidoelemismo ambiente. Como las poblaciones
gue actlan en algunos quimicos sintéticos son tiorenée pequefas, el compuesto sujeto al
cometabolismo se caracteriza por modificarse leatae) y la tasa no se incrementa con el
tiempo, en contraste con el sustrato en el cuakdet mineralizacion. En el cometabolismo se
asume que la poblacion bacteriana se encuentra estado estacionario debido a la constante

disponibilidad de pequefas cantidades de susteagogb crecimiento.
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Por otro lado, los productos estructuralmente amed al quimico original se acumulan debido a
gue los organismos responsables no presentafideeste variedad de enzimas para dar lugar a
la transformacion completa, en particular como rinegliario en las secuencias metabdlicas
normales. Normalmente no ocurre la transformacampteta de la molécula herbicida. Estos
pequefios cambios en la molécula, frecuentementesutan en la detoxificacion porque no
fueron lo suficientemente grandes como para elimascaracteristicas estructurales asociadas

con la toxicidad hacia una o varias especies.

La degradacion microbiana esta fuertemente infiaelacpor la solubilidad en agua presente en
los compuestos. Los compuestos con baja solubiktadgua tienden a ser mas resistentes a la
degradacion microbiana que aquellos de alta sadabil Los quimicos que presentan baja
solubilidad en agua no pueden proveer suficientdoc@ para mantener el crecimiento
microbiano. Bajas concentraciones ambientalesdgtato pueden resultar en una disminucion
en la tasa de penetracion dentro de la célula ypnaslgpocas moléculas por unidad de tiempo
para permitir suficiente energia para que el ogyaaise pueda mantener (Alexander, 1981).
Para mineralizar o crecer en sustratos que tieagndolubilidad en agua, los microorganismos
requieren algunas adaptaciones fisioldgicas. Laifinadion de la superficie celular puede
incrementar su afinidad por las sustancias hifrig y por lo tanto facilita su absorcion
(Nerufeldet al, 1980, citado por Dougla al, 1991). Los organismos pueden crecer solamente
a expensas de los compuestos disueltos en la &oluebr lo tanto la solubilidad en agua
gobierna su degradacion (Stucki y Alexander, 1@8@do por Douglasgt al., 1991). Segun
Andreacet al., (2003) los residuos de;f£de glifosato no-extractable, es de liberacidndent

debido a su dependencia del ataque microbiano feackeion del suelo.

Ghassemget al., (1981) concluyeron que en general la tasa de degi@n del glifosato en el
agua es mas lenta que en el suelo porque existerroantidad de microorganismos en el agua

que en la mayoria de los suel@=g.4).
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Figura 4. Metabolitos primarios y predominantes de la deggeaih microbiana en suelo:

glioxilato y acido aminometilfosférico (AMPA). (Saktte, 1998).
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Otra via de degradacion es a travé$deudomonaPG2982 las que metabolizan el glifosato a
glicina, carbono y fosfato. Las cepas de Pseudosmsma aerobias facultativas y algunas pueden
utilizar los nitratos como aceptores finales dectetmes. Su rendimiento energético es
respiratorio, nunca fermentativo o fotosintético. dicha ruta se produce la ruptura del enlace
carbono-fosforo (C-P) dando lugar a la sarcosiresguoxida a glicina y formaldehido (Kishore
et al., 1987). El glifosato es un organofosforado, car&ddo por la presencia de un enlace
covalente y estable (C-P); bacterias muy espesifie@ecen ser responsables de su degradacién
(Dick y Quinn, 1995). La ruptura del enlace C-Pgmuestar dado por un rango de enzimas como
son la C-P liasa, y varias hidrolasas. Muchos roiganismos aislados de varios de ambientes
metabolizan fosfonatos, principalmente por la atdé la enzima liasa C-P de amplio espectro
de sustrato. (Obojsat al1999).

Si bien la tasa de degradacion por microorganistebsuelo es rapida y completa, ésta varia

considerablemente con el tipo de suelo y los migardsmos presentes (Shuette, 1998).5).
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Figura 5- Degradacion del glifosato por bacterias del susdmn produccién de los metabolitos
acido aminometilfosfénico (AMPA) y sarcosina (Dielt al, 1995).

Varias investigaciones han comprobado que el gdeptasPseudomonagsta presente en el

50% de los recuentos en placa en suelos tratamosltas dosis de glifosato, exibiendo una
extensa diversidad metabdlica y presentando epniaktipal en la degradacion del glifosato.
(Ratcliff et al, 2006). Gomsinget al (2004), encontraron una alta correlacion entrasa de

mineralizacion del glifosato y los recuentosR#udomonas s 5 suelos daneses.
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1.3.3.- Efectos del glifosato sobre los microorgemos del suelo

1.3.3.1. - Efectos positivos o neutros en los moarganismos del suelo

Carlise y Trevors (1986) demostraron que el glifmsauede estimular o inhibir los
microorganismos del suelo dependiendo de la coram@dh del herbicida utilizada. Wardle y
Parkinson (1990) y Hart y Brookes (1996) no obaserw efectos en la biomasa microbiana y en
la actividad. Las dosis de glifosato aplicadasleansayo fueron probablemente muy bajas para

detectar los efectos mediante los métodos empleados

En investigaciones realizadas a campo, el glifosai@fecta o produce una leve estimulacion de
los microorganismos del suelo. En tal sentido, Bsevaron incrementos en el nimero de
bacterias y hongos (Rueppstl al, 1977; Roslycky, 1982; Haney, 1999), en la respimn del
suelo (Carlisleet al, 1986; Haneyet al., 2000 ; Araujoet al., 2003; Fernandez, 2007), en la
mineralizacion del C y del N (Mullest al, 1981; Haney, 1999; Haney al, 2000; Andreaet

al., 2003) y en algunas actividades enzimaticas (Gidafet al, 1995; Araujoet al., 2003,
Fernandez, 2007).Segun Haney (1999) y Araujo (2b08gdiatamente después de la aplicacion
del glifosato se estimula la actividad microbialeh suelo, que lo degrada rapidamente, aun en

presencia de altas dosis aplicadas sin afectarsaivente la actividad microbiana.

En un estudio realizado por Zabaloy (2008), secs&laaron tres suelos de la Pampa Argentina
sometidos a repetidas aplicaciones de glifosats. dueelos fueron un Petrocalcic Paleustol, un
Typic Argiudoll y un Typic Haplaustoll, los cualese obtuvieron de parcelas con laboreo
reducido. La aplicacion de glifosato en una dosez dveces mayor a la recomendada por
hectarea, dio lugar a efectos de corto plazo ennaky actividades enzimaticas (respiracion
inducida por el sustrato, FDA y actividad deshiggnmasa). En general, se observaron
incrementos de las bacterias heterotrofas aerdhaiaisspiracion inducida por el sustrato dentro
de la primera semana luego de la aplicacion dédsgto. La actividad deshidrogenasa no
mostré cambios consistentes debido a la aplicadébmylifosato, mientras que la FDA tuvo una
reduccion del 14% en su actividad enzimatica epdaselas tratadas los controles a los 7 dias

de la aplicacion del herbicida.
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Gomez,et al., (2009), evaluaron el efecto de dosis creciengeglifiosato en la biomasa y la
actividad metabdlica y en el cociente metabodliedal microbiota del suelo bajo condiciones
controladas. Se aplico una formulacion comercialgtifosato (48%), en un suelo Vertic
Argiudoll (Argentina), ubicado en bandejas, en sa 0,48, 0,96, 1,92 y 3,84 | ia/ha. Las dosis
usualmente aplicadas en el campo son entre 0,982yl 1a/ha. Los tratados y el control fueron
incubados a 25°C y 75% de capacidad de campo. Ldegby 45 dias de la aplicaciéon del
glifosato, fueron determinados: la biomasa micnobjarespiracion microbiana, cociente
metabolico (qC@) y la actividad deshidrogenasa. La biomasa miargb al dia 4 de la
incubacion no difirié  significativamente entreceintrol y las dosis de 0,48 y 0,96 |, mientras
gue fue significativamente menor en las mayoregsdbaego de 45 dias la biomasa microbiana,
en la dosis de 3,84 | fue significativamente megae el control. La respiracibn mostré
diferencias significativas durante el periodo #enpg pero no entre dosis. Se encontraron
diferencias significativas en el qg@ntre dosis en los dos periodos de incubaciomactigidad
deshidrogenasa fue significativamente mayor enrédgamientos con glifosato que en el control
al inicio de la incubacion. Las variables analizad#ostraron un efecto inicial inhibitorio que
afectd las células microbianas. Sin embargo esteteeffue temporal en dosis equivalentes o

mayores que las dosis utilizadas en el campo.

Andrea et al, 2003, encontraron diferencias significativas anakttividad deshidrogenasa
enseguida de realizada la segunda aplicacion flesafip, mostrando que el herbicida puede
estimular los procesos oxidativos del suelo, sithago dos meses luego de la aplicacion de
glifosato, no se detectaron diferencias significeti en la cantidad de formazan,
independientemente del nimero de aplicaciones,(3,y24) , demostrando que el efecto del
herbicida en la actividad enziméatica es transitdooque fue demostrado también para otros
pesticidas. Parece ser que el glifosato o sus ptoslde degradacion practicamente no afectaron
la actividad de esta enzima en el suelo estudi&mnino y Gianfreda (2001) detectaron

diferentes respuestas de varias enzimas de diésrentlos tratados con glifosato.

Fenget al., (1990) también detectaron una rapida degradaciaiai del glifosato seguida de

una mas lenta, lo que se atribuyd a la accionaha® los microorganismos sobre el glifosato
libre y posterior ataque del herbicida adsorbidoebesuelo. Dado que los herbicidas con una
relacion C/N < 15 (C/N del glifosato es de 3/1¢gantan la potencialidad de mineralizarse
facilmente y que los microorganismos heterétrofeguieren C y N para su sobrevivencia y
crecimiento, el glifosato puede ser el responsadeleincremento inmediato de la actividad

microbiana del suelo (Haney, 1999).
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Las aplicaciones del glifosato incrementan laerahzacion neta, la nitrificacion y las pérdidas
potenciales de nitratos debido a la reduccion dentevilizacion del N por los microorganismos
incrementando los riesgos de contaminacion dedaasasubterrdneas en suelos sometidos a la

agricultura (Frazieet al,, 1990).
1.3.3.2.- Efectos negativos sobre los microorgamos del suelo

Krzysko-Lupicka et al. (1997) sostienen que labundancia y diversidadde los
microorganismos son extremadamente importantesosnptocesos metabdlicos del suelo

(descomposicion de la materia organica) y contenuy su fertilidad (Bromilowt al, 1996).

Dichos autores sefialan que el glifosato, utilizadmo Gnica fuente de C o P, inhibe la
poblacién de los hongos del suelo y cambia la ca@mfgm de cepas, actuando por lo tanto como

un agente ambiental de seleccion.

Segun Busset al., (2001) las bacterias y los hongos cultivados disiygron en namero o
fueron eliminados cuando se aislaron del sueloegieron en un medio de cultivo solido
conteniendo glifosato, siendo los hongos partioodgnte sensibles. La toxicidad en los medios
artificiales es previsible por la naturaleza deifoghto, clasificado como un compuesto
antimicrobiano Solamente un nimero limitado de especies de bastgthongos son capaces de
crecer cuando el glifosato es adicionado como Umieate de P en los medios de cultivo (Dick y
Quinn, 1995). Contrariamente a los resultados dabalratorio, la mayoria de los estudios han
mostrado o que no afecta o una leve estimulagdosimicroorganismos por el glifosato. Otros
estudios han encontrado similares reducciones guolidacion contada cuando se adicioné
glifosato al medio de cultivo (Chrisst al, 1981; Quinret al, 1988; Kryzco-Lupika y Orlick,
1997) siendo necesaria la suplementacion de amdusaaromaticos para sostener la sintesis de
proteinas y superar la inhibicién de la ruta del@siquimico (Quinret al, 1988).

Se han registrado numerosos efectos negativos dobrenicroorganismos en estudios de
laboratorio (Krzysko et al, 1977; Christyet al, 1981; Quinnet al, 1988) y no cuando el
herbicida fue adicionado al suelo (Busse, 2001k Hscrepancias entre los estudios de
laboratorio y campo se explican parcialmente perdancentraciones elevadas e irreales de
glifosato utilizadas en los medios de cultivo yrads por la disminucion de la biodisponibilidad

en el suelo debido a la adsorcion a las arcillasog 0xidos de Fe y Al (Busse, 2001).
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El glifosato es un compuesto polar conocido pdiugute adsorcion con los oxidos de Fe y Al y
la arcilla (Piccoloet al, 1994). Sin embargo su disponibilidad es ilimitagla los medios
artificiales; las uniones a las particulas demyelos complejos metalicos reducenpebl de
glifosato labil y como consecuencia la tasa de r@ib®o por los microorganismos. Esto explica
la causa de mayores riegos para las comunidade®hisicas luego de la aplicacion del
herbicida en suelos con baja capacidad de adsor@(®anfredaet al., 1995; Rueppekt al.,
1977).

Segun Ractiliff (2006), existen escasos conocirmgaterca de los efectos del glifosato sobre la
estructura de la comunidad microbiana del sugdfinida comda abundancia y proporcion de
los distintos grupos funcionales o filogenéticos. b estudio en un suelo forestal arcilloso y
otro arenoso en Estados Unidos, resulté en ausdaaambios en la estructura de la comunidad
del suelo 1, 3, 7, y 30 dias luego de la aplicadénRoundup a dosis de campo recomendadas.
Por otro lado, las elevadas concentraciones de dRgusimulando un derrame concentrado del
producto en el suelo (100 veces mayores a la dibsiscampo recomendada), alteraron
sustancialmente varios indices de la estructuia demunidad dentro de la primera semana de
la aplicacion, siendo estos cambios de corto plakprimer efecto de las altas concentraciones
fue el cambio en la relacidon biomasa bacteriafgboise encontraron grandes incrementos en
los recuentos y la biomasa de bacterias en ambalsssumientras se detectaron pequeios
cambios en los hongos del suelo (hifas, propaghlomasa). Este cambio en la estructura de la
comunidad refleja el concepto generalizado quéiesws que las bacterias son favorecidas
cuando los sustratos labiles son introducidos, tr@snlos hongos son favorecidos cuando
dominan en el C del suelo los sustratos compleposoces la lignina Las bacterias dominantes
en los suelos son mas comunes en aquellos suehetidos a agricultura intensiva y sistemas de
pastura expuestos a repetidas aplicaciones dézertes o materia organica (Bittmab al,
2005). Segun Ractilifét al., (2006), los efectos del glifosato son dosis deses y altamente
transitorios pudiendo ser explicados por el ragidoquecimiento de las bacterias oportunistas
que utilizan los compuestos como fuente de nuergegto de carbono. De esta investigacion se
concluye que las aplicaciones a dosis de campos® aoayores del glifosato no afectan o

presentan un pequefo efecto en las comunidadeshiginas del suelo en plantaciones de pino.
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Andrea, et al. (2003) evaluaron el efecto de sucesivas aplicasiode glifosato en los
microorganismos del suelo y su disipacion. Se taten muestras a una profundidad de 0-15
cm de un suelo Ultisol de Brasil de un area sitohies de aplicaciones del herbicida. Los valores
de CQ detectados dos meses luego de dos, tres y cualitacones de glifosato, fueron
estadisticamente menores que luego de una aplicapi@dando evidente que las poblaciones
microbianas del suelo fueron realmente afectadastehdencia decreciente en las cantidades
mineralizadas, asi como el aumento de la vida nasliglifosato con el nUmero de aplicaciones,
mostro que las repetidas aplicaciones pueden aeseit una gradual dificultad en el
metabolismo de la molécula en el suelo. Probabiemel intervalo de tiempo reducido entre
las repetidas aplicaciones de glifosato (15 diae)permitié la seleccion de microorganismos
capaces de sobrevivir en presencia del herbidiaglaset al, (1991) indicaron que la
mineralizacion de varios compuestos organicos @omiicroorganismos del suelo es a menudo
precedida por un periodo de aclimatacion, internd@diempo durante el cual no se detecta la
biodegradacion. El tiempo de aclimatacion requenmw una poblacion microbiana para
degradar un quimico esta influenciado por la tag@guencia de exposicion a dicho quimico.
Elevadas o bajas concentraciones del quimico pirenlementar este tiempo. El proceso de
adaptacion puede involucrar uno o la combinacianlde@nduccion o depresion de enzimas
especificas para las vias de degradacién de unuasttpparticular; 2) una mutacion aleatoria en
la cual se producen nuevas capacidades metab@earasitiendo la degradacion que no era

posible previamente 6 3) un incremento en el nurderorganismos en la poblacion degradativa.

Araujo et al, (2003) realizaron estudios in vitro para evaklaafecto del glifosato en dos suelos
Hapludult y Hapludox de Brasil en un area sin hiatde glifosato y otras dos areas con 6 y 11
afos de aplicaciones del herbicida y observarommangor produccion de diéxido de carbono y
en la FDA en suelos tratados con glifosato queslémpisuelos sin historia de aplicaciones del
herbicida. Los suelos que han estado expuestogl#éosiato durante varios afos tuvieron la mas
alta respuesta en la actividad microbiana. En eat®, las aplicaciones pudieron haber
seleccionado las poblaciones microbianas capaceslidar el herbicida.
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Tejada (2009) concluy6 que la aplicacion del ghtosen mezcla con el diflufenican (herbicida
pre y pos emergente utilizado en el control selecte malezas de hoja ancha), en dos tipos de
suelo en Espafia, uno arcilloso y otro arenoso @diciones de laboratorio, incrementd la
persistencia individual de cada herbicida e incraméos efectos toxicos de ambos herbicidas en
la actividad biolégica del suelo. Las actividadesldgicas determinadas fueron el C de la
biomasa microbiana, las actividades fosfatasaiaf;alireasa, beta glucosidasa, arylsulfatasa y
deshidrogenasa.

Segun Powellet al, (2009), el glifosato puede acumularse y permamactivo en las raices de
las plantas o ser exudado en la rizosfera, donddepafectar la colonizacion de las raices por
microorganismos simbioticos. Algunas leguminosas;luida la soja, hospedan hongos
micorriticos arbusculares y rhizobium simultaneamen forman una simbiosis tripartita que
produce efectos sinérgicos en el establecimiergbfyncionamiento de cada simbiosis. Por lo
tanto, es posible pensar que el efecto del glifogst una simbiosis podria también afectar
indirectamente las demas simbiosis (Cletllal, 2006). El glifosato aplicado a dosis de campo
recomendadas no produjo efectos ni en la colorinade las raices de la soja por el hongo
micorritico Glomus intraradice® Bradyrhizobium japonicumi en los tejidos foliares de la soja
Bradyrhizobium japonicungue realiza fijacion simbiotica de nitrégeno corceltivo de soja,
posee la enzima EPSPS sensible al glifosato yefraria exposicion del herbicida acumulan
grandes concentraciones de shikimato y ciertoadiénzoicos que pueden ser inhibidores del
crecimiento de la planta (Mooemast al, 1992). Estos efectos estan acompafados por la
inhibicion del crecimiento y/o la muerte de la lesiet, dependiendo de la concentracién de
glifosato. Este estudio sugirié que el glifosatal@unaber producido efectos en el metabolismo
del nitrdgeno en la soja transgénica. Ademas, iflsgto es translocado preferentemente a los
nodulos de la soja. Algunos efectos como son lac&dn de la nodulacion, el tamafio de los
nodulos, el contenido de leghemoglobina en los l&dypueden ser causados por las
aplicaciones de glifosato en la soja transgénieal@y y Zablotowicz, 2003). Sin embargo, los
efectos del glifosato en la actividad nitrogenas#os nédulos de la soja transgénica en estudios
de campo fueron inconsistentes. Estudios realgza&woinvernaculo indicaron que los efectos
adversos pueden ser maximos bajo condiciones dssstie humedad. La sensibilidad de las
cepas de B. japonicumvariaron. En el campo, los efectos fueron transisory no hubo
evidencias que fuera afectado el rendimiento délvou
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Kremeret al.,(2005) encontraron que los exudados radicularéa sigja transgénica tratada con
glifosato contenia concentraciones del herbicidgomes a 100 ng por planta y cerca del doble
del contenido de aminoacidos que las plantas nadaa 16 dias luego del tratamiento. El
contenido de carbohidratos en los exudados radesilaego del tratamiento con glifosato fue el
doble en la soja transgénica que en la soja megémica. Ensayos in vitro, mostraron que los
exudados radiculares de la soja transgénica tratawdlalifosato estimularon el crecimiento de
hongos y bacterias en la rizésfefeugarium spp. y Pseudomonas sjgpie pudieron afectar
adversamente el crecimiento de las plantas y losegos bioldgicos del suelo y la rizésfera. En
Fusarium spp el crecimiento microbiano fue generalmente magotos exudados radiculares
de soja transgénica con tratamiento de glifosate gu exudados radiculares de soja no
transgénica tratada o no tratada con glifosatmsEstsultados pudieron predecir que existen mas

problemas cofrusarium spgen soja transgéniaa soja no transgénica.
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2. OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

2.1.- Objetivos generales

# Evaluar los efectos de repetidas aplicacioneslittsato sobre variables microbiolégicas del
suelo, en un suelo Brunosol Eutrico Tipico cortivolde soja en agricultura continua en

siembra directa en la zona norte del pais.

# Determinar la vida media del glifosato y acidoirmmetilfosforico (AMPA) en un suelo
Brunosol Eutrico Tipico con cultivo de soja en agitura continua en siembra directa en la zona

norte del pais.
2.2.- Objetivos especificos

# Comparar la actividad respiratoria, la biomaserobiana y ciertos indices derivados de
estas determinaciones como el cociente de minacéhiz del carbono organicaM), el
coeficiente microbiologicogMic) y el cociente metabolic@CO,), en parcelas control y en las
tratadas con el herbicida en varios momentos, admalidad de determinar la incidencia del
herbicida en parametros microbiologicos del suelo.

& Comparar los niveles de actividad de la fosfatasda, alcalina, hidrdlisis d€IDA vy las
actividades enzimaticas relativas (actividad enticagor unidad de carbono de la biomasa) en
los tratamientos, al inicio del experimento y asabs, con el objetivo de determinar el efecto de
las aplicaciones del herbicida sobre estas vagable

# Determinar las curvas de disipacion del glifosptdMPA en suelo bajo un sistema de
agricultura continua en siembra directa y reladi@asacon las variables microbiolégicas

estudiadas.

# Relacionar el efecto del contenido hidrico y laperatura del suelo sobre la degradacién del

glifosato y AMPA vy sobre las variables microbioléas estudiadas.
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3.- HIPOTESIS DE TRABAJO

# Hipotesis 1 Dado que el glifosato inhibe la ruta del acidguémnico y por ende la biosintesis

de los aminoéacidos esenciales, siendo esta rutauisia en los microorganismos y considerando
un sistema de agricultura continua sin laboreanfsere que las aplicaciones sucesivas de dicho
herbicida durante 13 afos pudieron haber generado presion de seleccion sobre los
microorganismos del suelo favoreciendo aquelloa@apde utilizar el glifosato como nutriente.
Se espera entonces un incremento en los valores dariables microbiologicas al aumentar el

namero de aplicaciones.

Prediccion: los valores de las variables microbiologicas delieser mayores en las parcelas

tratadas con glifosato respecto a las parcelasaton
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4.- MATERIALES Y METODOS

4.1.- Caracterizacion del area de estudio

Se trabajé en ensayos de soja de primera denun distema de agricultura continua en siembra
directa, instalados desde hace 13 afios en la &st&siperimental “Dr. Mario. A. Cassinoni”
(EEMAC) ubicada a 10 km de Paysandu, Uruguay (32°2y 58° 02°W). La zona eslb-
hameda con una temperatura media anual de 17 @ yrma precipitacion anual de 1100 mm.
El suelo corresponde a @Brunosol Eutrico TipicqArgiudol Tipico)de la Unidad de Suelo San
Manuel, con textura limo-arcillosa con 29g 108Gt arcilla, 44g 1004de limo, y 2791003 de
arena en los primeros 20cm, con pH 5.5, C orgdh®%8 g kg'. En laTabla 1 se detallan las

propiedades fisico-quimicas del suelo de las pascmrrespondientes al ensayo.
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Tabla 1: Propiedades fisicas y fisico-quimicas del si&lonosol Eutrico TipicqUnidad de Suelo San Manuel) de las parcelas sporelientes al

ensayo. Estacion Experimental “Dr. Mario. A. Caesi’ (EEMAC), Paysandu, Uruguay, 2006.

Promedio de Promedio de | Promedio de | Promedio de | Densidad pH % ppm | Meqg/100g | Meqg/100g | Meqg/100g | Meqg/100g
Microporosidad | Macroporos | Porosidad conductividad | Aparente

0 Capacidad de total hidraulica (g.cm-3) H,O | KCI MO. |P K Ca Mg Na

campo (C.C)) (ks) (mm/hs)

0,365 0,159 0,525 51,23 1,3 5.5 4.7 3.3 9 0.88 9.7 1.3 0.07
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En laTabla 2 se detalla la secuencia de cultivos entre los d®893-2006 en las parcelas

correspondientes al ensayo. Estacion Experimeriial Mario. A. Cassinoni” (EEMAC),

Paysandu, Uruguay.

Afo Invierno Verano
1993 Cebada Sorgo
1994 Trigo Girasol
1995 Trigo Sorgo
1996 Barbecho Maiz
1997 Avena Soja
1998 Barbecho Maiz
1999 Trigo Barbecho
2000 Trigo Soja
2001 Barbecho Girasol
2002 Trigo Soja
2003 Barbecho Girasol
2004 Cebada Soja
2005 Trigo Soja
2006 Barbecho Soja
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4.2.- Disefio experimental

El disefio experimental correspondi6 a parcelas ptetamente al azar. Las unidades
experimentales incluyeron 10 parcelas de 4m x 1&mrespondientes a 2 tratamientos y 5
repeticiones. Los tratamientos fueron los sigugentn ausencia de dos aplicaciones post-
siembra y de una aplicacion pre-siembra (contrgl)con 3 aplicaciones sucesivas: una pre
siembra(23/10/06) y dos post siembrg20/11/06 y 27/12/06), deglifosato Ultra Max (74,7%) a
razon de 1,6 I/ha (dosis media recomendada poateed{Fig. 6). Tanto las parcelas control
como las tratadas presentaron entre 3 y 4 aplicasianuales de glifosato durante 13 afios. En
cuanto almanejo previo al ensay@n el afio 2006 se realizardas aplicaciones de glifosato
una en el mes de abril y una segunda aplicaci@l eres de octubre, antes de la siembra de la
soja. En las parcelas control donde se realizinsemte una aplicacion pre siembra (ademas de
la aplicacién durante el barbecho de invierno),exeajeron las malezas con azada antes de la

siembra del cultivo.

Los factores ambientales: temperatura del airemdidad, existentes durante las aplicaciones
del glifosato fueron adecuadas para la performadetératamiento. Sin embargo, la velocidad
del viento durante las tres aplicaciones y pridongate durante la primera de ellas fue mayor a
la recomendada por la bibliografi@ngexo 5). Para amortiguar el efecto del viento se utilin@
estructura de nylon en las parcelas tratadas alantunde realizar las aplicaciones del producto.
Las parcelas tratadas con glifosato representarargjo comerciatjue se realiza normalmente

fl

en el cultivo de soja en el pais.

N
3 aplicaciones| control 3 aplicaciones| 3 aplicaciones| control
control 3 aplicaciones| 3 aplicaciones]| control control

Figura 6- Disefio experimental del ensayo. Laarcelas controlpresentaron ausencia de dos
aplicaciones sucesivas post- siembra y de unasebra de glifosato Ultra Max a razon de 1,6
I/ha y las tratadas presentaron tres aplicacionesssvas del herbicida ( una pre- siembra y dos
post siembra). Las parcelas control y a las testaecibieron entre 3 y 4 aplicaciones anuales de
glifosato durante 13 afios. Estacion Experimentat. “Mario. A. Cassinoni” (EEMAC),
Paysandu, Uruguay (Periodo 2006-2007).
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4.2.1.- Caracteristicas del cultivar y manejo dedultivo de soja.

El cultivar sembrado fue Don Mario 55i corresporadein grupo V medio, de crecimiento
indeterminado en el que luego de R1 continda difégemdo nudos, y es posible que el nimero
de nudos luego de la floracién se duplique y hagikgque; la superposicion entre vegetativo y
reproductivo es de un 40% o mas. Florecen a pdetila porcion basal del tallo principal. La
siembra se realizé eR6 de octubre de 2006 la cosechael 2 de mayo de 2007La densidad
fue de 250000 plantas/ha.

Presenta un ciclo con una duracion aproximada éaemergencia a la cosecha de 139 dias en
la zona norte del pais. La duracion de las etagrasidgicas para este cultivar son de 70, 35y 31
dias para las etapas S-R3, R3-R6 y R6 —R8, respawnte. (Barraca Erro, 2006).

Considerando las aplicaciones de agroquimicoszeshls en el ensayo, es importante sefialar
que en el sistema de rotacion agricola de la EEMAGe realizan aplicaciones post-siembra de

glifosato, salvo situaciones especificas como soprésencia de malezas de porte alto, como

Amaranthus sp y Solanum sisymbrifoliulm cuando se establecen estrategias de control del
reingreso de malezas por semilla. En la siguiatii(Tabla 3) se detallan las aplicaciones de

agroquimicos realizadas en el ensayo durante lws 2006 y 2007.
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Tabla 3. Aplicaciones de agroquimicos durante el endastacion Experimental “Dr. Mario. A.
Cassinoni” (EEMAC), Paysandu, Uruguay (Periodo 22067).

Producto Dosis Fecha de aplicacion
Rango 480 Cibeles 3l/ha 04/06
(glifosato 48%) (barbecho de invierno
Rango 480 Cibeles 51/ha 10/06 (antes de la
(glifosato 48%) siembra de soja)

Superfosfato triple 60 kg/ha de 10/06 (al momento de
P,Os (al voleo) | la siembra de soja)

Endosulfan 35 SAUDU| 0,7 I/ha 02/02/07

(Endosulfan) 16/02/07
09/03/07
23/03/07

Intrepid SC 0,2 I/ha 10/01/07

(Metoxifenocide)

Engeo (Cipermetrina + | 0,25 I/ha 09/02/07

Thiametoxan) 16/02/07
19/03/07

Los muestreos se realizaron: al inicio del expentn, inmediatamente después de la primera
aplicacion, a los 4, 8 y 19 de la primera aplicaciiimediatamente después de la segunda
aplicacion, a los 4, 10 y 27 de la segunda aplicggnmediatamente de la tercera aplicacion, a
los 6, 9, 16, 30 y 60 dias de la tercera aplicagidm cosecha (36 dias luego de la tercera

aplicacién del herbicida).

En cada muestreo se tomaron 8 sub-muestras dedmietada parcela (muestras compuestas) a
una profundidad de 7cm. con un calador de densypadente de 5cm de didmetro y 7cm de
largo. Cada muestra se trasladé al laboratoridoodsas de polietileno para las determinaciones

microbiolbgicas y quimicas.

En el primer caso, las muestras fueron inmediattanegcadas al aire, tamizadas con un tamiz
de 2 mm y preservadas a 3-5°C hasta su andlisa.l&aanalisis del glifosato y AMPA, las

muestras fueron preservadas a una temperatur®de. -2
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4.3 Metodologia

4.3.1.- Condiciones ambientales

Se registro laemperatura del suelomediante la instalacion de un termometro de negist

continuo dentro del ensayo (24 lecturas por diagrte el periodo de estudio.

Se realizé urbalance hidricocada 5 dias con la finalidad de determinar la digplidad de
agua en el suelo durante el periodo en estudiorhwaithe y Mather, 1955). Los datos
climaticos requeridos para la elaboracion del ladamdrico fueron brindados por la Estacion
meteorologica del Aeropuerto Chalking ubicada eps&add. EIl balance hidrico de un suelo
consiste en la cuantificacion de las pérdidas yageias de agua que se producen en el sistema y
las consecuencias que de ello se deriva en latooheregetal. Los resultados que nos brinda son
la evapotranspiracion real, el uso y recarga deaatpl almacenaje del suelo, las deficiencias y

excesos (escurrimiento y drenaje) (Thornthwaithvagher, 1955).
La ecuacion utilizada para el calculo fue la sigtee
Precipitacion + Riego = ET + Var. Aim.+ E + D

Donde: ET es evapotranspiracion; Var. Alm.: Vadacidel almacenaje en el suelo;

E: escurrimiento y D: Drenaje.

Las necesidades de agua (ETm) para una produccéxima varian entre 450 y 700
mm/temporada, dependiendo del clima y de la dunadé periodo vegetativo. Las necesidades
de agua del cultivo de soja, vienen dadas por &licgente de cultivo (kc) en relacién con la
evapotranspiracion de referencia (ETo), siendw#ébgres de kc durante la etapa inicial 0,3-0,4
(20-25 dias); en la etapa del desarrollo 0,7-0B 4235 dias); en la etapa de mediados de
estacion 1,0-1,15 (45 a 65 dias), en la ettapmdie$ de emporada 0,7-0,8 (20 a 30 dias) y en la
cosecha 0,4-0,5 (Doorembeisal, 1980)

Este modelo permite representar el efecto derfeadda atmosférica y la capacidad de retencion
de agua del suelo, en el agua disponible paraldasags, y los diferentes destinos del agua que

ingresa al sistema (evapotranspiracion, recargagied, escurrimiento y excesos).
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4.3.2 Variables microbiologicas del suelo

Se determinaron: respiracién microbiana (mg C-Kgelo seco), biomasa microbiana (mg C-
Kg™ suelo secq)osfatasa &cida, fosfatasa alcalina, hidrélisisadettato de fluoresceinBRA)

y se calcularon los indices microbioldgicos: cotgede mineralizacion del carbono organico
(gM)= (mg C-CQrespiracion.C-totd).100, coeficiente microbiolégico (qMic)= C-biomasa
microbiana como porcentaje del C orgéanico totatiesde metabodlico (QC{= mg C-CQ.h

! mg C-biomasa. hy actividades enzimaticas relativas (expresadasipioad de carbono de la
biomasa microbiana). Todas las variables fuer@uadas en la totalidad de las parcelas (total
10) en los momentos mencionados (total 16) a exepe las actividades enzimaticas que se
determinaron solamente al inicio del experimentdgs de las 3 aplicaciones sucesivas) y a la

cosecha (190 dias del inicio del experimento).

Biomasa microbianase determind por la técnica de fumigacion-incudracle Jenkinson y
Powlson, (1976); por la diferencia del flujo de OLentre muestras fumigadas con cloroformo

y reinoculadas con suelo fresco, con otras nodadas (Frioni, 2006).

Respiracion microbianase evalud el flujo de CGOen muestras de suelo de 50g incubadas
durante 10 dias, a 28°C, con un contenido de agu@086 de la capacidad de campo (Frioni,
2006).

Fosfatasas acidas y alcalinase evaluaron usando como sustrato el p-nitroffosfito a dos
pH y luego se determinoé el p-nitrofenol liberadcespectrofotometro a 400nm (Schinregral,
1996, Frioni, 2006).

Hidrélisis del acetato de fluoresceina (FDA9e evalué usando el método de Alef (1998)
mediante la determinacidte la fluoresceina liberada a 490 nm luego de 4 derincubacion a
24°C.
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4.3.3 Concentracion de glifosato y AMPA en el suel

Se determind laida mediadel glifosato y AMPA en suelo y las curvas deipdision del
herbicida. La determinacion de las concentraciaigeglifosato y AMPA en suelo se realizé en
3 parcelas tratadasen los siguientes momentos: 0 (al inicio del expento), 64
(inmediatamente después de la tercera aplicacién)73, 80, 94, 154 y 190 dias del inicio del
mismo. El momento 190 corresponde al momento deolsecha de la soja. En estas
determinaciones no seran consideradapdaselas contrglexcepto al inicio del experimento y

al momento de la cosecha.

Tres parcelas control se analizaron al inicio dgleeimento (momento 0) para determinar las

concentraciones del glifosato y AMPA.

Los analisis para la cuantificacion del glifosateu metabolito AMPA en suelo se realizaron en
la Direccion General de Servicios Agricolas (DG$®&)teneciente al MGAP por HPLC con
derivatizaciéon post columna (Cowel al, 1989).

El limite de deteccién o de determinacib® la técnica utilizada para los analisis ddbgéto y
AMPA fue de 0,02 y 0,01 ppm respectivamente.lighite de determinaciése define como la
menor concentracion del plaguicida analizado queassble cuantificar con un margen de

seguridad adecuado.
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5. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Las variables evaluadas fueron analizadas segismriredelos, dependiendo de las condiciones

de lectura:

1. Variables microbioldgicas: respiracion y biomasanohiana medidas en forma repetida
en el tiempoy los indices microbiologicoscociente de mineralizacion del carbono

organico (gqM), coeficiente microbiolégico (QMic)y cociente metabdlico (QGP

2. Variables microbiolégicas: enzimas fosfatasa aattzlina y FDA fueron medidas en el

inicio y al final del experimento
3. Variables: glifosato y AMPA fueron medidas en forrepetida en el tiempo.

Las variables microbiolégicasbhiomasa microbiana y respiracion microbiana foeradidas en

16 momentos del experimento: 0, 4, 8, 27, 31, 37,76, 73, 80, 94, 154 y 190 dias del inicio
del mismo. Las aplicaciones de glifosato se reaizan las fechas: 0, 27 y 64 dias del inicio del
experimento. En ellas fue realizado un duplo mraestantes e inmediatamente después de cada

aplicacion.

La respuesta de la totalidad de las variables tigl@gicas en los diferentes momentos fue

analizada considerando dos criterios; en formbajly luego de la primera, segunda y tercera

aplicacion de glifosato. ElI objetivo del segundo analisis mencionado fepasar el efecto

posible del herbicida medido inmediatamente desgaé&ada aplicacion, del valor de las medias
de las variables microbiolégicas estudiadas en teldperiodo experimental. Para ello, se
definieron 3 periodos de estudio. mlimer, segundo y tercer periodmnsideraron los 3
muestreos inmediatamente posteriores a la prinpdiGaeion del herbicida (dias 0, 4 y 8), los 3
muestreos inmediatamente posteriores a la seguldaa@on (dias 27, 31 'y 37) y los 4
muestreos inmediatamente posteriores a la tercplgaeién (dias 64, 70,73 y 80)

respectivamente.

La presencia de muestreos regulares y frecuentesitigerealizar el ajuste de funciones de
regresion entre las variables estudiadas y los pidas aplicacion en cada periodo definido.

Ademas se ajustaron rectas de regresion paratamiento control y el tratado con glifosato.
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En la totalidad de los casos se compararon logrdtzmientos (control y tratado con glifosato)
por Analisis de Varianza (ANOVA), considerando hasdidas repetidas en el tiempo y se
realizd la comparacion de medias por el Test dey((5%) cuando el resultado del andlisis de

medidas repetidas en el tiempo mostré diferengtlesticamente significativas.

Los modelos planteados dependieron de las varjad#gsin fueran medidas a través del tiempo
0 en un momento Unico en el periodo experimerital el primer caso, fueron ajustadas medidas
repetidas en el tiempo considerando un modelo miggtudiandose diferentes matrices de
correlacion temporal para eliminar los posiblestef® de autocorrelacion entre parcelas. Se
selecciond la matriz de mejor ajuste segun losertwg Akaike, Bayesiano y Maxima

Verosimilitud.

Las matrices estudiadas fueron la AR (1) (autetativa de primer orden), la CS (simétrica
compuesta) y la UN (sin estructura). Esta ultimalogréo convergencia con los datos del
experimento, por lo que no pudo ser utilizada. IR @) y la CS mejoraron el analisis sin
inclusion de término de autocorrelacién. Debidaua da AR (1) se mostré superior, resulto la
matriz de covarianza utilizada (indices de AkalRE; y LH menores). El modelo de parcelas

divididas en el tiempo se expreso como:

Yix =HFT +E@) +), +T); +&

Donde:

Yik las observaciones de las variables relevadas

M el efecto de la media general de la poblacion

T, el efecto del i-ésimo tratamiento aplicado

¥; el efecto de la j-ésima medicion en el tiempo

Ty; el efecto de la interaccion entre tratamient@mnpo

E(a);Eijk los errores de tratamiento y de tiempo e inteéacoespectivamente.
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Otra forma de modelar el comportamiento en el tieme las variables medidas en mas de un
momento, fue ajustando funciones de regresioma RaA estudiode las variables
microbiolégicasdurante el periodo experimental se ajustaron sueaegresion exponencial.

La determinacién de las concentraciones de glimsatAMPA en suelo se realizé en las
parcelas tratada®n los siguientes momentos: 0 (al inicio del expento), 64 (inmediatamente
después de la tercera aplicaciéon), 70, 73, 80,194,y 190 dias del inicio del mismo. En las
parcelas control se determinaron al momento 0 gsalB0 dias (cosecha de soja). Con el
objetivo de modelar los valores promedie Glifosato y AMPAa través del tiempo, fueron

graficados sus valores, intentando ajustarse faesipolinomiales y no lineales, sin suceso.

En la totalidad de los casos fue estudiado el corapeento de los errores de los modelos
ajustados, sin retirdos valores extremos encontrados. Esta decisiaebe a que no se tuvo
certeza de la naturaleza del posible error comgyidste hecho fue interpretado como un indice

de la variabilidad ambiental.

Las correlaciones linealesntre las variables microbioldgicas, las variagldesato y AMPA y
las condiciones ambientales: temperatura de sualgug disponible fueron determinadas luego

de la tercera aplicacion y en los siguientes 3 nees.

Se realizd unanalisis multivariado de Componentes Principakesnivel de parcela, para
relacionar el comportamiento de los tratamientodrob (C) y tratado con glifosato (T) al inicio
del experimento (MO0), al momento de la terceracaplbn de glifosato (M9) y en los siguientes
3 muestreos (M10, M11 y M12). Dichos momentos destreo correspondieron a los dias 0
(inicio del experimento), 64 (tercera aplicaciomy), 73 y 80 del inicio del experimento,
respectivamente. Las variables consideradas en asibsis fueron: biomasa microbiana,
respiracion microbiana, los indices microbiologiapS02, gM y gMIC y el glifosato y AMPA.

Los resultados obtenidos fueron analizados conpregrama “Statistica” v5.5, (1999).
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6.- RESULTADOS

A continuacion se presentan los resultados obdsred las variables microbiologicas del su
los indices microbioldgicos, levariables glifosato y AMPA, las variables ambidegay su
correlaciones Por ultimo se realizé un analisic@®ponentes principales y se estudiaror

correlaciones lineales entre las variables quesptason mayor relevancia en el experime

6.1.-Factores ambientales

6.1.1- Temperatura del suelo en las parcelas del experimento. Estacion Experimental“Dr.
Mario. A. Cassinoni” (EEMAC), Paysandu, Uruguay (Perio@®€-2007)
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Figura 7. Temperatura media del suelo Brunosol Eutrico deUndad San Manuel
correspondiente a las parcelas del experimenterrdetada a 3cm de profundidedurante el
periodo noviembre de 2006iayo de 2007. Estacion Experimental “Dr. MaA. Cassinoni”
(EEMAC). Paysandu, Urugus
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6.1.2.- Contenido de Agua disponible en e suelo Estacion Experimental: “Dr. Mario. A.
Cassinoni” (EEMAC), Paysandu, Uruguay (Periodo 2Q0®7).
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Figura 8. Agua disponible como Almacenaje (%) en los % @uperiores del suelo Brunosol
Eutrico de la Unidad San Manuel correspondientesghbrcelas del experimento, precipitacion
(pp) y evapotranspiracion del cultivo de soja (ETG)ante el periodo: octubre de 2006- abril de
2007. Estacion Experimental “Dr. Mario. A. CassifidgEMAC), Paysandu, Uruguay.

En elAnexo 6se presenta el balance hidrico realizado cadasbadin la finalidad de determinar

el agua disponible en los 7 cms superiores debsuel
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6.2.- Variables microbiologicas del suelo

Debido a la ausencia de diferencias significativaservadas en el duplo muestreo realizado
antes e inmediatamente después de cada aplicaziglifakato realizadas los dias: 0, 27 y 64 en
la totalidad de las variables microbioldgicas estias, se considerd el valor promedio entre los

valores de los tratamientos.

Andlisis de la las variables microbiologicabiomasa, respiracion microbiana e indices

microbioldgicos: Cociente de mineralizacion del @anico (QM), Coeficiente microbioldgico

(gMic) y Cociente Metabolico( qCluego de cada aplicacion de glifosato.

En cada periodo y para todas las variables sedeati Analisis de Varianza considerando los
efectos de los tratamientos, fechas de aplicaci igteraccion entre ambos. En el presente
estudio los Indices microbiolégicos: qM y qMic estdirectamente relacionados con las
variables respiracién y biomasa microbiana debidaeasu denominador, el C organico total, no
es variable ya que se consideré el mismo para tledgparcelas, lo que resulta en un Analisis de

Varianza con igual p-valor para todos los efectisdiados.

En el primer periodo de estudioo se detectaron diferencias significativas enviasables:
respiracion microbianay en elindice microbiolégico gM (cociente de mineralizacidel C
organico en los efectos promedio de la interaccion emé@amientos y momento de aplicacion
y los efectos entre los momentos de muestreo. ®olEnse observé una tendencia en el Analisis
de Varianza en los valores promedio por fecha destreo (p< 0.0643) en las dos variables
microbioldgicas. Estos promedios no resultaronreifees segun el test de Tukey al $#nexos

7y 8).

En eltercer periodo de estudige detectaron diferencias significativas en taraccion entre
tratamientos y fechas de muestreo en las variatdepiracion microbiana y qMEn todos los
momentos, la respiracion microbiana y el gM fuenasyores en las parcelas control frente a
las parcelas tratadas con glifosato observanddeedcias estadisticamente significaticas entre
los tratamientos (p< 0,0189) enrkspiracion microbianan el dia 73, que corresponde a 9 dias
luego de la tercera aplicacion de glifosato, libdmun 52,8% mas de G@n la respiracion
microbiana en el contrals el tratado, obteniendo 354 mg £Kg™ suelo seco y 187 mg GO

Kg™t de suelo seco respectivamente.
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Al dia 80, el tratamiento control y tratado coifagiato no mostraron diferencias significativas,
indicando un efecto transitorio del herbicida endaable medida. En relacién @M, se logré
detectar diferencias significativas en los efegiasnedio de los tratamientos (p< 0,0189) en el
dia 73, obteniendo un gM correspondiente a 76,5 A@. C-organicd)100 en el contros
40,5 mg C-CQ. C-organicd)100 en el tratado. Al dia 80, el tratamiento omny tratado con
glifosato no mostraron diferencias significativilaslicando un efecto transitorio del herbicida en
la variable medidaEn este periodo, se observaron ademas, tendepsiad Q) en los efectos de
tratamiento y momentos de muestreo (p< 0.06) ia@rad variables microbiologicgénexos 9,
10y 11). Los mayores valores de respiracion microbiana pdionge obtuvieron en las parcelas
control; en dichas parcelas no se detectaron dd&s significativas en los momentos de
muestreo. El tratamiento con herbicida preserfeyaticias significativas en los momentos 64 y

73 del inicio del experimento.

En eltercer periodo de estudipara el caso d€O, acumulado en la respiraciGse encontré un
ajuste lineal significativatanto para el tratamiento control asi como tamldgénel tratado.
Fueron comparados los coeficientes de regresifia) le ambas rectas, no detectandose
diferencias significativas entre ellos. Por lo tarla respuesta es lineal en ambos casos y fue
ajustada una regresion general para esta valfahlda 4 y Fig.9) correspondiendo al modelo
general:

CO acum= BO + Bl dias.

Tabla 4. CO, acumulado en la respiracion microbiana Coeficientes de regresion linegh),
desvios estandar g (DE(B1), limites inferior y superior de intervalo de confia al 95% (Li

y Ls) para lo, y coeficiente de determinacién®jRpara el control y el tratado con glifosato y
para la recta conjunta. Estacion Experimental ‘Ndario. A. Cassinoni” (EEMAC). Paysandu,
Uruguay (Periodo 2006-2007).

TRATAMIENTOS | b, Desvio r* P>F Limite Limite

Estandar deb inferior | superior
CONTROL 53.92 |8.73 0.95 | 0.0252 | 16.36 91.48
TRATADO 42.22 | 2.92 0.99 | 0.0048 | 29.66 54.79
ECUACION 48.07 | 5.31 0.93] 0.0001 32.08 61.06
GENERAL
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En laTabla 4 se observa que en el tratamiento control comd gatado el ajuste de las rectas
fue significativo. Los intervalos de confianza pdma respectivos coeficientes de regresion
muestran que no existen diferencias significateatse ellos. Por este hecho, fue ajustada una
Gnica recta de regresion con todos los puntosregiene el comportamiento del €&umulado

en el periodo estudiado.

2900 -
2700 -

2500 -

1700 T T T T 1

60 65 70 75 80 DM g5
¢ Control s  Tratado Lineal (Control) ==<=-=Lineal (Tratado)

Respiracion acumulada (mg C-Kg-1 suelo

Figura 9. Valores promedio deCO, acumulado en la respiraciénmicrobiana en el
tratamiento control (C©Qacum = 1429 + 54 DM) y tratado con glifosato ¢G@um = 672 + 42
DM), a partir de la tercera aplicacion del herkac{dia 64 del inicio del experimento), y hasta 16
dias de aplicado (dia 85 del inicio del inicio @slperimento). Estacion Experimental “Dr.
Mario. A. Cassinoni” (EEMAC). Paysandu, Uruguayri{péo 2006-2007).

Andlisis de la las variables microbiologicabiomasa, respiracion microbiana e indices
microbioldgicos: Coeficiente microbiolégico (gM¥;ociente de mineralizacion del C organico

(gMic) y Cociente Metabolico (qCen forma global.

En el estudio déas variables biomasg respiraciéon microbianalos efectos promedio de los
tratamientos y el efecto de la interaccion entegamientos y momento de aplicacion, no
presentaron diferencias significativas (p< 0,52<y0®7; p<0,19 y p<0,24) para biomasa y
respiracion microbiana respectivamente. El efpctonedio del momento de muestreo resultd
estadisticamente significativo pdi@masa(p< 0,0041) yrespiracion microbiangp< 0,0001).
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Los mayores valores de biomasa microbiana prometB68 mg C-Kg suelo seco, se
obtuvieron a los 190 dias de inicio del experimeqnte se corresponde con 126 dias de la tercera
aplicacion. Este valor fue estadisticamente sicatifio y superior que los obtenidos a los 0, 4,
8, 27, 37, 70, 73 y 80 dias de inicio del experitdeRn cuanto a la respiracion microbiana se
concluye que al inicio del experimento y en los douestreos posteriores (dias 0, 4 y 8
respectivamente), se determinaron los mayores reslpromedio, siendo estadisticamente

diferentes de los obtenidos en los demas momeertosuéstreo.

Los valores promedio correspondientes a la vaidlibmasa microbianaen las parcelas
control y tratadas y los valores de dicha variateno promedio de las parcelas control y

tratadas en cada momento de muestreo, se presenkastigs. 10 y 1lrespectivamente.
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Figura 10. Valores promedio del Carbono correspondiente l@dmasa microbiana(mg C-
Kg™ suelo seco) en las parcelas control y tratadaglifosato en los 190 dias. Los dias cero y
190 corresponden al primer y ultimo muestreo (duseate soja) respectivamente. Las flechas
indican las fechas de aplicacién del herbicida (dieo, 27 y 64 del inicio del experimento).
Estacion Experimental “Dr. Mario. A.Cassinoni” (ER@), Paysandu, Uruguay (Periodo 2006-
2007).
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Figura 11. Valores promedio del Carbono correspondiente l@dmasa microbiana(mg C-

Kg™ suelo seco) como promedio de las parcelas coptratadas con glifosato en los 190 dias.
Los dias cero y 190 corresponden al primer y ultimuestreo (cosecha de soja)
respectivamente. Las flechas indican las fechaplieacion del herbicida (dia cero, 27 y 64 del
inicio del experimento). Las letras sobre las mrmnaican si existen diferencias significativas
entre las medias de los tratamientos control yad@t Tratamientos sefialados con la misma letra
no difieren por Tukey al 5%.Estacion Experiment8Ir.“ Mario. A.Cassinoni” (EEMAC),
Paysandu, Uruguay (Periodo 2006-2007).

61



Los valores promedio correspondientes a la variabkpiracion microbianaen las parcelas
control y tratadas y los valores de dicha variatdeno promedio de las parcelas control y
tratadas en cada momento de muestreo, se presenkaskigs. 12 y 13espectivamente.
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Figura 12. Valores promedio del Carbono correspondiente r@dpiracion microbiana (mg
C-Kg™ suelo seco) en las parcelas control y tratadagltifosato en los 190 dias. Los dias cero
y 190 corresponden al primer y Gltimo muestreodcba de soja) respectivamente. Las flechas
indican las fechas de aplicacién del herbicida (dieo, 27 y 64 del inicio del experimento).
Estacion Experimental “Dr. Mario. A.Cassinoni” (ER@), Paysandu, Uruguay (Periodo 2006-
2007).
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Figura 13. Valores promedio del Carbono correspondienteresipiracion microbiana(mg C-
Kg™ suelo seco) como promedio de las parcelas contratadas con glifosato en los 190 dias.
Los dias cero y 190 corresponden al primer y Ultimuestreo (cosecha de soja)
respectivamente. Las flechas indican las fechagptieacion del herbicida (dia cero, 27 y 64 del
inicio del experimento). Las letras sobre las mrmaican si existen diferencias significativas
entre las medias de los tratamientos control yadi@atcon glifosato. Tratamientos sefialados con
la misma letra no difieren por Tukey al 5%. Estadixperimental “Dr. Mario. A. Cassinoni”
(EEMAC). Paysandu, Uruguay (Periodo 2006- 2007).

En relacion a lodndices microbiologicos: Coeficiente microbiologi¢gMic), Cociente de
mineralizacion del carbono organico (M) y Cocertletabdlico (qC@. no se detectaron
diferencias significativas en los efectos de lasatnientos (p< 0,5183, p <0,1898 y p <0,4299
respectivamente) ni en la interaccion tratamiemofecha de muestreo (p<0,9691, p<0,2439 y
p<0,2097 respectivamente). Se observaron diferesgificativas entre las fechas de muestreo
(p <0,0041, p <.0001 y p <0,0147) para gMic, gM3g, respectivament@-igs. 14, 15y 16).
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Figura 14. Valores promedio deCoeficiente microbiol6gico (gMic =C-biomasa microbiana
como porcentaje del C organico total) en las pascebntrol y tratadas con glifosato en los 190
dias. Los dias cero y 190 corresponden al primdiltimo muestreo (cosecha de soja)
respectivamente. Las flechas indican las fechaaptieacién del herbicida (dias: 0, 27 y 64 del
inicio del experimento). Las letras sobre las smmalican si existen diferencias significativas
entre las medias de los tratamientos control yad@t Tratamientos sefialados con la misma letra
no difieren por Tukey al 5%. Estacion Experimerf@at. Mario. A. Cassinoni” (EEMAC).
Paysandu, Uruguay (Periodo 2006-2007).
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Figura 15. Valores promediael Cociente de mineralizacion del carbono organico (qMmg
C-CO; respiracion.C-totdl. 100 en las parcelas control y tratadas con glifosattos 190 dias.
Los dias cero y 190 corresponden al primer y ultimuestreo (cosecha de soja)
respectivamente. Las flechas indican las fechaptieacion del herbicida (dias: 0, 27 y 64 del
inicio del experimento). Las letras sobre lasdmuoorresponden al promedio de los tratamientos
control y tratado. Tratamientos sefialados con lsnmailetra no difieren por Tukey al 5%.
Estacion Experimental “Dr. Mario. A.Cassinoni” (EBX). Paysandu, Uruguay (Periodo 2006-
2007).
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Figura 16. Valores promedi del Cociente Metabélico(qCO, = C-CO,.h't.mg C-biomasa.

en las parcelas control y tratadas con glifosat@3hdias. Los dias cero y 190 csponden al
primer y ultimo muestreo (cosecha de soja) respatiente. Las flechas indican las fecha:
aplicaciéon del herbicida (dia 0, 27 y 64 del inidel experimento). Las letras sobre las be
corresponden al promedio de los tratamientos ck y tratado. Tratamientos sefalados co
misma letra no difieren por Tukey al 5%. Estacioipé&imental “Dr. Mario. A. Cassinon
(EEMAC), Paysandu, Uruguay (Periodo 2-2007).

Andlisis de lasactividades enzimatic: Fosfatasa Acida (FA), Fosfatasa alina (FAL) e

hidrélisis de FDA y lagictividades enzimaticas relatiy

En cuanto a las actividades enzimaticas: Fosfadasda (FA), Fosfatasa Alcalina (FAL)
hidrolisis de FDA y las actividades enzimaticasatighs medidas al inicio y al final d
experimento, en los tratamientos control y tratado gbfosato no se observaron diferenci
significativas en las parcelas control comparaoio kas parcelas tratadas con glifosato ¢
nivel de significacion del 5%. Para su analisis dijjestado un modo que considera el efec
promedio de los tratamientos en todo el periodestedio, el efecto de las fechas de mues
(inicio y final) y la interaccion entre ambos. Sem la fosfatasa alcalina (FAL) no resL
significativa al 5%, se encontr6 unadencia en el promedio de los tratamientos (P>0 )0 E5€

este caso el efecto promedio del control seriargupd del tratad (Anexo 12)
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6.3. Variables glifosato y AMPA

Se incluyen en este item los resultados deviluacion de las concentraciones del glifosato y
AMPAen las muestras de suelo. Estas variables fuerdidaseen 8 momentos del experimento:
0 (inicio del experimento), 64 (inmediatamente deéspde la tercera aplicacion), 70, 73, 80, 94,
154 y 190 dias del inicio del mismBn los momentos cero y 190, las concentraciolees

glifosato y AMPA se determinaron en la totalidaté las parcelas (control y tratadas con el
herbicida) y en los demas momentos (64, 70, 03,98 y 154) solamente en las parcelas

tratadasigura 17 y Anexo 13).

1 _
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ab a b
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OGL|I mAMPA
Dias de Muestreo

Figura 17. Valores promedio de glifosato y AMPA (ppm) es parcelas tratadas con glifosato
en los 190 dias. Los dias cero y 190 corresponidemnaer y ultimo muestreo (cosecha de soja)
respectivamente. La flecha indica la fecha decapion del herbicida (64 del inicio del
experimento, inmediatamente de la tercera aplioacibas letras sobre las barras indican si
existen diferencias significativas entre las medigs los tratamientos control y tratado.
Tratamientos sefialados con la misma letra no difipor Tukey al 5%. Estacion Experimental
“Dr. Mario. A. Cassinoni” (EEMAC). Paysandu, Urgu(Periodo 2006-2007).
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Estas variables fueron analizadas considerandoagelo de Analisis de Varianza con medidas
repetidas en el tiempo, presentando diferenciasfisigtivas entre momentos de medicion en los
niveles de glifosato (p < 0.003) en el dia 64 @emcaplicacion de glifosato), no encontrandose
diferencias en los demas momentos de muestreo nosemiveles de AMPA Anexo 13.
Tampoco se observaron diferencias significativasasrconcentraciones de glifosato y AMPA
en las parcelas control entre el inicio (dia ceyodl final del experimento (dia 190)gbla 5).
Con respecto a las concentraciones de glifosatMiPA en las parcelas control y tratadas a los
190 dias del inicio del ensayo (Ultimo muestreo)sa detectaron diferencias significativas entre

ambos tratamientqd abla 6).

Tabla 5. Valores promedio de glifosato (ppm) y AMPA (ppynyalores de probabilidades al
inicio del experimento (dia 0), y al dia 190 (cdsedae soja), determinados en f[zwcelas
control. Estacion Experimental: “Dr. Mario. A. CassinonEEMAC), Paysandu, Uruguay
(Periodo 2006-2007).

ppm\dia Dia cero| Dia 190

Contro Contro
GLIFOSATO | 0.212 0.030

p=0,02
AMPA 0.142 0.027

p= 0,0009

Tabla 6. Valores promedio de glifosato (ppm) y AMPA (ppm)valores de probabilidades en
el dia 190 (cosecha de soja), determinados empdeselas control y tratadas con glifosato
Estacion Experimental: “Dr. Mario. A. Cassinoni” EMAC), Paysandu, Uruguay (Periodo
2006-2007).

ppm\dia Dia 19Q Dia 190

Control | Tratada
GLIFOSATO | 0.030 | 0.035

p= 0,237
AMPA 0.027 | 0.100
p= 0,130
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Con respecto a leida media del glifosato y AMPdeterminada inmediatamente después de la
tercera aplicacion del herbicida (dia 64) fue delD dias respectivamente; lo que significa que
el 50% de las concentraciones iniciales de glitngaAMPA se detectaron al dia 71 y al dia 74

del inicio del experimento respectivamerffara la determinacion de la vida media de ambos
productos se consideraron las concentracione® Idegla tercera aplicacion del herbicida y

hasta 16 dias después (dia 80 del inicio del axeato) debido a la presencia de muestreos
frecuentes en dicho periodo. Se observa que d@kajaedas recta entre el logaritmo (base 10) de
la concentracion de AMPA vy los dias, a partir déeel@era aplicacion y hasta 16 dias después

presenta un bajo valor dé R\nexos 14y 15).

El promedio generay el Coeficiente de Variaciode la totalidad de las variables medidas (

variables microbiolégicas y de glifosato y AMPAg presentan en &hexo 16.
6.4.- Matriz de correlaciones

No se detectaron correlaciones lineales signifieatal 5% luego de la tercera aplicacion y en
los siguientes 3 muisos entre las variables microbiologicas, lasaaes glifosato y AMPA 'y

las condiciones ambientales.
6.5.- Analisis Multivariado de Componentes Pricipales

Las variables consideradas ermaghlisis multivariado de Componentes Principalealizado a
nivel de parcela fueron: biomasa microbiana, respn microbiana, los indices
microbiolégicos: qC02, gM y gMIC y el glifosato y MPA. Dichas variables fueron
estandarizadas y resumieron la variabilidad tatalie 74,7% en los dos primeros componentes
(CP1: 41,4% y CP2 33,3%}l coeficiente de correlacion cofenétifizee de 0,906 indicando que

el grado de distorsion al pasar de un universoivauiado a un plano fue peque(@nexo 17).

En la Fig. 18 se presenta elbiplot” que corresponde a un grafico donde se presentan
conjuntamente las observaciones (en este cascatasla@s en los diferentes momentos) y las
variables asociadas. Las observaciones se graficanmo puntos ubicados en las coordenadas
de los Componentes Principales (CP), y las vaatdegraficaron como lineas, dondsesitido

de la flechaindica hacia donde crecen sus valores,lgrgitud de laineaindica la importancia

relativa de cada variable.
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Figura 18. Analisis multivariado de Componentes Principd(eB) de la matriz: respiracion
microbiana, biomasa microbiana, Coeficiente de malimacion del Carbono Organico (gM),
Coeficiente microbiologico (Mic), Coeficiente mefdibo (qCQ), glifosato y AMPA,
medidas en las parcelas de los tratamientos contratado en los diferentes momentos. Los
tratamientos se identifican con la letra “C” (colitry “T “(tratado con glifosato), el
subindice corresponde a la parcela y la letra “M’m@mento de muestreo. Estacion
Experimental “Dr. Mario. A. Cassinoni” (EEMAC). Psgndd, Uruguay (Periodo 2006-
2007).

En el caso del Componente Principal 1 (CP1l), lasabkes discriminatorias fueron: el
Coeficiente de mineralizacion del Carbono Orgarfgd): 0,82; el coeficiente metabdlico
(qCQOy): 0,95y la respiracion microbiana: 0,82, las cuales auamen hacia la derecha,
indicando que los puntos en los cuadrantes | ydiven valores mayores de ellas en el CP1.
A la inversa sucedid con las variables: Coefi@enticrobioldgico (gMic), biomasa
microbiana y AMPA.

En el caso del Componente Principal 2 (CP2), lagbies discriminatorias fueron: el gMic:

0,82 y la biomasa microbiana: 0,82 determinandolgsgarcelas con valores mayores de
gMic y biomasa microbiana se encontraron en l@l@antes | y Il (asociadas con valores
positivos del CP2) y las parcelas con valores nesyale AMPA, se encontraron en el

cuadrante IlI.

Las parcelas con valores elevados de AMPA y de gMitomasa microbiana, integraron
grupos diferentes de aquellas parcelas con valites de respiracion microbiana, g0
gM.
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7. DISCUSION

En nuestro pais no existe informacion disponibler@ de los efectos del uso prolongado del
glifosato en diferentes dosis sobre los microosyaas del suelo. En este ensayo se evalu6 el
efecto de dosis sucesivas de glifosato sobre lausmad microbiana por determinaciones del

carbono de la biomasa, la respiracion edafica gtaseenzimas, como las que hidrolizan el

diacetato de fluoresceina, las fosfatasas acidaajire, en un suelo con una larga historia de
control de malezas con glifosato. Ademas se detérai vida media del glifosato y AMPA en

el suelo y sus respectivas curvas de disipacion.

Los tratamientos control y los tratados con 3 apimnes sucesivas de Glifosato Ultra Max
(74%) no presentaron diferencias significativasasrvariables microbiolégicas en la mayoria de
los muestreos realizados cuando se analizaronrerafglobal y por periodo de estudio. Este
hecho podria estar asociado gian similitud existente en las parcelas contrtdatadasdado

que todas ellas tuvieron la misma historia decapiones del herbicida (13 afios de aplicaciones
sucesivas) diferenciandose Unicamente en lasi@ajanes sucesivas realizadas en las parcelas
tratadas. Los efectos del glifosato en la micr@bidel suelo en el largo plazo pudieron haber
producido un impacto mayor que sus efectos enodb cplazo. La totalidad de las
investigaciones realizadas hasta el momento camasaie a las parcelas control sin historia
previa de aplicaciones de glifosato. Otro hecho mueo haber incidido fue kaariabilidad de

los factores ecol6gicosomo el contenido hidrico del suelo, la tempegeaturla actividad
microbiana en respuesta a cambios en la dispatabilde sustrato, y el manejo del suelo previo
a las aplicaciones del pesticida, que pudieron epamar el efecto estimulante o depresivo del
herbicida en estudio. Estos factores pueden ejenegor efecto que el pesticida sobre los
microorganismos del suelo, como lo han sefaladis @utores (Busset d, 2001; Domschet

al, 1983). Segun Webet al. (1993) la humedad del suelo y la temperatura afiedirectamente
varios procesos bioldgicos, incluyendo el metabwdigle la planta y la degradacién microbiana,

y por lo tanto influyen en la biodisponibilidad grgistencia de los quimicos.

La ausencia de diferencias significativas entre logtamientosen la variable respiracion
microbiana estaria de acuerdo con varias investigacioneseji@an que el glifosato es inocuo
para los microorganismos del suelo a dosis recoatenén estudios de campo como son las
dosis utilizadas en la presente investigacion (©Oigd.indwall, 1991; Busset al, 2001) y

cuando es aplicado en el suelo en ensayos de tabor@Busseet al, 2001).
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En contraposicion, altas tasas de aplicaciones, hastrado una estimulacion en la respiracion
microbiana (Haney et al., 2000; Bussteal., 2001) y efectos en los procesos del ciclo de los
nutrientes (Carlise y Trevors, 1986; Mulktral.,1981). Carlise y Trevors (1986), concluyeron
que el glifosato puede estimular o inhibir los manganismos del suelo, dependiendo del tipo de
suelo y de la concentracion del herbicida utilizadtaos trabajos (Hanest al, 2000; Busset

al., 2001; Zabaloy, 2008) sefialan que en las parcelagldosato presentaron valores mayores
de respiracion microbiana en relacion a los testigmediatamente luego de las aplicaciones del
herbicida. El glifosato es un compuesto fuerteprd@mente adsorbido por los componentes del
suelo. Por lo tanto puede afirmarse que su degradacurre de forma inmediata luego de la
aplicacion y esta decrece a medida que disminuye su dispo@dil
Esto explica los resultados obtenidos de variagdest, como los de Sprankde al., 1975 y los

de Haneyet al, (2000). Para Hart y Brookes (1996) estos efertiziales explican la falta de
estimulos en la mineralizacién del C en investigaes en las cuales las determinaciones se
realizaron a partir del séptimo dia. El aumentoi@hide las poblaciones de los microorganismos
luego de la aplicacion de los herbicidas es frelmuéuncb et al, 1985). La microbiota
mineraliza temporariamente los herbicidas utilizdosl como fuente de energia lo cual permite
el aumento de la poblacion. Eberbach (1998) establque las etapas tempranas de la
degradacion del glifosato ocurren casi exclusivamen la fase de la solucion del suelo, por lo
que el C, N y P en la molécula de glifosato podséar rapidamente disponible para los
microorganismos que la degradan (Busseal, 2001). En general estos incrementos iniciales
son seguidos de decrecimientos. Feh@l. (1990) también detectaron una rapida degradacion
inicial del glifosato seguida de una mas lentagle se atribuyé a la accion inicial de los
microorganismos sobre el glifosato libre y postedataque del herbicida adsorbido en el suelo.
Dado que los herbicidas con una relacion C/N <@/l (del glifosato es de 3/1) presentan la
potencialidad de mineralizarse facilmente y queniigoorganismos heterétrofos requieren C y
N para su sobrevivencia y crecimiento, el glifospteede ser el responsable del incremento
inmediato de la actividad microbiana del suelo @ari999; Aradjceet al. 2003), encontraron
mayor produccion de didéxido de carbono en sueltsdos durante 6 afios con glifosato que
aquellos suelos tratados una sola vez. En este leasaplicaciones pudieron haber seleccionado

las poblaciones microbianas capaces de utilizaersicida.
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La ausencia de diferencias significativas entre loatamientosen la variable biomasa
microbiana coincidiria con Hanet al., (2000), los cuales, en un ensayo en laboratorio,
trataron un suelo franco-limoso con glifosato faréntes dosis, alguna de las cuales fue similar
a la utilizada en el presente estudio y encontragumn el glifosato si bien estimul6 la tasa de
mineralizacion no alterd la biomasa microbiana. ao®res atribuyen estos resultados a la baja
sensibilidad de la metodologia utilizada. Liphaeizial, (2005) en un experimento de campo
con diferentes herbicidas y sistemas de laboramesuelo franco limoso, utilizaron glifosato en
una concentracion de 1.12 kg i.a/ha y no encomtraiterencias en la biomasa microbiana
evaluada por la técnica de fumigacién- incubaciben la respiracion inducida por el sustrato
(SIR). La alta variabilidad observada en las deitesimiones de la biomasa microbiana se deberia
a otros factores y no al glifosato. CoincidenteragntVardle y Parkinson (1991) observaron en
experimentos de campo que los tratamientos coasglib no alteraron la biomasa microbiana
cuando el herbicida fue aplicado en parcelas dgdoen dosis recomendadas y Bustal,
(2001), tampoco encontraron cambios en dicha Mariabh el horizonte superior de suelos
forestales. Gomeet al, (2009) evaluaron el efecto de dosis creciengeglifbsato (48%) en un
suelo Vertic Argiudoll (Argentina), en parcelas stga continua, con 11 afios de aplicaciones
sucesivas de glifosato, en la biomasa y la actividatabodlica y en el cociente metabdlico de la
microbiota del suelo bajo condiciones controladaks 4 dias de la aplicacién del herbicida no
se detectaron diferencias significativas entretlagmientos, cowlosis de 0,48 y 0,96 | ia/ha,
mientras que el control (sin historia de glifosath)e significativamente menor en dosis
superiores (1,92 y 3, 84 | ia/ha). Las dosis usaatm aplicadas en el campo son entre 0,96 y
1,92 | de ingrediente activo/ha. Hart y Brooke89@) no encontraron efectos en la biomasa
microbiana, mineralizacion del N o nitrificacion smelos agricolas de Inglaterra luego de 9 afios

de aplicaciones de glifosato.

En relacion a los resultados obtenidos erefpiracion microbiana acumuladaedida luego

de la tercera aplicacion y hasta 16 dias postapbo, no se detectaron diferencias
significativas entre los tratamientos. Sin embargernandez (2007) encontré que a los 20 dias
de la aplicacion del herbicida, el suelo tratadon ghifosato liber6 un 18% mas de €O
acumulado en la respiracion que el suelo testigofuBcion de los resultados enr&spiracion
microbiana acumuladas posible deducir que la mineralizaciéon del Wtum patrén similar a

lo largo del periodo experimental tanto en el aintomo en el tratado con glifosato y que la
degradacion microbiana del herbicida se dio prayabhte mediante un procesocd¢abolismo

y no de cometabolismo.
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En laFig. 9 se puede observar que a medida que aumentafaslal respiracion acumulada
aumenta a la misma tasa, presentandajuste lineal significativdanto para el tratamiento
control asi como también para el tratado. Ercahbolismoel herbicida es degradado en
moléculas menores generando energia por los mgansmos del suelo. Consecuentemente el
namero y la biomasa microbiana aumentan a costasuldtato y este disminuye en forma
considerable. Se puede deducir que la degradatidobiana se llevé a cabo sin una fase de
latencia inicial. La ausencia de la fdag sugiere la rapida biodegradacion de la molécula del
glifosato. Segun Tortstensson, (1985), Sprawtlal, (1975), Strange-Hansest al, 2004 y
Accinelli et al, (2005), la degradacion del glifosato ocurre sisefde latencia y parece ser un
proceso cometabdlico. Ocurre bajo condiciones @0l anaerobias. Una rapida tasa de
degradacion inicial siguiendo por una mas lentanstante tasa de mineralizacion es el tipico
patron de los procesos de degradacion cometabdéctos xenobiodticos. La presencia de
sustratos facilmente degradables estimula la caadnmicrobiana del suelo e incrementa los
procesos cometabdlicos. Sprankleal, (1975) sostienen que la rapida fase de degiadaci
inicial del glifosato puede ser debida a la bioddgrion del glifosato libre, con una fase

posterior mas lenta correspondiente a la degradagbglifosato adsorbido.

En el presente estudio, cuando las variables maldmicas fueron analizadas por periodo de
estudio, se detectardliferencias significativas en la interaccion entratamientos y fechas de
muestreo (p< 0,0189) en las variables: respiraciitrobiana y gMen el tercer periodo. En
este periodo, se observaron adertérgjencias (p<0.10¢n los efectos de tratamiento en dichas
variables. Los mayores valores promedio de respmamicrobiana y qMse detectaron en las
parcelas control en todos los momentos observéntditerencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos en el dia 73, que corremant dias luego de la tercera aplicacion de
glifosato. En las parcelas control se liberé ur8B2mas de COproveniente de la respiracion
microbianavsel tratado. El gM fue de 76,5 mg C-£@-organicd)100 en el controvs 40,5

mg C-CQ. C-organicd)100 en el tratado. Al dia 80 del inicio del expento estas diferencias
en las dos variables microbioldégicas no mostraifarehcias significativas, indicando un efecto
transitorio del herbicida en las variables mediflédg. 12 y Anexo 7).La menor respiracion
microbianay qM detectados en las parcelas tratadadas parcelas control en el dia 73,

concuerda parcialmente con los resultados obsesyaaioFernandez (2007).
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Dicho autor, analizando la actividad respirat@mun suelo Latosol rojo oscuro (San Pablo-

Brasil) tratado con glifosato en una dosis 100 senayor a la dosis recomendada por hectarea,
no observoé diferencias significativas entre losatraentos con herbicida y el testigo que nunca
recibio glifosato hasta los 8 dias luego de lacaplon del herbicida. A partir de ese momento la

respiracion microbiana fue superior en el tratatoi€on herbicida. Esos resultados no coinciden
con la mayor parte de las investigaciones en laksuos efectos del herbicida en las variables
microbiolbgicas tienen lugar enseguida de las apilnes del herbicida.

La menor respiracion microbiana encontrada podrilbugrse a las acumulaciones de AMPA en
el suelo en el dia 70 del inicio del experimentstok resultados coinciden con lo observado en
el Analisis de Componentes Principalkes el cual las parcelas tratadas con glifosato TRly

T3) en el momento 70 del inicio del experimento (Y)lestan asociadas a los mayores valores
de AMPA (ig. 17 y Anexo 12 Como se menciond anteriormente, el principalaim@ito de
degradacion del glifosato es el AMPA. Taiwo y O%897 y otros autores sostienen que en
ocasiones las poblaciones microbianas a pesarrdelsentes a los herbicidas aplicados son
susceptibles a los productos resultantes de laraodi®n suelo-herbicida liberados
posteriormente. Junto a este metabolito se lilaglamas el acido glioxilico, que por su
composicion quimica no es una molécula toxica famctividad microbiana del suelo. Segun
Roberts (1998), dicha molécula es degradada a 8@ embargo, para que dicha transformacion
guimica ocurra, es necesario que el proceso dearid del acido glioxilico ocurra, y para esto
se debe consumir oxigeno en su degradacion. T¢p®) supone que elevados niveles de
acido glioxilico en el suelo, consumen altos nisele oxigeno para su degradacion. El oxigeno
utilizado en esta reaccion quimica, puede serratostpara los microorganismos del suelo. Este
hecho reduciria el C-biomasa y consecuentemente aaividades intracelulares
(deshidrogenasa), y sus actividades extracelulémesasa, beta glucosidasa, fosfatasa y
arilsulfatasa). Por lo tanto, la carencia de oxdggune ocurriria por la oxidacion del acido
glioxilico podria ser responsable de la disminucilin las propiedades bioldgicas del suelo
durante el periodo de incubacion luego de la adlid&l glifosato. EAnalisis multivariado de los
componentes principalesealizado en esta investigacion concuerda con kncionado
anteriormente donde se concluye que la parcelae2fupl tratada con glifosato, en todos los
momentos de evaluacion graficados, presentd menoreles de AMPA y mayores valores de
respiracion microbiana, de gM y de g&IBig.18y Anexo 1§ . Dicha parcela en el momento de
evaluacion 9 (luego de la tercera aplicacion di®ggito), present6 valores pequefios de AMPA

asociados a los residuos remanentes de las aphescanteriores.
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Al dia 80, el tratamiento control y tratado corfagato no mostraron diferencias significativas,
indicando un efecto transitorio del herbicida envéiable medida. Este efecto temporario
detectado coincide con los observados en variassiipaciones (Gomezt al.; Fernandez,

2007; Haneet al, 2002) que sostienen que en pocos dias se retdasacondiciones originales.

Weaver, et al., (2007) encontraron en un estudio en un suelo dsidipi que el glifosato
aplicado a dosis de campo y mayores a dosis de acargducen pequefios y transitorios

cambios (menores a 7 dias) en la comunidad miaraldal suelo.

Otro resultado que surge de la presente invesfigadalizada es quel efecto promedio del
momento de muestreo resultd estadisticamente isgfivb para biomasa (p< 0,0041) y
respiracion microbiana(p< 0,0001) cuando las variables se analizarorioena global. La
respiracion microbiana presenté los mayores redopromedio al inicio del experimento, en
los dos muestreos posteriorgglias 0, 4 y 8 respectivamente) y al dia 190, dsien
estadisticamente diferentes de los obtenidos emnldosas momentos de muestreo cuando las
variables microbioldgicas se analizaron en fornudball (Figs 11y 13). Esto esta de acuerdo con
lo observado en ehnalisis multivariado de componentes principalealizado en este estudio
en el cual las parcelas, al inicio del experimef@@M0, C3M0 y T2MO0), se encontraron
agrupadas en la grafica dentro del primer cuadrasteciadas con los valores mas elevados de
gM, respiracion microbiana y qGQ/ con valores menores de biomasa microbiana, gMic
AMPA (Fig. 18 y Anexo 18)Ademaslos mayores valores de biomasa microbiana promedio:
1868 mg C-Kg suelo seco, se obtuvieron a los 190 diasinicio del experimento que se
corresponde con 126 dias de la ultima aplicacioando se analizaron las variables
microbioldgicas en forma global. Este valor fumdssticamente significativo y superior que los
obtenidos a los 0, 4, 8, 27, 37, 70, 73 y 80 d&aicio del experimentoF{g. 11). Por otro
lado, en el primer periodo de estudio y en el terse encontrarotendencias en los valores
promedio por fecha de muestreo (p< 0.064B) las variables microbiologicas: respiracion

microbiana y qM cuando éstas se analizaron poogeide estudioAnexo 7).

El cociente metabdlico, gGQtampoco presento diferencias significativas emtsetlatamientos,
aungue en el Andlisis de Componentes Principaléeteetaron los mayores valores al inicio del
experimento, en ausencia de las 3 aplicacionebaibicida. Gomezt al (2009), observaron
incremento en la respiracion diaria por unidad menbsa luego de la aplicacién de elevadas

dosis de glifosato.
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Dichos autores evaluaron el efecto de dosis crexgete glifosato en la biomasa y la actividad
metabdlica y en el cociente metabdlico de la miotabdel suelo bajo condiciones controladas.
En un experimento, se aplicé una formulacion comakde glifosato (48%), en un suelo Vertic
Argiudoll (Argentina), ubicado en bandejas, en sal 0,48; 0,96; 1,92 y 3,84 | ia’ha. Las dosis
usualmente aplicadas en el campo son entre 0,982yl 1a/ha. Los tratados y el control fueron
incubados a 25°C y 75% de capacidad de campo. Ldegby 45 dias de la aplicaciéon del
glifosato, fueron determinados: la biomasa micnobjarespiracion microbiana, cociente
metabolico (qCQ) y la actividad deshidrogenasa. La biomasa miargb al dia 4 de la
incubacion no difirid  significativamente entreceintrol y las dosis de 0,48 y 0,96 |, mientras
gue fue significativamente menor en las mayoregsdbaego de 45 dias la biomasa microbiana,
en la dosis de 3,84 | fue significativamente megae el control. La respiracibn mostrd
diferencias significativas durante el periodo @enpo pero no entre dosis. Se encontraron
diferencias significativas en el gg@ntre dosis en los dos periodos de incubaciomayores
valores promedio en el tratamiento tratado versusomtrol. La actividad deshidrogenasa fue
significativamente mayor en los tratamientos coifogato que en el control al inicio de la
incubacion. Las variables analizadas mostrarorfegtainicial inhibitorio que afecto las células
microbianas. Sin embargo este efecto fue tempardbsis equivalentes o mayores que las dosis
utilizadas en el campo. Varios autores (Ander2003.; Melerogt al; 2006) han propuesto el
empleo de indices, como el cociente metabdlico actavidad metabdlica especifica (referida
por unidad de carbono de la biomasa) como indiesddel impacto ambiental ya que una
mayor actividad respiratoria por unidad de biomasearobiana en las parcelas tratadas se
corresponderia con una mayor energia de mantenomequerida por los microorganismos bajo
condiciones de estrés ocasionadas por el glifosato.

Lasactividades enziméaticas de hidrolisis del FDAfdtassa acida y fosfatasa alcalinanedidas
al inicio y al final del ensayo no presentaron wifecias significativas entre los tratamientos
(Anexo 12) Si bien la fosfatasa alcalina no resultdé sigatiiva al 5%, se encontrarian
diferencias a un nivel de significacion levemesu@erior (nivel de significacién del 10%) ya
que P > F = 0.0758. En este caso el efecto pronsslicontrol seria superior al del tratado.
Existen referencias de incrementos temporariosaemctividad de la microbiota del suelo
(Wardle y Parkinson, 1990; Haney al, 2000; Busset al.,2001; Araujoet al, 2003) para el
caso de aquellos herbicidas con potencial de rapidaralizacién y posibles de ser utilizados
como fuente de C, P y N para el crecimiento degmhes de bacterias gram positivas y gram
negativas, como es el caso del glifosato. Como seciond anteriormente, los efectos del
glifosato son transitorios y tienen lugar durantegrimeros dias luego de las aplicaciones.
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La ausencia de diferencias significativas entreraismientos control y tratado con el herbicida
en la enzima FDA correspondiente al ensayo, patfitierse al periodo de tiempo prolongado
(6 meses) entre las determinaciones (al inicioedperimento y en la cosecha de soja) dado a
que los efectos del herbicida en las actividadesmgtticas se dan en gral los primeros dias
posteriores a las aplicaciones de glifosato. Enestudio realizado por Zabaloy (2008), se
seleccionaron tres suelos de la Pampa Argentinatstos a repetidas aplicaciones de glifosato.
Los suelos fueron un Petrocalcic Paleustol, un dyugiudoll y un Typic Haplaustoll, los
cuales se obtuvieron de parcelas con laboreo maoluca aplicacion de glifosato en una dosis
diez veces mayor a la recomendada por hectared,gho a efectos de corto plazo en algunas

actividades enzimaticas (respiracion inducida psustrato, FDA y actividad deshidrogenasa).

En general, se observaron incrementos de las rizacteeterétrofas aerobias, la respiracion
inducida por el sustrato dentro de la primera semduego de la aplicacion del glifosato. La
actividad deshidrogenasa no mostr6 cambios consestalebido a la aplicacion del glifosato,
mientras que la FDA tuvo una reduccion del 14% eractividad enzimética en las parcelas
tratadassslos controles a los 7 dias de la aplicacion dddibigla.

Andrea et al, 2003, encontraron diferencias significativas anattividad deshidrogenasa
enseguida de realizada la segunda aplicacion flesafio, mostrando que el herbicida puede
estimular los procesos oxidativos del suelo, sithango dos meses luego de la aplicacion de
glifosato, no se detectaron diferencias significeti en la cantidad de formazan,
independientemente del nimero de aplicaciones,(3,y24) , demostrando que el efecto del
herbicida en la actividad enzimatica es transifdooque fue demostrado también para otros
pesticidas. Parece ser que el glifosato o sus ptoslde degradacion practicamente no afectaron
la actividad de esta enzima en el suelo estudi&dmnino y Gianfreda (2001) detectaron

diferentes respuestas de varias enzimas de diésrentlos tratados con glifosato.

La tendencia observada en la fosfatasa alcalina puglicarse por la investigacion llevada a
cabo por Tejada (2009). El mismo, realizé undistuen Espafia sobre la degradacién y los
efectos en los parametros biolégicos en dos sudlggic Haploxeralf (arenoso) y Vertic
Chomoxerert (arcilloso) luego de la aplicaciongtiéosato, diflufenican (herbicida pre y post
emergente utilizado en el control selectivo deexad de hoja ancha) vy glifosato + diflufenican,
en condiciones de laboratorio. Las actividadesigiohs determinadas fueron el C de la biomasa
microbiana, las actividades fosfatasa alcalina,asae beta glucosidasa, arylsulfatasa y

deshidrogenasa.
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Las variables microbioldgicas se determinarordies: O, 1, 5, 10, 15, 30, 60, 120 y 180. Todas
las variables medidas decrecieron a través debgmerexperimental con respecto al suelo
control (sin historia de aplicaciones de herbididas disminucién fue mayor en el suelo
arenoso que en el arcilloso debido a que el glifosa encuentra en mayores concentraciones en
la solucion del suelo produciendo mayores efectoka enicrobiota. Ademas, el decrecimiento
de las variables microbiologicas fue mayor enuels incubado con glifosato + diflufenican,
siguiendo con los tratamientos de diflufenican lifogato, teniendo los mayores valores de
actividades enzimaticas en el tratamiento cont@ancluyé que aplicacion del glifosato en
mezcla con el diflufenican (herbicida), en ambaa@si incremento la persistencia individual de
cada herbicida e incremento los efectos toxicosnaleos herbicidas en la actividad bioldgica del

suelo.

Los resultados obtenidos engéifosato y AMPArevelaron que laida media del glifosato y del
AMPAmedida inmediatamente después de la tercera aplicdel herbicida (dia 64) fue de 7'y
10 dias respectivamenf{énexos 14 y 15)Esto significa que el 50% de las concentraciones
iniciales de glifosato y AMPA se detectaron al dlay al dia 74 del inicio del experimento
respectivamentesegun los resultados del presente estudio, elsglib y AMPA presentan una
rapida degradacion microbiana en este suelo.Erstudie realizado por Koolst al., (2005),
contrariamente a la hipétesis planteada por ellescontraron una rapida degradacién del
glifosato en suelos contaminados con metales psspoesentando una vida media del herbicida
que varié entre 5 y 23 dias. Dichas tasas de dagraddel glifosato parecen ser consistentes
con la literatura (Cheadt al., 1998; Eberbach, 1998). Lo observado en la presewntstigacion
puede estar parcialmente explicado por la adaptanicrobiol6gica producida durante los 13
afios de aplicaciones de glifosato (3 a 4 aplicasiosnuales). La vida media del glifosato
depende principalmente de la actividad microbiagano de la descomposicion quimica o
fotodescomposicion (Carlise and Trevors, 1988). tesmultados obtenidos concuerdan con los
seflalados por otros autores en otros pesticidassqunedegradados principalmente por la
actividad microbiana del suelo al igual que elag&to, como sucede con el aldicarb. Bromilow
et al.,(1996) realizando aplicaciones anuales de masmsticidas (aldicarb, chlorfenvinphos,
carbendazim, triadimefén y glifosato), durante naess 20 afios en cebada de primavera
encontraron para elaso del aldicarb (insecticida carbamato aplicdduelo), que a diferencia
de los demas pesticidas examinados (chlorfenvinpleabendazim, triadimefén), su
degradacion en el suelo estuvo fuertemente infladacpor la historia de los tratamientos
recibidos. La transformacion inicial de este ing#td mediante procesos quimicos de oxidacion

se dio rapidamente independientemente de la lastierlos tratamientos.
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Sin embargo la degradacion microbiana responsabldasl demas transformaciones de la
molécula, fue 18 veces mas rapida en aquellazlparde suelo que recibieron aplicaciones
repetidas con este carbamato comparado con ssieldsstoria de aplicaciones. Este hecho
lleva a deducir que los procesos de adaptacionobiama son duraderos y permanecen en el
tiempo. Por otro lado, es de destacar que la brielemedia del glifosato y de su metabolito de
degradacion pueden explicarse ademas pardadiciones favorables de temperatura de suelo y
de agua disponiblen los dias posteriores a la tercera aplicacidnpgeatura media entre 28 y

30°C y entre un 50 y 100% de agua disponible apracamente) favorables para la degradacion

microbiana Figs. 7y 8y Anexo 6).

La ausencia decorrelaciones lineales significativas al 5iego de la tercera aplicacion y en
los siguientes 3 muisos entre las variables microbioldgicas, lasaes glifosato y AMPA y
las condiciones ambientales podria explicarseepbajo nimero de observaciones considerado
y las grandes variaciones en el agua disponibkd soelo en los 7cm superiores del suelo en el
periodo estudiado. Segun Alliegd al,, (2006), el comportamiento de los pesticidas gesitino

en el ambiente, dependen de las propiedades fisitsiso-quimicas del pesticida, pero también
dependen de las variables fisicas, como son laaenpa y el contenido de agua. Como
indicaron Cuppleset al, (2000), cuando la actividad biolégica esta ioeohda en la
degradacion de los pesticidas, se observa freauente una temperatura 6ptima, mientras que
los mecanismos fisico-quimicos, generalmente exibenincremento exponencial con la
temperatura. Dicha temperatura Optima varia seg8nmicroorganismos involucrados (Mc
Donald et al, 2005) y de los pesticidas (Dakhadl al, 2001). La temperatura es el principal
factor que controla los procesos de degradacidiichig abidtica (Alliettoget al, 2008). Segun
Rampoldi (2008), con bajos contenidos de aguastlaidad microbiana en general se enlentece,
resultando en una mayor persistencia de los peasi¢Alleto,et al, 2006). Por otro lado, bajos
contenidos de agua pueden reducir la difusién depksticidas e incrementar el tiempo de
contacto entre el pesticida y los componentes wElbsaumentando la fraccidén del pesticida no
disponible para los microorganismos debido a l@mitsn (Cox y Walker, 1999).

Por otra parte, se podria deducir que la breve widdia del glifosato y AMPA detectadas en
este estudio podria estar explicada por &svados contenidos de materia organica
caracteristicos de estos suelos, asociado a unarmatividad biolégica. Segun Torstesson
(1985), ciertos suelos presentan una capacidaaiéspeen degradar el glifosato, que depende
de la presencia natural de la poblacion microbigna produce las enzimas necesarias para

catalizar la degradacion del herbicida.
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Los suelos con altos contenidos de materia organinaralizaron el glifosato mas rapidamente
inicialmente que los suelos con menor carbono @cgamosiblemente debido a una mayor
biomasa microbiana. La rapida disipacion del gldosn un suelo sin laboreo se debe a una
activa y diversa comunidad microbiana unida a ureyan abundancia de sustratos carbonados
disponibles En sistemas de laboreo conservacionista la minacabn del glifosato es muy alta
(Haney, 2000).

Otro factor que podria explicar la breve vida medé& herbicida y su metabolito son las
abundantes precipitaciones existentes que diegar & excesos de agua en los 7cm superiores
del suelo (profundidad de muestreo) antes o luegealizadas las aplicaciones pudiendo haber
transportado verticalmente los compuestos a hotemmmas profundosuera del area de
muestreo(/Anexo 6). La vida media y la persistencia del glifosatolasolucion del suelo es
mayor en experiencias de laboratorio que en el oadgbido a la ausencia de procesos de
lavado (Tejada, 2009). Veigat al, (2001), determinaron los residuos de glifosafdMPA en

un suelo forestal en el noroeste de Espafa tratado5 y 8 I/ha de glifosato. El suelo se
muestred en dos profundidades: de 0-20cm y de Z&cm en varios momentos luego de las
aplicaciones del herbicida. Se encontro una althilidad vertical del glifosato y AMPA en el
suelo tratado, enriqueciendo rapidamente con at@ascentraciones a los horizontes
subsuperficiales donde la degradacién es menoo &stexplica por la alta solubilidad del
glifosato que permite su migracion en la soluciégmt¢ con la porosidad y moderada
permeabilidad del suelo tratado y las precipitaesodurante el periodo estudiado. Por otra parte,
es sabido que el laboreo conservacionista resultaneaumento de la infiltracion del agua.
Peruzzo et al., (2009) sefalaron que los eventos de lluvia (65mmé¢gan un notable rol
transportando el glifosato presente en el suatai@ado a su elevada solubilidad en agua. El
glifosato también puede ser transportado unido aeral suspendido; dicho transporte fue
posible durante algunos eventos de tormenta quei@@n en el periodo monitoreado. La
variabilidad en la humedad y en la temperaturardaral periodo de monitoreo pudo resultar en
variaciones en la descomposicion y la movilidadgliébsato y AMPA. La mayor concentracion
de glifosato y AMPA en el horizonte subsuperficiglodria explicarse no solamente a la
movilidad del herbicida en la solucion del suelnostambién a ladiferencia de actividad
bioldgica entre los dos horizontelsa mayor actividad microbiana en el horizonte sfigal
causa una degradacion mas rapida en esa profundidad
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Esta situacion muestra la importancia de la exiséede un horizonte rico en materia organica,
con una actividad bioldgica que promueve la desosiofon del herbicida, con la suficiente
profundidad para permitir su metabolizacion ante#lefar a horizontes de suelo mas profundos

0 a aguas subterraneas, donde los procesos deldegrason mas lentos.

La mayor vida media detectada en el metabolito AMBAel glifosato concuerda con lo
observado por varios autores. De modo general,césido que la vida media del glifosato es
menor que la del AMPA, lo que explicaria la deténaile acumulaciones de AMPA en suelos
con elevadas dosis de ese herbicida (Boemal, 2008). Torstensson (1985) encontré una
degradacion mas lenta del AMRAle del glifosato en algunas instancias, reflejamaduerte
enlace con las particulas de sueléraujo et al, (2003), detectaron mayores cantidades de
AMPA en suelos agricolas tratados varias vecesglifoeato que en suelos tratados una sola
vez, lo que muestra que el AMPA puede ser acuroutadel suelo y es mas persistente que el
glifosato. Segun Kjaer (1999) el AMPA fue detectadcaiio después de la aplicacion, indicando
una menor liberacion y una capacidad de degraddicidtada dentro de un suelo agricola de

Dinamarca.

La persistencia del glifosato y AMR el suelo Brunosol edtrico correspondiente shyo fue
mayor a 126 dias (dias entre la tercera aplicadéh herbicida y ultimo muestreo,
correspondiente a la cosecha de la soja) en lazlpartratadas y mayor a 190 dias en las
parcelas control. Con respecto a las concentragidedalifosato y AMPA al inicio del ensayo y
en el ultimo muestreo (dia 190) determinadas epdaselas control, no se detectaron diferencias
significativas Tabla 5). Si bien a los 190 dias aun se detectaron coraémbes de glifosato y
AMPA en suelo en las parcelas control y tratadasse observaron diferencias significativas
entre los tratamientos en ninguno de los compud$taida 6). Uno de los efectos ambientales
mas importantes en el uso de los pesticidas gelagistencia en el suelo ya que mientras mas
persistente sea, mayor sera la probabilidad ddagueesiduos afecten la microflora del suelo y
se incorporen a cadenas troficas que pueden tarerinel hombre y mayor sera la probabilidad
de que aplicaciones sucesivas lo lleven a acuneulasta alcanzar niveles toxicos (CONAMA,
2001; Téllez, 2002). Ladsorcion de los pesticidan el suelo juega un rol fundamental en su
destino debido a que este hecho condiciona surgmie@sen la solucion del suelo y por lo tanto su
disponibilidad para una posible degradacion miediy/o disipacion en el ambiente (Al Rabaj
y Schiavon, 2005).
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Segun Braja y Alfonso, 200%sta fuerte adsorcion se opone a su degradagde es
esencialmente de naturaleza bioldgica y puede wigar la persistencias relativamente largas.
Veigaet al., (2001) y Calderdn (2005), concluyeron que la gézsacia del glifosato en el suelo
depende detontenido de arcillaLos altos contenidos de arcilla incrementarotiegzhpo de
degradacion del glifosato posiblemente debido @tgso de adsorcion de esta molécula organica
con las arcillas con iones metalicos (Pessagmnal, 2008). La persistencia del glifosato y
AMPA en el presente estudio podria asociarse duarte adsorcion de los compuestos debido a
la predominancia de minerales dominantes de tidg @: sea de carga mayoritariamente
permanente como son la montmorillonita e illitaoa €levados tenores de materia organica en
estos suelos y a la acidez del suelo (pH 5,5). &ldry Schiavon (2005), realizaron un estudio
sobre la adsorcién del glifosato en 3 suelos algigo@presentativos de una regién francesa: un
suelo limo-arcilloso, pH: 6,3, un suelo arcillo-bso, pH: 7.9 y un suelo areno-limoso, pH: 5,1.
Dichos autores encontraron que el incremento dalgkbs suelos provoca una fuerte reduccion
de la adsorcion del glifosato. Sin embargo, suigterscia depende de la adsorcién pero también
de las condiciones ambientales presentes (predipites, temperatura, actividad microbiana,
etc). La composicion del suelo, el porcentaje déersorganica, el nivel de nutrientes y los
niveles de humedad son importantes reguladores @etividad degradativa (Douglas, al,
1991). La moderada persistencia del glifosato y AVE#h este estudio podria deberse a las
condiciones anaerobias casi permanentes presentes & cm de suelo desde el 20/02/07 al
2/05/07. El exceso de agua puede reducir la dibpmtaid de oxigeno para los microorganismos

y por lo tanto decreceria la degradacion de lospemstos xenobidticos (Kruget al,, 1993).

Tejada (2009) concluyé que la aplicacion del gifos en mezcla con un herbicida
(diflufenican), en un suelo arenoso y otro arcdlasicremento la persistencia individual de cada
herbicida e incrementd los efectos toxicos de anttmwbicidas en la actividad bioldgica del
suelo. En el presente se realizaron aplicaciosesdos fitosanitarios, ademas del glifosato, en
las parcelas control y tratadas como son los icsdas: Metoxifenocide, Endosulfan,
Cipermetrina; en los meses de enero y febrero (¥ pudiendo haber incrementado la

persistencia del glifosatdébla 3).

Otro resultado relevante que surge de la preseméstigacion son los incrementos de glifosato
luego de la tercera aplicacion (dias 73 y 80 deidndel experimentofTablas 5 y 6).Estas

concentraciones no son explicadas por las aplicasidel herbicida realizadas en el cultivo.
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También se observaron incrementos de AMPA enalbscon concentraciones mayores a las
esperadas provenientes de la degradacion del aglifceen los dias 70, 80 y 94 del inicio del
experimento. Las concentraciones de glifosato y AM#h el ensayo presentaron elevados
coeficientes de variacion (114 y 144 % respectivée)do que refleja la gran variabilidad dada
en condiciones de camgAnexo 17) En el estudio in vitro realizado por Tejada (@08onde
determinaron las concentraciones de glifosato exuedb luego de una aplicacion del herbicida,
en ausencia de cultivos, se observé una disminueidriorma constante con el tiempo en
ausencia de incrementos en las concentracionegllesdcompuestos como lo sucedido en el
presente ensayo. La degradacion microbiana demwiacula de glifosato produce una
molécula de AMPAFigura 5). A pesar que el glifosato no esta recomendado paaplicacion
directa en el suelo, una cantidad significativedauenriquecer al mismo a través de varios
mecanismos. Durante la estacion temprana del cietiondel cultivo, por aplicaciones foliares
de pre-emergencia (Haney al, 2000), lavado foliar del herbicida y/o de sudahelitos de
degradacion, contaminacion indirecta de la derelgpcbducto (Ellis y Griffin, 2002), exudacion
radicular o muerte y descomposicion de los residiemsas plantas tratadas (Laitinest, al.,
2007).
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8. CONCLUSIONES

« Las sucesivas aplicaciones de glifosato Ultra Maxelecultivo de soja a dosis recomendada
de campo (1,6 I/ha) resultaron en cambios pequefiosansitorios en las variables
microbiolégicas evaluadas por el carbono de lanbga microbiana, la respiracion edafica y las
actividades fosfatasa acida, alcalina y FDA. Hxieh diferencias significativas en el efecto
promedio del momento en que se realiz6 el muestr@®.variaciones observadas estuvieron
mas relacionadas a cambios estacionales (humeslagetatura, rastrojos) que al efecto del
herbicida. Esto pudo deberse fundamentalmente grém similitud existente en las parcelas
tratadas y control debido a que todas estuvieroreidas a 13 afios de aplicaciones de glifosato,
diferenciandose Unicamente en las 3 aplicacionessstas realizadas en las parcelas tratadas.
El tratamiento control sin historia de glifosato, se incluyé en este estudio ya que el objetivo

fue trabajar en sistemas de agricultura continusieanbra directa, instalados durante 13 afios.

» La respiracion microbiana y el cociente de mineealion del carbono organico (gM) fueron
afectados significativamente en el dia 73 del inael experimento, que corresponde a 9 dias
luego de la tercera aplicacion de glifosato. Ere$gpiracion microbiana (p< 0,0189), se liberé un
52,8% més de CQen el control versus el tratado, obteniendo 354GM, Kg* suelo seco y
187 mg COKg™’ de suelo seco respectivamente. El gM, (p< @DpBsentd un valor de 76,5
mg C-CQ. C-organicd)100 en el control versus 40,5 mg C-CQ-organicd)100 en el
tratado. Al dia 80, los tratamientos control yddat con glifosato no mostraron diferencias
significativas en ninguna de las dos variables ohici6gicas mencionadas indicando un efecto
transitorio del herbicida sobre dichas variabldsdiportamiento de la respiracion microbiana
y del gM se puede explicar por los niveles de AM*ésentes en el suelo en el dia 70 del inicio

del experimento.

» Si bien las correlaciones lineales calculadasduedg la tercera aplicacibon no mostraron
diferencias estadisticamente significativas erdseparcelas controles y las tratadas, el analisis
de los componentes principales evidenci6 valorpsrsares de la respiracion edafica y del gM a
medida que disminuye la concentracion de AMPA euelo. Estos datos confirman resultados
de la bibliografia relacionados a efectos deprasda la degradacién del glifosato en AMPA y

glioxilato sobre la microbiota del suelo.

El alto consumo de £requerido en la degradacion de este ultimo, exphcdisminucion en

actividad biologica.
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Las actividades enzimaticas analizadas, relacianadactividades hidroliticas generales y al
ciclo del fosforo (fosfatasas) no fueron afectaoaslas aplicaciones repetidas del herbicida. Su
determinacion fue realizada al inicio y al final dgperimento, circunstancia que pudo no haber
coincidido con los momentos de mayor efecto ddbibieta y su derivado sobre la microbiota del
suelo. Si bien la fosfatasa alcalina no resutjaiscativa al 5%, se encontré una tendencia en el
promedio de los tratamientos (P>0,0758). En est® e&h efecto promedio del control seria

superior al del tratado

Si bien los andlisis de varianza no mostrarongeneral diferencias significativas entre
tratamientos, el analisis de componentes princspalestrd valores superiores de respiracion

microbiana, gM y qC®en las parcelas al inicio del experimento.

La vida media del glifosato y de su derivado, elPMcalculada en el suelo Argiudol Tipico fue
de 7 y 10 dias, respectivamente. Este breve pertoafirma datos de la bibliografiay se puede
explicar por la presencia de una activa poblacidarahiana capaz de degradar al herbicida y a
su derivado (AMPA) producto de la seleccién prodaaiurante los 13 afios de aplicaciones del
herbicida. EIl elevado tenor de materia organieaiacteristico de estos suelos asociado a una
importante actividad biolégica y las condicionesbantales (temperatura del suelo y agua
disponible) favorables para la degradacién micrdidurante el periodo de estudio pueden
también explicar los valores de vida media. Otralieacibn a estos resultados pueden
encontrarse en las abundantes precipitacionesugdas antes o luego de las aplicaciones que
pudieron trasladar en forma vertical al herbicidauymetabolito a horizontes inferiores, por

debajo de la profundidad de muestreo (7cm)

Residuos de glifosato y AMPA fueron detectadoslesuelo 190 dias luego de las aplicaciones
realizadas en las parcelas control (momento dedaaha de la soja), hecho que puede asociarse
a la acidez del suelo, presencia de elevadosdsmte arcillas (montmorillonita e illita) y
materia organica que adsorben el herbicida afecteEndegradacion por la microbiota del suelo

e incrementando la persistencia. Otro factor qugaber incidido en la moderada persistencia
del glifosato y AMPA fueron las aplicaciones desddaticidas realizadas en el ensayo
aumentando los efectos toxicos del glifosato sti@enicroorganismos del suelo.

Ademas de las variables microbioldgicas clasicatuedas en este estudio, surge la necesidad
de incorporar la evaluacibn de poblaciones mienvds especificas (fijadores de;, N
nitrificantes, etc.) y aquellas no cultivables, diaate la evaluacion de la biodiversidad
microbiana ya que el glifosato actia como agentetEcion en la microbiota del suelo.
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e Se concluye finalmente, que es necesario respaidsis recomendadas del glifosato en los
distintos sistemas de manejo del suelo y en Idopmdimitar sus aplicaciones a lo estrictamente

necesario, para no alterar la microbiota del suelo.
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10. ANEXOS

ANEXO 1.- Sistemas de produccion del cultivo de soja en aguay

Tres sistemas de produccion en los que se desarrolla la soja.

ROTACIONES CULTIVOS - PRADERAS

1a3 ANOS 3 o4 ANOS
Cultivos agricolas Praderas Plurianuales
. AGRICULTU!RA CONTINUA .
ANO 1 ANO 2 ANO 3

INVIERNO

BARBECHO

INVIERNO | VERANO

VERA
INVIERNO NO

Y o Maiz 17

NOTA: CI=cultivo de invierno (trigo. cebada)

SOJA CONTINUA
ANO 1 ANO 2
INVIERNO VERANC| INVIERNOD VERANO
EI.ARBECHG SOJA EIA.RBECHO SOJA *

Fuente: Blum, 2008

108



ANEXO 2.- Ciclo del cultivo de soja

Ciclo del cultivo de soja en la escala de Fehr v Caviness.

¥e V1iVa.. V5.. R1 R3 R4 RS R6 RB
HOJAS /NUDOS
FLORES
VAINAS y GRANCS

CRECIMIENTO DE GHAHD%

Referencia: Ve: emergencia; V. estados vegetativos; R1: conuenzo de la
floracion: R3: comienzo de la fructificacion; R4: plena floracion: RS5: conuenzo de
llenado de granos; R6: pleno llenado; R8: plena madurez.

Fuente: Kantolic y Satorre, 2004.
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ANEXO 3.- Manejo del glifosato en el cultivo de soja

Secuencia de practicas para sembrar soja después de una pradera.

Bcho Bcho

cosecha

Ab May Jun Jul Ag Set Oct ‘Nov Dic Ene Feb Mar Ab May

Secuencia de practicas para sembrar soja despueés soja (barbecho
largo).

glifosato glifosato glifosato lifosato __, glifosato

- BRARE IR

'I
ﬂﬁ" Snjai“iﬁ' BARBECHO  |." ‘7" .o.a A ?ﬂ%u
cosecha siembra osecha

Ab May Jun Jul Ag Set Oct Nov Dic Ene Feb Mar Ab May

Secuencia de practicas para sembrar soja después de un cultivo de
invierno.

:%;ﬁﬁﬁ)‘“ﬂ Wi, "z,éi

siembra siembra

Ab Ma‘_-,r Jun Jul Ag Set Dd Nmr Dic Ene Feb Mar Ab May

Fuente: Blum, 2008
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ANEXO 4.- Propiedades fisico-quimicas del glifosato

El Glifosato es una solucion liquida, clara, viscgsde color ambarino; normalmente tiene un
pH de 4,4 a 4,9 y peso especifico de 1,17. Peansate inoloro o con un ligero olor a amina;

tiene un peso molecular de 169,08 y un punto dérfude 200°C.

El Glifosato presenta ualto valor del coeficiente de particion carbono organico/agua (K9c
Este coeficiente es una medida de la tendenciandeompuesto organico a ser adsorbido
(retenido) por los suelos o sedimentos. Segun A(E$94), la adsorcidn de un contaminante se
define como la atraccién de particulas sobre uparfigie de un sélido. El fendmeno inverso de
la adsorcion es la desorcion. La absorcion, par #do es la incorporacion de la particula
dentro de la estructura fisica del solido. El Kecespecifico para cada plaguicida y sumamente
independiente de las propiedades del suelo. Esglib presenta un elevado lo que indica que

una escasa cantidad del glifosato es transportacia b las aguas superficiales o a los acuiferos.

El coeficiente de particiébn Octanol-agua (Kow)es una medida de cémo una sustancia quimica
puede distribuirse entre dos solventes inmiscildgsa (es un solvente polar) y octanol (es un
solvente relativamente no polar que representa grisas). EI Kow proporciona un valor de la
polaridad del plaguicida, que es frecuentementzadio en modelos para determinar como un
plaguicida puede distribuirse en tejido de grasmal Los plaguicidas con una vida media alta
y un Kow altos pueden acumularse en tejido grasmogicumularse a lo largo de la cadena
alimenticia. El_Glifosat@resentain bajo Kow y una baja solubilidad en grasagjue presenta

una baja tendencia a bioacumularse. (Schuette).1998

La volatilidad de un compuesto representa la tendencia del pldgua pasar a la fase gaseosa.
Se mide a partir de laonstante de Henryque depende de laresion de vaporen estado
liquido y de la solubilidad en agua. Un plaguician una alta presion de vapor tiende a
volatilizarse y a alejarse del lugar donde se apli@a constante de Henry describe la tendencia
de un plaguicida a volatilizarse del agua o sué@lmddo. Un valor alto de la constante de Henry
indica que un plaguicida tiene un potencial elevaa@ volatilizarse del suelo hiumedo; un valor
bajo predice un mayor potencial de lixiviacion gilguicida (EXTOXNET, 1996). Lpresion

de vapordel glifosato esnuy baja; el destino de este herbicida a través de la ilination es
inexistente y no considerandose un contaminantesdémco (Franzt al. 1997). Lapequefia
constante de Henryen el Glifosato indica que tiende a la particionet aguavs el aire y es

rapidamente adsorbido a las particulas de suelo.
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En cuanto a |aolubilidad en el agua el glifosato se considera un herbicalamente soluble.
Segun estudios realizados en Manatoba Canada (#wi979), sugieren que la desaparicion
del Glifosato en el agua se da a través de la dgsasicion microbiana o la adsorcion por los
sedimentos. Ghassemii al., (1981) concluyen que la tasa de degradacion agua es menor
que en el suelo porque se encuentran menor cardeadcroorganismos en el agua que en la
mayoria de los suelos. En EEUU, un estudio dedang&ia de Proteccion Ambiental (EPA)
analizando el agua de fuentes naturales, el raagadd media se encontraba entre 35 y 63 dias

(U.S. EPA, 1986). Para todos los sistemas, el sadimrparece ser la mayor fuente de residuos.

Fotodegradacion: la degradacidrdel Glifosatoaplicado al suelo por la luz solparece ser

insignificante. En condiciones de luz no natural el herbicida taropparecioé ser intensamente
fotodegradable (CICOPLAFEST; 1998).

En el siguiente cuadro se presentan las principplepiedades fisicoquimicas del glifosato.

Cuadro 1: Propiedades fisicoquimicas del glifosatdEXTOXNET, 1996)

Propiedad Compuesto Puro Sal de glifosato-
(ingrediente activo) Isoproplamonio

Formula Molecular |C3H8NOS5SP C6H17N205P

Peso Molecular 169,1 g/mol 228,2 g/mol

Estado fisico Solido blanco Liquido viscoso de color

Olor Inodoro Practicamente inodoro,

Densidad 0,5 g/ml 1,160-1,180 g/ml

Punto de Fusion 184,5°C No aplicable (estado liquido)

Presion de Vapor 1,84 x 10-7 3x10-7 mm Hg a 15°C

Punto de Ebullicibn | Se descompone Se descompone

pH en solucion al 1% | 2,5 4,7

Solubilidad en agua |12.000 ppm a 25°C 900.000 ppm a 25°C

Otros solventes Ninguno Solo soluble en agua

Estabilidad 32 dias a 25°C y pH=5,7 (82 dias a25°Cy pH=70 9

Kow Pow= 24000 ml/g No determinado

Constante Henry Menor a 7x 10 -11 No determinado

Corrosividad No corrosivo No corrosivo
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ANEXO 5.- Factores ambientales existentes en el ensayo, tirdanprimera,
segunda y tercera aplicacion del glifosato. Estadit&xperimental: “Dr. Mario. A.
Cassinoni” (EEMAC), Paysandu, Uruguéiyeriodo 2006-2007).

La volatilizacion y deriva en la actividad agricot®on los procesos de mayor importancia en
determinar el destino de los fitosanitarios en mbiante. La deriva es definida como el
movimiento del producto en el aire durante y déspie la aplicacion. Es uno de los procesos
de pérdida mas importantes de fitosanitarios, ésipeente en condiciones de verano, ya que es
favorecida por la ocurrencia de baja humedadivalatlta velocidad del viento y elevada
temperatura al momento de la aplicacion (Primerp8siv..., 2009) Los principales factores
ambientales que afectan la performance del trataimicon glifosato durante la aplicacién son
la HR y la temperatura, Con alta HR, las cuticslasidratan, lo cual facilita la absorcion de
moléculas hidrofilas como glifosato (Santier y Cle§mi992). A altas temperaturas, la fluidez
de las membranas aumenta, lo que también facllipgsaje de glifosato. La HR usualmente
afecta la performance del glifosato mas marcadasrgue la temperatura. La tasa de absorcién
de glifosato esta directamente relacionada con Ra Bbrdan (1981) evalu6 el control de
Cynodon dactyloron glifosato a diferentes temperaturas y HR. écidad se duplico cuando

la HR paso de 40 a 100%, independientemente @enperatura. La toxicidad fue mayor a 32°C
gue a 22°C cuando la HR era del 40%, pero a 100%& nerificd efecto de la temperatura.

Otro factor relevante que afecta la performancdrdédmiento es la velocidad del viento la cual
no de sobrepasar los 8 km/hora para evitar la a@el@ producto mediante la cual el plaguicida
se transporta lejos del area tratada durante ieaafin, pudiendo contaminar a otros cultivos,

otros trabajadores u organismos presentes en egunas acuaticos y terrestres (MGAP, 2005)

Aplicaciones de Temperatura Humedad media | Velocidad media
glifosato en el ensayo| media del aire (°C)| del aire (%) del viento (km/h)
Primera aplicacion | 23,2 57 18

23/10/06

Segunda aplicacion | 17,6 53 11

20/11/06

Tercera aplicacion | 23,5 57 10

27/12/06

Fuente Estacion meteoroldgica, Aeropuerto Chalking, Bagsi- Uruguay
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ANEXO 6. - Balance Hidrico segun el método de Thornthwaitidather ( 1955yealizado en el suelo

Brunosol Eutrico Tipico de la Unidad de suelo Saanlkl correspondiente al ensayo en el periodo
octubre de 200@&bril de 2007. La lamina de Agua disponible (alm@je) en los 7cm superiores ¢
suelo es de 12,1 mm. Estacion Experimental: “DrrimaA. Cassinoni” (EEMAC), Paysandu, Uruguay
(Periodo 2006-2007).

ANO MES Dias Deficit |Exceso |ALM%
2006 OCT lalb 0 0 100
6 al 10 14 0 100
11 al 15 0 16 100
16 al 20 15 0 100
21 al 25 27 0 100
26 al 31 0 66 100
NOV lals 0 0 100
6 al 10 2 0 50
11 al 15 12 0 13
16 al 20 0 38 100
21 al 25 12 0 16
26 al 30 0 0 24
DIC lals 3 0 18
6 al 10 22 0 2
11 al 15 16 0 1
16 al 20 0 57 100
21 al 25 0 49 100
26 al 31 13 0 14
2007 ENE lals 0 16 100
6 al 10 23 0 6
11 al 15 0 0 84
16 al 20 5 0 33
21 al 25 25 0 3
26 al 31 22 0 1
FEB lals 8 0 0
6 al 10 29 0 0
11 al 15 39 0 0
16 al 20 0 7 100
21 al 25 0 36 100
26 al 28 0 41 100
MAR lals 0 84 100
6 al 10 0 25 100
11 al 15 6 0 32
16 al 20 0 17 100
21 al 25 4 0 39
26 al 31 0 149 100
ABR lals 0 32 100
6 al 10 0 19 100
11 al 15 0 0 81
16 al 20 1 0 57
21 al 25 0 41 100
26 al 31 0 0 77
MAY lals 0 124 100

* Agua disponible o Almacenaje como prcentaje dddmina de 12, 1 mm que constituye el

100% del almacenaje.
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ANEXO 7.- Valores de probabilidades de los efectos estudigmwsperiodo de
estudio. Estacion Experimental: “Dr. Mario. A. Cassni” (EEMAC), Paysandd,
Uruguay(Periodo 2006-2007).

Periodo 1(dias: 0,4y 8 | Periodo 2(dias: 27, 31y | Periodo 3 (dias:64,
del inicio del 37 del inicio del 70,73 y 80 del inicio del

experiment experimento) experimento)
Variable Trat* | Dm** | Inter** | Trat* | Dm** | Inter®** | Trat* | Dm** | Inter**

Biomasa | 0.68 | 0.66 0.74 0.22 | 0.08 0.77 0.47 | 0.36 0.76

Respiracion 0.35 | 0.06 0.94 0.46 | 0.31 0.54 0.10 | 0.06 0.02

gMic 0.69 | 0.66 0.74 0.22 | 0.08 0.77 0.47 | 0.36 0.76
qMm 0.35 | 0.06 0.94 0.46 | 0.31 0.54 0.10 | 0.06 0.02
qCo, 0.23 | 0.20 0.21 0.21 | 0.13 0.57 0.97 | 0.69 0.31

* Tratamiento

** Dias de muestreo

*** |nteraccion tratamiento x dias de muestreo
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ANEXO 8.- Valores promedio del efecto momento de muegtaea las variables

respiracion microbiana y Cociente de mineralizacael C organico (qM) en el
primer periodo de estudio Estacion Experimental: “Dr. Mario. A. Cassinoni”
(EEMAC), Paysandu, Uruguay (Periodo 2006-2007).

Fechas| Resp gM
0 398a| 86.5a
4 325a| 7054
8 333a| 7224

ANEXO 9.- Valores promedio del efecto de Ila interaccion:tdraiento por

momentode muestre@ara las variables respiracion microbiana y Cote de

mineralizacién del C organico (M) en el tercer jpelo de estudioEstacion
Experimental: “Dr. Mario. A. Cassinoni” (EEMAC), Baandu, UruguayPeriodo
2006-2007).

Fechas Control | Tratado Control | Tratado
Respiracion gM
64 293 a 314 a 63.6 4 64.6|a
70 244 a | 237ah 529 51.3 @b
73 354 a 187 b 76.9 @ 40.5b
80 231a| 242ah 50.1a 526@b
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ANEXO 10. Valores promedio del efecto de los momentos detmogsara las

variables: respiracion microbiana y Cociente de emalizacion del C organico

(gM) en el _tercer periodo de estudiBstacion Experimental: “Dr. Mario. A.
Cassinoni” (EEMAC), Paysandu, Uruguay (Periodo 2@087).

Fechas| Resy gM

64 303al 65.84

70 240a| 52.14

73 270a| 58.7 4

80 237a] 5144

ANEXO 11. valores promedio del efecto de los tratamienpasa las variables:

respiracion microbiana (Resp.) y Cociente de mileaaion del C organico (gM)
en el _tercer periodo de estudistacion Experimental: “Dr. Mario. A. Cassinoni”
(EEMAC), Paysandu, UrugudiPeriodo 2006-2007).

Trat Resp gM

Control | 280a| 65.94

Tratado| 245a 53.14a
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ANEXO 12. - Valores promedio de las actividades enzimétigasp-nitrofenol.d'
suelo.i") para el efecto promedio de los tratamientos kepegiodo de estudio,
probabilidad de la diferencia observada (P>F). Taatientos sefalados con la
misma letra no difieren por Tukey al 5%. EstaciGtp&imental “Dr. Mario. A
Cassinoni” (EEMAC). Paysandu, Uruguay (Periodo 2Q087).

Variables Promedio | Promedio | (P> F)
enzimaticas control tratado
Fosfatasa acidaug p- | 141.88A | 121.38A | 0.8677

nitrofenol.g* suelo.f)

Fosfatasa alcalinaug 59.796 A | 38.523A | 0.0758
p-nitrofenol.g" suelo.f)

FDA (ng p-nitrofenol.g" | 48.258 A | 43.418A | 0.6861
suelo.h

Activ.relat.fosfatasa 10,970A | 11,698 A | 0,6130
acida
Activ. Relat.va fosfatasa 4,642 A | 4,000 A 0,6533
alcalina

Actividad relativa FDA 4520 A | 3,712 A 0,6403
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ANEXO 13.-

Valores promedio de glifosato (ppm) y AMPA (ppnd|, inicio del experimento (dia 0) y en los
muestreos luego de la tercera aplicacion (dia 64ndso del experimento) y hasta el dia 190
(cosecha de soja) determinados en las parceldaddsa Estacion Experimental: “Dr. Mario.
A.Cassinoni” (EEMAC), Paysandu, Uruguay (Period66Q007).

ppm\dia 0 64 70 73 80 94 190

GLIFOSATO| 0.212 ab | 0.447 a| 0.102b | 0.171 b | 0.021 b | 0.093 b | 0.035 b

AMPA 0.142a [0.210a|0.899a|0.396a|0.630a|0.338a|0.100 a
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ANEXO 14.- Resultados de ANOVA para Glifosato y AMPA con welnde
significacion del 5% (p-valor). Estacion ExperimaritDr. Mario. A. Cassinoni”
(EEMAC). Paysandu, Uruguay (Periodo 2006-2007).

p-valor = (P>F)

Glifosato(ppm) | AMPA(ppm)
Variables 0,52 0,98
Momento de Muestrep 0,003 0,79
(M.M)

ANEXO 15.- Determinacién de la vida media del glifosaEstacion Experimental:
“Dr. Mario. A. Cassinoni” (EEMAC), Paysandu, UrugudPeriodo 2006-2007).

O I I I I
60 65 70 75 80 8|5

Ez;_ 0.5 -
S .
g -1 .
S
£
215 -
S PY

-2

Dias

Recta ajustada entre el logaritmo (base 10) def@entracién (ppm) de glifosato y los dias
(y= -0.078x + 4.6516 ; & 0.8728) , a partir de la tercera aplicacién @dadel inicio del
experimento) y hasta 16 dias después. Estacion rilxpatal “Dr. Mario. A. Cassinoni”

(EEMAC), Paysandu, Uruguay (Periodo 2006-2007).
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ANEXO 16.- Determinacion de la vida media del AMPBstacion Experimental:
“Dr. Mario. A. Cassinoni” (EEMAC), Paysandu, UrugudéPeriodo 2006-2007).

O [ [ [ [
2
6|0 65 70 75 0 85
0.2 /‘i

/

Logio AMPA (ppm)
=)
N

Dias

Recta ajustada entre el logaritmo (base 10) derdaantracion (ppm) de AMPA y los dias (y=
0.0239x -2.0502; f& 0.3405), a partir de la tercera aplicacién (dé del inicio del
experimento) y hasta 16 dias después. Estacion rilxgrgtal “Dr. Mario. A.Cassinoni”
(EEMAC), Paysandu, Uruguay (Periodo 2006-2007).
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ANEXO 17.- Promedio generay Coeficiente de Variacion (CV%e las variables

microbioldgicas, glifosato y AMPA.

Variables Promedio | CV
general (%)
Biomasa microbiana 1070 50

(mg C-Kg*' suelo seco)

Respiracion microbiana 273 32
(mg C-Kg' suelo seco)

gMm 59,2 32
(mg C-CQrespiracién. C-totd).100

gMic (C-biomasa microbiana 5,61 50
como porcentaje del C organico total)

qCo2 0,0014 99
(mg C-CQ.h .mg C-biomasa.

Fosfatasa acida 133 35,60
(ng p-nitrofenol.g' suelo.f)

Fosfatasa alcalina 50,3 24,99
(ug p-nitrofenol.g' suelo.i)

FDA 46,1 21,40
(ng p-nitrofenol.g' suelo.f)

Activ.relat.fosfatasa acida 11,3 41,29

(activ.enzim. x C.biomasa)
Activ. relat. fosfatasa alcalina 4.4 55,38

(activ.enzim. x C.biomasa)

Actividad relat. FDA 4,07 50,03
(activ.enzim. x C.biomasa)

Glifosato (ppm) 0,14 114
AMPA (ppm) 0,34 144
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ANEXO 18. Analisis Multivariado de Componentes Pirincipaldsstacion

Experimental: “Dr. Mario. A. Cassinoni” (EEMAC), Baandu, Uruguay (Periodo
2006-2007).

Datos estandarizados
Autovalores

Lambda Valor Proporcibn  Prop Acum

1 2.90 0.41 0.41
2 2.33 0.33 0.75
3 0.94 0.13 0.88
4 0.73 0.10 0.99
5 0.10 0.01 1.00
6 0.00 0.00 1.00
7 0.00 0.00 1.00
Autovectores

Variables el e2

RESP 0.48 0.34

BIOM -0.31 0.54

QCO, 0.56 -0.10

QM 0.48 0.34

QMIC -0.31 0.54

GLI 0.11 0.38

AMPA  -0.13 -0.17
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Correlaciones con las variables originales

Variables CP1 CP2

RESP

BIOM

QCQ,

QM

QMIC

GLI

AMPA

0.82 0.53

-0.53 0.82

0.95 -0.16

0.82 0.53

-0.53 0.82

0.19 0.57

-0.22 -0.25

Correlacion cofenética= 0.906
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