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EFECTO DEL GLIFOSATO SOBRE COMUNIDADES MICROBIANAS
BENEFICAS Y PATOGENAS DEL SUELO EN URUGUAY

RESUMEN

Desde el afio 2000 ha ocurrido una importante intensificacion y especializacion del
sector agricola, sustituyéndose el modelo de producciéon agricola-ganadero por un
sistema exclusivamente agricola, y predominantemente bajo siembra directa, asociado a
un incremento en el uso del glifosato, herbicida no selectivo de amplio espectro. Esta
practica puede impactar sobre el estado sanitario de los cultivos, dado que el uso del
glifosato combinado con el manejo de suelo deja el rastrojo en superficie, generando un
microclima favorable o adverso al desarrollo de enfermedades, en funcion de su efecto
sobre las comunidades microbianas del suelo y rastrojo. Este trabajo tiene como
objetivo general contribuir al conocimiento del efecto de la intensificacion agricola
sobre los microorganismos del suelo; especificamente busca cuantificar el impacto de la
molécula de glifosato sobre algunas comunidades microbianas patdgenas y benéficas
del suelo y rastrojo. Se realizaron ensayos in vitro para evaluar el efecto de dosis
crecientes de diferentes moléculas de glifosato (ingrediente activo) sobre el crecimiento
microbiano de especies benéficas (Trichoderma harzianum, T. atroviride vy
Pseudomonas fluorescens) y de especies patdgenas (Fusarium solani sensu lato, F.
oxysporum, F. graminearum y Pythium debaryanum). Se estudi6 in vitro el efecto de la
molécula &cida sobre la produccion de peritecios (estructura de indculo primario de la
Fusariosis de la Espiga) de una cepa de F. graminearum patogénica en rastrojo de trigo.
Se realizaron ensayos maceteros en invernaculo para evaluar el efecto de dosis
crecientes de glifosato acido sobre la densidad de poblaciones microbianas presentes en
suelo con distinta intensidad de uso, secuencia de cultivos y frecuencia de aplicaciones
de glifosato. El crecimiento microbiano de especies patogenas se redujo al aumentar las
dosis de las tres moléculas de glifosato, siendo la sal de isopropilamina la que causo
mayor efecto. Fusarium graminearum fue la especie patégena mas afectada, seguida
por Pythium debaryanum. F. solani fue la especie menos afectada, mientras que los
aislados de F. oxysporum mostraron una respuesta intermedia. El crecimiento
microbiano de especies benéficas también se redujo al aumentar las dosis de glifosato.
La cepa de T. harzianum present6 mayor sensibilidad frente al glifosato respecto de T.
atroviride. Sélo la sal de isopropilamina redujo significativamente las UFC de
Pseudomonas fluorescens. En los cultivos duales, dosis crecientes de glifosato afectaron
las interacciones entre microorganismos, favoreciéndose el patdgeno en detrimento del
antagonista. Tanto el ensayo sobre rastrojos de trigo como los ensayos maceteros no
discriminaron efectos de dosis crecientes de la molécula acida de glifosato. Se discute la
necesidad de analizar los efectos del uso de glifosato sobre microorganismos patégenos
y benéficos, asi como sobre su interaccion, para estimar la resultante sobre el estado
sanitario de los cultivos y definir estrategias de manejo.

Palabras clave: Sustentabilidad, Herbicidas, Rastrojo, Siembra directa, Fusarium spp.,
Pythium spp., Trichoderma spp., Pseudomonas fluorescentes.
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1. INTRODUCCION

1.1. Sistemas de produccion agropecuarios del Uruguay

Desde el afio 2000 se ha dado una importante intensificacion y especializacion del
sector agricola, principalmente en el litoral del pais, con un aumento del area sembrada
del cultivo de soja que hoy supera las 800 mil hectareas (MGAP-DIEA, 2010). También
el sector horticola en el sur del pais, se caracteriza por sistemas de produccién con un
uso de la tierra extremadamente intensivo (Dogliotti, 2003). Desde el punto de vista
ambiental, los procesos de intensificacion conducen a la degradacion de los recursos
naturales, entre ellos la biodiversidad, el agua y el suelo. En el suelo se producen
incrementos en la erosion, disminucion en el contenido de materia organica, cambios en
la estructura, disminucion en la capacidad de retencion de agua, aumentos en la
incidencia de malezas, insectos y enfermedades (Andow, 1991; Altieri, 1999; Abawi y
Widmer, 2000). Esto plantea interrogantes sobre la sustentabilidad social, econémica y
ambiental de estos sistemas de produccion en amplias zonas del pais en el mediano y
largo plazo (Altieri y Nichols, 2005).

En Uruguay, desde las etapas iniciales del desarrollo de la agricultura hasta fines de la
década de 1950, los sistemas de produccidn se caracterizaban por la siembra continua de
cultivos, con laboreos convencionales, sin técnicas para el control de la erosion. Esto
condujo al deterioro de las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo (Moron,
2003).

Posteriormente, en la década de 1960, comienza la inclusion de praderas (gramineas y
leguminosas). El sistema agropecuario dominante en el litoral del pais pasé a
caracterizarse por la practica de rotaciones entre cultivos anuales y praderas
plurianuales. Estos sistemas mixtos, a través de la diversificacion, resultan en una
mayor estabilidad de la produccion, mejoran la sanidad de los cultivos y favorecen la
conservacion del suelo. Las rotaciones con pasturas contribuyen a la sostenibilidad
porque tienen la capacidad de revertir los procesos de degradacion de los suelos,
recuperando potencial productivo (Diaz, 2003).

A pesar de las ventajas de estos sistemas, recientemente la especializacion del sector se
ha visto favorecida por un aumento en la rentabilidad de los cultivos y por la adopcion
de la tecnologia de produccién bajo siembra directa. Las demandas cada vez mas
exigentes del mercado mundial en el ambito de la produccion agricola, han llevado a un
uso exhaustivo de la tierra. En este contexto, se produjo una répida sustitucion del
sistema mixto por uno exclusivamente agricola, basado en una secuencia de cultivos de
verano e invierno con mayor proporcion de cultivos oleaginosos en relacion a los
cerealeros (Diaz, 2003; Duran y Garcia Préchac, 2007).

La tecnologia de siembra directa es considerada una practica conservacionista ya que
minimiza la erosion y degradacion al no laborear el suelo; disminuye el impacto de la
lluvia, protege el suelo de la compactacion superficial y la ruptura de los agregados, y
minimiza el escurrimiento superficial, aumentando la capacidad de infiltracion del agua.
La presencia de rastrojo reduce la amplitud térmica en la parte superficial del suelo,
tornando las condiciones mas favorables para las comunidades bidticas. A su vez,
reduce la evaporacion directa de la superficie del suelo, permite un reciclaje de lenta
liberacion de nutrientes y aumenta el tenor de materia organica en el perfil del suelo



(Garcia Préchac, 2003). Sin embargo, esta tecnologia intensifica el uso de herbicidas
como el glifosato (Johal y Huber, 2009). Usualmente el cultivo de soja recibe entre tres
y cinco aplicaciones de glifosato (Blum et al., 2008).

Asimismo, dicha préactica puede impactar sobre el manejo sanitario de los cultivos. El
rastrojo en superficie, modifica la temperatura y la humedad en los primeros
centimetros de suelo, y como consecuencia, puede ejercer un efecto directo sobre la
fraccion viva del suelo, generando un microclima favorable o adverso al desarrollo de
enfermedades, en funcion de su efecto sobre las comunidades microbianas patdgenas y
benéficas (Altman y Campbell, 1977; Duncan y Paxton, 1981). Los cambios
tecnoldgicos ocurridos en el sistema de produccién agricola del pais han tenido un
efecto diferencial sobre las principales enfermedades de los cultivos (Pérez y Villar,
2011). La intensificacion de la produccion agricola junto con la reducida lista de
cultivos aptos para las condiciones de Uruguay, han afectado la dinamica de los
patdgenos en dichos sistemas. La problematica sanitaria resurgio cuando la produccion
de granos comenz0 a tener mayor competitividad que otros rubros y las propiedades
fisico-quimicas del suelo en sistemas sin laboreo comenzaron a evidenciar una cierta
independencia de la fase pastura (Garcia-Préchac et al., 2004).

En la zafra 2009/2010 el area agricola estuvo dominada por el cultivo de soja en el
verano y el cultivo de trigo en invierno con aproximadamente 860.000 hectéreas de soja
(83% del éarea total de cultivos de verano) y 553.000 hectareas de trigo (76% del area
total de cultivos de invierno) (Perez y Villar, 2011). Dicha situacion genera
incertidumbre en relacién a la sustentabilidad productiva y ambiental en el mediano y
largo plazo (Diaz et al., 2004), entre otras razones, por la ocurrencia de una disminucion
de la biodiversidad asociada a incrementos en el uso de agroquimicos para el control de
plagas, enfermedades y malezas (Altier, 2003; Rios, 2004; Stewart et al., 2004; Zerbino,
2004).

Por otro lado, la intensificacion en la horticultura ha provocado un desequilibrio en la
organizacion de los establecimientos horticolas, resultando en un uso ineficiente de los
recursos productivos, pérdida de biodiversidad, mayor dependencia de insumos externos
y un mayor impacto sobre el ambiente (Chiappe, 1995; Evia y Gudynas, 2000;
Dogliotti, 2003).

1.2. El herbicida glifosato en la agricultura

Dada su asociacion al cultivo de soja el uso de glifosato ha tenido un crecimiento
explosivo en los ultimos afios, registrandose en el afio 2010 la importacion de
aproximadamente 9000 toneladas de sustancia activa (MGAP - DGSA, 2010). De
acuerdo al Instituto Nacional de Semillas (INASE) el 100% de la soja que se siembra en
Uruguay es soja RR (Roundup Ready®), la cual presenta la insercion de un gen que le
confiere resistencia al herbicida a base de glifosato (Franz et al., 1997). Durante el
2010, el glifosato represento el 85% de todos los herbicidas importados al pais (MGAP
- DGSA, 2010).

El glifosato es un derivado del aminoacido glicina, con &acido fosfonico unido al grupo
amino, (N-fosfonometilglicina) siendo su formula C3HgNOsP (Aradjo et al., 2003;
Duke et al., 2003a; Meriles et al., 2006) (Figura 1). Se transloca de forma simplastica
desde las hojas a las raices. Actla inhibiendo a la enzima 3-enolpiruvil-siquimato-5-



fosfato sintetasa (EPSPS), clave en la via biosintética del acido shikimico; bloquea la
sintesis de aminoacidos aromaticos esenciales precursores de otros compuestos
aromaticos criticos, incluyendo reguladores de crecimiento y fitoalexinas, suprimiendo
los mecanismos de defensa contra patogenos (Duke et al., 2003a). Los productos
relevantes de la via del acido shikimico son tres aminoacidos aromaticos: triptofano,
tirosina y fenilalanina (Franz et al., 1997; Fischer, 2008). Johal y Huber (2009) citan su
accion como quelatante del manganeso, que es un cofactor de la enzima EPSPS. La ruta
del &cido shikimico no existe en animales, si ocurre en plantas (Busse et al., 2001) y
esta presente en los microorganismos (Bentley, 1990).

OH
HO OH
o

Figura 1. Estructura quimica del glifosato
(http://www.pesticideinfo.org/Search Chemicals.jsp)

La degradacion microbiana es considerada el proceso de transformacién mas importante
que determina la persistencia de herbicidas en el suelo. En el caso del glifosato, el
principal producto de degradacion es el &cido aminometilfosfonico (AMPA) y en menor
grado el glioxilato. Finalmente conduce a la produccion de agua, didxido de carbono y
fosfato segun Franz et al. (1997) y Forlani et al. (1999). EI AMPA es comUnmente
detectado en suelos sometidos a frecuentes aplicaciones de glifosato (Fomsgaard et al.,
2003).

El principio activo (glifosato) consiste en una molécula &cida. En el inicio del proceso
industrial dicha molécula es neutralizada transformandose en sales, como ser la sal de
isopropilamina (Figura 2) o la sal de potasio (Figura 3). Esta Gltima es una sustancia
extremadamente caustica que puede afectar las membranas mucosas Yy tejidos del tracto
respiratorio superior (Pazos, 2008). Estas sales son la base inicial para la obtencion de
los diferentes formulados comerciales. Estos contienen coadyuvantes que facilitan su
manipulacion y mejoran su aplicacion. Muchos formulados contienen el surfactante
polioxietileno-amina (POEA), que altera o interrumpe la respiracion de los organismos
acuaticos. Estudios recientes han demostrado que el POEA es extremadamente toxico
para los organismos acudticos (Bozzo, 2010). En el Anexo 1, se presenta una lista de la
diversidad de formulados comerciales segun los diferentes principios activos existentes
en el mercado (tomado de guia sata: http://laguiasata.com/joomla/).
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Figura 2. Férmula quimica de sal de isopropilamina de glifosato
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Figura 3. Formula quimica de sal de potasio de glifosato

El glifosato se absorbe por las hojas de las plantas, es transportado sistémicamente hacia
las raices y eventualmente es liberado hacia la rizosfera (Coupland and Casely, 1979).
El glifosato es degradado a traves de la planta en minimas cantidades (Arregui et al.,
2003) y la mayoria se trasloca a las fosas metabdlicamente activas, incluyendo las
semillas (Duke et al., 2003b), los nédulos (Reddy and Zablotowicz, 2003), y las raices
(Duke, 1996). A su vez, Neumann et al. (2006) demostraron que el glifosato es liberado
por las raices de las plantas que estdn muriendo y transferido a plantas sanas a través de
la absorcion radicular.

El glifosato tiene escasa o nula actividad en el suelo dado el répido potencial de
adsorcion por parte de las particulas organicas e inorganicas del mismo (Duke y Powles,
2008). En contraste, muchos estudios muestran que el glifosato estd disponible como
sustrato para las comunidades microbianas en el suelo y en la rizosfera, permitiendo
aumentar la biomasa y la actividad microbiana (Wardle y Parkinson, 1990b; Haney et
al., 2000).

Los suelos arcillosos adsorben mas el glifosato y el AMPA que los suelos arenosos,
quedando menos expuestos a la degradacién microbiana, aunque dicha adsorcién no es
permanente (Araujo et al., 2003). A su vez, Simonsen et al. (2008) han demostrado que
suelos con agregado de fertilizantes fosfatados aumentan la cantidad de glifosato
disponible, dado que los sitios de adsorcion estdn ocupados por iones fosfatos. Por lo
tanto, el glifosato que queda en la solucion del suelo puede ser absorbido por las raices
de las plantas, ser metabolizado por los microorganismos o alcanzar aguas
subsuperficiales.

Araujo et al. (2003) sefialan que la presencia de glifosato en suelos puede causar
cambios en la poblacién y en la actividad microbiana del mismo. Diversos estudios
sefialan su efecto tanto sobre los microorganismos que intervienen en los ciclos de



nutrientes como sobre aquellos que determinan el estado sanitario de los cultivos
(Altman y Campbell, 1977; Mekwatanakarn y Sivasithamparam, 1987; Hornby et al.,
1998; Huber et al., 2004; Huber et al., 2005; Evans et al., 2007).

1.3. Comunidades microbianas y calidad de suelo

La salud de los suelos es medida por su capacidad de realizar funciones de sustentacion
de la biodiversidad presente, de regulacion de los flujos de agua y solutos, de
degradacion, inmovilizacion y detoxificacion de compuestos organicos e inorganicos, y
de ciclado de nutrientes y otros elementos. Doran et al. (1996) definen la calidad de
suelo como la capacidad de sostener algunas de las funciones ecoldgicas claves para los
ecosistemas.

El mantenimiento de la productividad del ecosistema depende principalmente de la
transformacion de la materia orgénica, y consecuentemente de la biomasa microbiana
del suelo (Valpassos et al., 2001). Segun Smith y Paul (1990) la materia organica
constituye una de las mas importantes fuentes de energia y nutrientes para el desarrollo
de los microorganismos. Si bien la biomasa microbiana corresponde a menos del 1% del
total de biomasa edéfica, cumple un rol fundamental en el ecosistema del suelo (Frioni,
2006).

Los microorganismos estan involucrados en todos los procesos edaficos claves.
Contribuyen a la agregacion de las particulas del suelo y participan en los procesos de
formacion del mismo, intervienen en la descomposicion y transformacion de la materia
orgénica y en la remocion de xenobiéticos, actlan directamente en los ciclos de
carbono, nitrégeno, fosforo y azufre, y regulan el pool de nutrientes disponibles para las
plantas. Tienen efecto sobre el estado nutricional y sanitario de las plantas, mediante la
promocion de crecimiento vegetal y la supresion de enfermedades causadas por
patdgenos del suelo (Anderson y Domsch, 1980; Jenkinson y Ladd, 1981; Stevenson,
1986; Pankhurst y Lynch, 1994; Pankhurst, 1997; Frioni, 2006).

En un sistema edéafico estable, los componentes de la fase sélida del suelo -arena, limo,
arcilla y materia orgéanica- proporcionan los nichos ocupados por aquellos
microorganismos que fueron capaces de colonizarlos y establecerse. De esta forma, en
cada ecosistema el colectivo de microorganismos (composicion y estructura de las
comunidades) es el catalizador de los procesos bioquimicos del suelo (funcion de las
comunidades). Cambios en la estructura de las comunidades microbianas pueden llevar
a cambios en importantes funciones, como por ejemplo la descomposicion de la materia
orgénica y degradacion de xenobidticos (MacAlady et al., 1998).

La diversidad en la composicion y estructura de las comunidades microbianas es
determinante en la prestacion de servicios esenciales y, por tanto, tiene un efecto directo
sobre la funcion ecoldgica y la capacidad de resiliencia frente a los disturbios
ecosistémicos (van Elsas et al., 2002). Por esta razon, la magnitud de la diversidad
microbiana es critica para el mantenimiento de la salud y calidad del suelo (Doran et al.,
1996).

Existen tres factores principales e interrelacionados que basicamente definen los
atributos de las comunidades microbianas edéaficas: el tipo de suelo, la planta, y el
manejo de ambos, suelo y planta (Garbeva et al., 2004). La estructura, textura, materia



organica (M.O.), pH, y nutrientes del suelo determinan los nichos habitables para los
microorgansimos. Las plantas constituyen la fuente de carbono y energia, mientras que
las practicas agronémicas como rotacion de cultivos, laboreo, uso de plaguicidas, riego
y pastoreo modifican y regulan las interacciones que se dan entre los componentes
bioticos y abidticos del sistema.

Para evaluar la calidad del suelo no s6lo es importante cuantificar la condicion del
mismo en un momento dado, sino también el efecto del manejo en el tiempo sobre los
fendomenos que la pueden afectar en mayor medida como son la erosion, la infiltracion,
la compactacion, la estabilidad estructural, la pérdida de nutrientes y materia organica, y
la actividad bioldgica (Terra y Garcia Préchac, 2001). La evaluacion de la calidad de
suelo es realizada por indicadores fisicos, quimicos y bioldgicos. Dentro de estos
ultimos, los indicadores microbiolGgicos tienen una gran importancia y estan basados en
la diversidad y densidad de la poblacion de bacterias y hongos (Sicardi et al. 2005). Se
ha propuesto el desarrollo de indicadores microbioldgicos de calidad de suelo, capaces
de detectar el efecto de los cambios de uso y manejo (van Bruggen y Semenov, 2000;
Sicardi et al., 2004; 2005; Monteiro, 2005).

En este marco, los agroquimicos utilizados en la agricultura tienen la potencialidad de
afectar las poblaciones microbianas del suelo. En el caso del glifosato, diversos autores
mencionan que este herbicida es toxico para muchos microorganismos edaficos,
bacterias y hongos (Wardle y Parkinson, 1992; Busse et al., 2001). El efecto neto del
glifosato parece causar una alteracion en la composicion de las comunidades
microbianas del suelo y raices, ya que selectivamente puede estimular componentes de
la comunidad microbiana en detrimento de otras. En funcion de su répida respuesta a la
disponibilidad de contaminantes, diversos microorganismos han sido ampliamente
usados en estudios de salud ecoldgica (Wardle y Parkinson, 1992; Busse et al., 2001).

1.4. Comunidades microbianas y estado sanitario de los cultivos

De acuerdo al concepto mas clasico del triangulo de las enfermedades en las plantas, el
desarrollo de las mismas es el resultado de la combinacién de tres componentes basicos:
plantas susceptibles, patégeno virulento y condiciones ambientales favorables por un
periodo de tiempo determinado (Agrios, 2005).

Mas recientemente se argumenta la coexistencia en la naturaleza de cuatro factores
primarios que determinan una adecuada nutricion y salud de las plantas (Figura 4). En
primer lugar la capacidad de crecimiento y resistencia de la propia planta a enfermarse y
su habilidad para obtener los nutrientes necesarios. En segundo lugar la virulencia y
cantidad de microorganismos patdégenos que estén a su alrededor; en tercer lugar, los
microorganismos benéficos, antagonistas, que se encuentran en la rizésfera actuando
como controladores bioldgicos. El Gltimo componente, aungue no menos importante, lo
determinan las condiciones abidticas ambientales (temperatura, humedad), asi como las
edaficas (propiedades fisico-quimicas del suelo, textura, pH, disponibilidad de
nutrientes). Las practicas agronomicas pueden impactar en cualquiera de estos factores,
determinando un desequilibrio en el rombo descripto, lo que puede desencadenar el
desarrollo de enfermedad en las plantas con la consiguiente pérdida de rendimiento y
calidad (Garbeva et al., 2004; Johal y Huber, 2009).
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Figura 4. Factores principales que determinan la disponibilidad de nutrientes y
desarrollo de enfermedad en las plantas (modificado de Johal y Huber, 2009).

1.4.1. Enfermedades causadas por Fusarium spp.

Diversas especies del género Fusarium son habitantes naturales de los suelos del
Uruguay y son capaces de causar enfermedad en cultivos cerealeros, leguminosas y
hortalizas. Diversas especies de Fusarium son agentes causales de importantes
enfermedades, como la podredumbre de corona y raiz (Fernandez y Jefferson, 2004) y
la fusariosis de la espiga (FE) en cereales. En nuestro pais, especialmente esta Gltima
enfermedad es de gran importancia. En las dos ultimas décadas, la FE ha aumentado su
frecuencia de aparicion y severidad, pasando a ser uno de los factores principales de
reduccion de rendimiento y calidad de trigo y cebada en varias regiones de produccion
(Diaz de Ackermann y Pereyra, 2010).

De las especies de Fusarium que pueden ocasionar FE, la mas importante es F.
graminearum Schwabe (teleomorph Gibberella zeae [Schwein.] Petch) (Pritsch, 1995;
Pereyra, 2005; Pereyra et al., 2006). Este patdogeno produce micotoxinas de alto riesgo
tanto para humanos como para el ganado. La micotoxina mas comunmente encontrada
en granos infectados es deoxinivalenol (DON). La tecnologia de siembra directa deja en
superficie un volumen importante de rastrojo al momento de la cosecha, lo cual permite
la supervivencia del hongo principalmente formando estructuras como los peritecios,
donde se producen ascosporas, inéculo primario para la enfermedad (Diaz de
Ackermann y Pereyra, 2010).



En nuestro pais, F. graminearum es capaz de sobrevivir en rastrojo infectado de trigo,
cebada, maiz, sorgo, moha, avena y algunas otras gramineas componentes de las
pasturas 0 malezas. En estudios epidemiologicos realizados en distintas secuencias de
cultivos se ha determinado que en nuestras condiciones, trigo y cebada y en menor
grado maiz son los rastrojos con mayor colonizacion y que a su vez aportan la mayor
cantidad de indculo de F. graminearum. Los rastrojos de trigo y cebada en superficie
pueden aportar indculo por un periodo de 2 a 2.5 afios post-cosecha, mientras que si son
enterrados aportan inéculo por 1 a 1.5 afios. Si bien la supervivencia de F. graminearum
en el rastrojo de maiz es prolongada, pudiendo llegar hasta 4 afios, el aporte de indculo
del rastrojo de maiz en superficie ha sido medido hasta 3 afios post-cosecha, pero en
muy bajos niveles (Diaz de Ackermann y Pereyra, 2010).

Las enfermedades del sistema radicular y estolones de las leguminosas son causadas por
un complejo de patdgenos del suelo, siendo Fusarium el principal género asociado
(Altier, 2003). Por lo general, estos microorganismos muestran una alta capacidad de
competencia saprofitica y presentan mecanismos alternativos y eficientes de
sobrevivencia, que constituyen las fuentes de indculo para la infeccion inicial. En su
mayoria inducen la ocurrencia de enfermedades monociclicas, pues los organismos
causales cumplen un solo ciclo de infeccion por estacion de crecimiento (Altier, 2010).

Infecciones crénicas causadas por Fusarium spp., principalmente F. oxysporum y F.
solani causan podredumbre de raiz y corona en diversas leguminosas y reducen la
capacidad de absorcion de agua y nutrientes, de anclaje, de fijacion de nitrégeno y de
almacenamiento de reservas, ocasionando la muerte de plantas o disminuyendo su vigor
(Altier, 2003; Leslie y Summerell, 2006; Altier, 2010). Estos patdgenos pueden penetrar
a los tejidos vegetales directamente, pero en su mayoria presentan baja capacidad para
iniciar el proceso de infeccion. La ocurrencia de heridas en los tejidos, como resultado del
dafio por insectos, maquinaria o pisoteo animal, actla como puerta de entrada para la
infeccion subsecuente. Una vez que la infeccion tiene lugar, el micelio del hongo se
desarrolla en los tejidos epidérmicos, colonizando posteriormente la corteza y endodermis.
Fusarium oxysporum tiene una alta capacidad de competencia saprofitica. Utiliza un
amplio rango de huéspedes y sustratos, y es capaz de sobrevivir a través de la formacién
de clamidosporas (Banchero, 2003).

Fusarium solani tiene una distribucion cosmopolita, pudiéndose encontrar en
numerosos suelos. Es patdgeno de un amplio rango de huéspedes, entre los que se
destacan las leguminosas, incluida la soja. Entre las enfermedades causadas por
Fusarium spp. en soja se destaca el sindrome de muerte subita (Sudden Death
Sindrome, SDS), causado F. solani pv. glycines. (Leslie y Summerell, 2006) y
reclasificado como cuatro especies distintas dentro de F. solani sensu lato: F.
virguliforme (Aoki et al., 2003); F. tucumaniae, F. brasiliense y Fusarium sp.
(O"Donnell et al., 2010).

En el cultivo de frutilla especies del género Fusarium, particularmente F. oxysporum,
determinan la enfermedad denominada “raices negras”. La misma causa destruccién de
las raices absorbentes, pudricion y ennegrecimiento del sistema radicular, con la
consiguiente reduccion del vigor y rendimiento, ocasionando muerte de las plantas. Esta
enfermedad adquiere importancia en cultivos intensivos, que no incluyen estrategias de
mejora del suelo (Maas, 1998; Leoni, 2003). En el cultivo de cebolla el patégeno



Fusarium oxysporum f.sp. cepae causa podredumbre radicular y marchitamiento de
planta (Schwartz y Mohan, 2008).

1.4.2. Enfermedades causadas por Pythium spp.

El género Pythium se encuentra ampliamente distribuido en el mundo, y muchas
especies causan importantes pérdidas econdmicas en la agricultura (Altier y Thies,
1995). Pythium pertenece al reino Chromista (Stramenopiles), familia Pythiaceae, orden
Peronosporales y clase Oomycetes.

Condiciones ambientales de baja temperatura y alta humedad del suelo, como las que se
generan en un sistema bajo siembra directa, con presencia de rastrojo en superficie, son
altamente favorables al desarrollo de enfermedades de implantacién (damping-off),
podredumbre de corona y podredumbre negra de raiz, causadas por especies del género
Pythium, entre otras. Esto determina una baja tasa de germinacion, reduce la emergencia
de plantulas y limita el establecimiento de los cultivos post emergencia (Altier y Thies,
1995; Martin y Loper, 1999; Altier, 2010; Pérez et al., 2010). Si bien este grupo de
patdgenos puede causar infecciones en un amplio rango de temperaturas de suelo (Altier
y Thies, 1995), bajas temperaturas disminuyen las tasas metabolicas de las plantulas
dilatando el periodo entre germinacion de la semilla y lignificacién de tejidos,
aumentando por consiguiente el periodo de susceptibilidad a los mismos. A su vez, la
presencia de alta humedad en el suelo favorece la diseminacién del patégeno en el
mismo, ya que las zoosporas producidas por estas especies patogénicas pueden
desplazarse en las peliculas de agua en el suelo y llegar a la superficie de la plantula
para causar la infeccion (Pérez et al., 2010).

Pythium es considerado patdgeno oportunista dado que la enfermedad se observa en
plantas jovenes y débiles. Bajo condiciones ideales, en proximidad a las semillas se
produce una rédpida germinacién de las esporas de resistencia y crecimiento del
patdgeno, en respuesta al exudado de nutrientes seminales. La infeccidn puede ocurrir a
pocas horas de haber sido sembrada la semilla (Ellis et al., 1999). Pythium spp. tienen la
habilidad de penetrar por los pelos absorbentes durante todo el ciclo de vida de las
plantas. Sin embargo, el impacto sobre la supervivencia de las plantulas es mayormente
en los primeros dias de vida de las mismas, ya que en estados méas avanzados se da un
proceso de compensacion donde los pelos absorbentes infectados pueden morir sin
afectar significativamente la fisiologia de la plantula (Pérez et al, 2010). Pythium spp.
poseen una pobre habilidad competitiva por lo cual actia en general como colonizador
primario. Esta caracteristica presente en las especies fitopatdgenas posibilita el
desarrollo de sistemas de biocontrol eficientes (Hultberg et al., 2000).

1.4.3. Control bioldgico de fitopatogenos del suelo

Se define al control biolégico como la reduccion de la densidad de indculo o de las
actividades productoras de enfermedad de un patégeno o parasito, en su estado activo o
durmiente, mediante uno 0 mas organismos, lograda de manera natural o a través de la
manipulacion del ambiente, del huésped o del antagonista o por la introduccion masiva
de uno o més antagonistas (Baker y Cook, 1974).

Existe un biocontrol natural en los Ilamados suelos supresivos, que son aquellos donde
los hongos fitopatdgenos son incapaces de persistir, 0 estando presentes no alcanzan a



inducir sintomas severos de enfermedad en el cultivo susceptible. Este fendmeno ha
sido bien caracterizado llegandose a la conclusion que la supresion es el resultado de la
presencia de ciertas rizobacterias con actividad antifangica (Weller et al., 2002). Se ha
demostrado que algunas cepas de Pseudomonas spp. productoras de antibidticos son
frecuentemente aisladas de estos suelos (Raaijmakers et al., 1997). Los
microorganismos rizosféericos, entre ellos P. fluorescens, son muy adecuados como
agentes de control biologico de enfermedades de raiz dado que se ubican en estrecha
asociacion con las raices, conformando una barrera contra los patégenos (Mondino y
Vero, 2006).

A su vez se ha demostrado el importante rol de diversos hongos del suelo con
propiedades antagénicas frente a organismos fitopatdgenos. Tal es el caso de cepas de
Fusarium spp. no patégenos en la supresion de las enfermedades vasculares causadas
por cepas patdgenas de Fusarium spp. (Mazzola, 2002), y de cepas de Trichoderma spp.
para el manejo de enfermedades causadas por Fusarium spp. (Pérez et al., 2011).

1.4.3.1. Hongos antagonistas: Trichoderma spp.

Los hongos del genéro Trichoderma son habitantes naturales de los suelos a nivel
mundial y han mostrado tener una gran capacidad antagonica frente a un variado grupo
de patdgenos (Wells, 1988). En general Trichoderma ejerce el control de fitopatogenos
a través de los siguientes mecanismos: competicién, liberacion de antibidticos y
micoparasitismo (Tronsmo y Hjeljord, 1998).

Se han desarrollado estrategias de control bioldgico de F. graminearum usando cepas
del género Trichoderma, las cuales pueden afectar las estructuras de sobrevivencia del
patdgeno presente en los rastrojos. En este sentido Fernandez (1992) encontr6 una
reduccién significativa en la formacion de peritecios de Gibberella zeae (anam.
Fusarium graminearum) y en la produccion de ascosporas en aquellos tratamientos
donde T. harzianum fue aplicado sobre rastrojo de trigo. Se mencionan como
mecanismos de antagonismo la produccion de enzimas capaces de degradar paredes
fangicas y la produccion de sustancias antifungicas (Mondino y Vero, 2006).

En Uruguay se inici0 una linea de trabajo que incluyd el aislamiento de cepas de
Trichoderma spp. a partir de muestras de rastrojo de trigo, la identificacion de todas las
cepas obtenidas, y la caracterizacién de dichas cepas por su potencialidad como agente
de biocontrol de F. graminearum. Para estimar la potencialidad como agente de
biocontrol las cepas fueron caracterizadas por su capacidad de producir distintas
enzimas y compuestos antifangicos, y por su habilidad para inhibir el crecimiento del
patdgeno en condiciones in vitro. Con los resultados de esta caracterizacion se logro
seleccionar cinco cepas de Trichoderma que fueron posteriormente evaluadas in vitro
por su capacidad de inhibir la produccién de peritecios de G. zeae (anamorfo F.
graminearum) sobre rastrojo de trigo. Las cinco cepas evaluadas lograron disminuir
significativamente la produccion de peritecios sobre el rastrojo de trigo, incluso una de
las cepas logré inhibir la formacion de peritecios hasta un 85% respecto al testigo
(Cabrera, 2009).

En la EEMAC - Facultad de Agronomia en el 2009 se inicié una linea de trabajo que

busca identificar el efecto de distintas medidas de manejo sobre las poblaciones nativas
de Trichoderma. La informacion obtenida permitira no sélo identificar factores que
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favorecen altas poblaciones nativas ya presentes alli, sino ademas identificar
ambientes que favorezcan el desarrollo de Trichoderma y de esta forma asegurar un
mejor ambiente para realizar las inoculaciones de cepas eficientes para el biocontrol de
los principales patdgenos de cultivos extensivos (Pérez y Villar, 2011).

1.4.3.2. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, Pseudomonas fluorescentes

Los microorganismos benéficos son importantes ya que pueden tener gran incidencia en
el desarrollo de las plantas y por consiguiente en el rendimiento de cultivos de interés
agronémico. En su conjunto, los microorganismos rizosféricos que son capaces de
estimular el crecimiento de las plantas o disminuir el dafio provocado por patégenos
fueron denominados por Kloepper y Schroth (1978) como rizobacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR: Plant Growth-Promoting Rhizobacteria).

A su vez, el efecto promotor ejercido por estos microorganismos puede clasificarse en
directo o indirecto (Bashan y Holguin, 1997). Los mecanismos directos de promocién
vegetal involucran la produccion de fitohormonas y la solubilizacion de fosfato mineral
y otros nutrientes facilitando su adquisicién por las raices (microorganismos
fitoestimulantes y biofertilizantes). Los mecanismos indirectos hacen referencia al
control biologico de patdgenos que afectan el desarrollo de la planta huésped
(biopesticidas).

A nivel mundial se ha generado un gran interés por el estudio de rizobacterias, siendo
las Pseudomonas fluorescentes las mas estudiadas en la actualidad (Hofte y Altier,
2010). Este grupo se destaca por su abundancia en la rizosfera, su versatilidad
catabolica, su habilidad para colonizar raices y su capacidad para producir compuestos
toxicos para una amplia gama de bacterias y hongos fitopatogenos (Walsh et al., 2001).

En Uruguay, desde 1995, se ha investigado en el control bioldgico de enfermedades de
implantacion causadas por Pythium, mediante el uso de Pseudomonas fluorescentes
aisladas de suelo rizosférico (Bagnasco et al., 1998; Pérez et al., 2000; De La Fuente et
al., 2002; De La Fuente et al., 2004; Bajsa et al., 2005; Yanes et al., 2004; Quagliotto et
al., 2009; Hofte y Altier, 2010). Existe vasta informacién que reporta el manejo de estos
patdgenos a través del uso de bacterias rizosféricas productoras de antibidticos y otros
compuestos bioactivos (Hofte y Altier 2010).

La cepa Pseudomonas fluorescens UP61 fue aislada de la rizosfera de plantas sanas de
Lotus corniculatus (Colonia, Uruguay). De la Fuente et al. (2004) estudiaron los
mecanismos implicados en el control biolégico ejercido por dicha cepa, capaz de
controlar especies patdgenas pertenecientes a los géneros Pythium, Rhizoctonia,
Fusarium, a traveés de la produccion de tres antibioticos: 2,4-diacetilfloroglucinol,
pirrolnitrina y pioluteorina.

Otros mecanismos de accion de las Pseudomonas fluorescentes sobre patogenos de
suelo incluyen la produccion de acido cianhidrico (HCN) y siderdforos fluorescentes
(Bagnasco et al., 1998, De la Fuente et al., 2004). Pseudomonas fluorescens se
caracteriza por producir un pigmento amarillo-verdoso que corresponde a los
sideroforos de tipo pioverdina, los cuales fluorescen cuando son observados bajo luz
ultravioleta (Meyer y Abdallah, 1978). Los sider6foros son moléculas orgéanicas
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producidas por muchos microorganismos en condiciones de deficiencia de hierro, que
quelatan el ion férrico con alta especificidad (Neilands, 1981).

1.4.4. Factores determinantes del desarrollo de la enfermedad

La ocurrencia de cambios en las practicas agricolas -secuencia de cultivos, tipo de
laboreo y aplicacion de agroquimicos- que afectan la microflora del suelo y la
disponibilidad de nutrientes, generalmente resulta en cambios en la expresion de
enfermedades (Huber y Graham, 1999; van Elsas et al., 2002; Garbeva et al., 2004).
Meriles et al. (2006) sefialan que el uso de herbicidas y el manejo del rastrojo pueden
alterar el ecosistema del suelo, mediante efectos directos en los diversos componentes
de la microflora edafica, por ejemplo sobre los patdgenos, antagonistas y micorrizas.
Estos efectos pueden resultar en un incremento o disminucion de las enfermedades de
las plantas, a través de la supresion o promocion de las actividades de los
microorganismos benéficos presentes en la rizosfera (Altman y Rovira, 1989; Lévesque
y Rahe, 1992).

La rizosfera es la estrecha zona del suelo que rodea las raices y es afectada por las
mismas. En ella existe una gran abundancia de nutrientes que son liberados por la planta
en forma de exudados, lisados y mucilagos, que favorecen el establecimiento y
desarrollo de una amplia diversidad de microorganismos que pueden ser perjudiciales,
neutros o beneficiosos para los vegetales (Schroth y Hancock, 1982). Esta zona se
caracteriza por sus rapidos cambios y una intensa actividad microbiana que puede ser
entre 10 y 1000 veces superior que en las zonas libres de plantas (Haas y Défago, 2005).
Las plantas depositan méas del 40% de sus fotosintatos en la rizosfera a través de las
raices, lo cual sugiere un relacionamiento muy evolucionado entre la planta y los
microorganismos rizosféricos. Estos a su vez se benefician de los nutrientes secretados
por las raices (Handelsmann y Stabb, 1996; Bloemberg y Lugtenberg, 2001).

Johal y Huber (2009) argumentan sobre el efecto directo del glifosato sobre las
comunidades de microorganismos benéficos y patdgenos, asi como sobre las
interacciones microbianas. Sus estudios demostraron un efecto negativo sobre los
microorganismos benéficos y una estimulacion del desarrollo de patégenos. Asimismo,
indicaron que el glifosato modifica la disponibilidad de nutrientes y altera la virulencia
de los patogenos hacia las plantas.

Lévesque et al. (1987) observaron infecciones severas en raices de plantas tratadas con
glifosato, debido a la inhibicidn de la sintesis de fitoalexinas, compuestos resultantes del
metabolismo secundario a través de la via del &cido shikimico. La inhibicion de este
mecanismo de defensa de las plantas resultdé en una mayor predisposicion al ataque de
hongos patégenos de suelo (Fusarium spp.) y contribuyé a la eficacia del herbicida
glifosato, siendo considerado un “segundo modo de accion”.

Existen muchos reportes acerca del aumento en la incidencia de enfermedades luego de
aplicaciones de glifosato. Bolliger et al. (2006) encontraron que luego de algunos afos
de aplicaciones frecuentes de glifosato se incrementaba la ocurrencia de problemas
tanto en la productividad como en el estado sanitario de las plantas. Johal y Rahe (1990)
sefialaron que el glifosato puede suprimir las defensas de las plantas y promover la
susceptibilidad a enfermedades.
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1.5. Efectos del glifosato sobre las comunidades microbianas edaficas

Diversos autores estudiaron el efecto in vitro del glifosato en el crecimiento radial de
distintos hongos de suelo. Algunos evaluaron la molécula &cida aunque la mayoria
investigaron el efecto de diversos formulados comerciales. Meriles et al. (2006)
condujeron ensayos in vitro y encontraron un efecto inhibitorio del glifosato (Glifosato
Roundup® Ultra) en el crecimiento radial de la mayoria de los hongos de suelo
estudiados. Sanogo et al. (2000) sefialaron que la germinacion de esporas y crecimiento
miceliar de F. solani se redujo con aplicaciones de glifosato. Asimismo Wardle y
Parkinson (1990c) encontraron que el glifosato reduce el crecimiento radial de F.
oxysporum. Kawate et al. (1992) estudiaron el efecto de la sal de isopropilamina de
glifosato en el crecimiento miceliar de F. solani f. sp. pisi y P. ultimum. Dada la
disminucion de pH que ocurre cuando se agrega glifosato al medio de cultivo, estos
autores discriminaron los efectos causados por la molécula y aquellos debidos al cambio
de pH. Sus resultados mostraron que el glifosato afect6 a Fusarium independientemente
del pH, mientras que para Pythium la respuesta fue parcialmente dependiente de los
cambios de pH.

Haney et al. (2000) y Busse et al. (2001) concluyeron que la actividad microbiana se
vio estimulada en presencia del herbicida glifosato. Wardle y Parkinson (1990a,b)
observaron que la presencia de glifosato en suelo estaba relacionada con un aumento
temporal del nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) de bacterias y la
actividad microbiana del suelo, pero no encontraron mayor efecto sobre el nimero de
UFC de hongos. La actividad microbiana puede aumentar en la rizosfera de plantas
tratadas con glifosato (Mijangos et al., 2009). Por el contrario, de acuerdo a Schulz et
al. (1985), las poblaciones de Pseudomonas fluorescentes fueron mayores en la
rizosfera de soja no resistente a glifosato, mientras que en la soja resistente las
poblaciones se vieron reducidas. Esto se explica por la susceptibilidad de las bacterias al
glifosato que es exudado en la rizésfera (Wardle y Parkinson, 1992).

Diversos autores mencionan el aumento de Fusarium spp. en la rizésfera y en el suelo
en respuesta al agregado de glifosato (Lévesque et al., 1987; Powell y Swanton, 2008).
Varias enfermedades causadas por Fusarium spp. se ven incrementadas por el glifosato
(Sanogo et al., 2000; Sanogo et al., 2001; Fernandez et al., 2005). Cuando la exudacion
radicular es excesiva, como en los cultivos de soja transgénicos tratados con glifosato,
las infecciones radiculares causadas por los patdgenos del suelo aumentan (Nelson,
1990). Asimismo, aumentos en la susceptibilidad al sindrome de muerte subita en soja
causado por F. solani sensu lato, fueron reportados en cultivos de soja transgénicos
tratados con glifosato en Estados Unidos (Sanogo et al., 2000).

A su vez se observé mayor colonizacién de Fusarium spp. en las raices de trigo y
cebada asociadas a aplicaciones previas de glifosato (Fernandez et al., 2007). Se ha
sugerido que el efecto del glifosato persiste en plantas en crecimiento por dos 0 mas
afios luego de la aplicacion. Fernandez et al. (2009) sefialaron que las aplicaciones de
glifosato 18 a 36 meses previas a la siembra fueron un factor agronémico importante en
el desarrollo de enfermedades, principalmente fusariosis de la espiga en cultivos de
trigo y cebada.

La severidad de podredumbre radicular en remolacha azucarera (Beta vulgaris
(saccharifera) L.) resistente a glifosato, causada por F. oxysporum, aumentd con
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aplicaciones del herbicida, como consecuencia de una mayor susceptibilidad de los
tejidos de la planta (Larson et al., 2006). Por otro lado, aplicaciones de glifosato sobre
plantas de porotos indujeron la colonizacion de raices por Pythium spp., aumentando la
poblacion del suelo. Descalzo et al. (1998) argumentaron que la muerte de las raices
proveyO de sustrato aumentando los niveles de indculo de los microorganismos
fitopatogenos.

Levesque et al. (1987) encontraron que el nimero de UFC de Fusarium spp. aumentaba
debido a las aplicaciones de glifosato. Asimismo, sefialaron un incremento temporal de
poblaciones de microorganismos, especificamente de Pythium y Fusarium al aumentar
las concentraciones de glifosato. Sin embargo, no se observd una correlacion
significativa entre las concentraciones de glifosato y la poblacion de Trichoderma spp.
El efecto del glifosato sobre microorganismos benéficos ha sido menos estudiado. Se
destaca el reporte de Kremer y Means (2009) quienes sefialan que las Pseudomonas
fluorescentes exhibieron la enzima 3-enolpiruvil-siquimato-5-fosfato sintetasa (EPSPS)
sensible a glifosato y fueron inhibidas por este principio activo.

Diversos autores han sefialado que tratamientos repetidos de glifosato actlan
seleccionando determinadas especies de hongos que tienen la capacidad de utilizar el
herbicida como nutriente (Krzysko-Lupicka y Orlik, 1997). Especificamente Krzysko-
Lupicka y Sudol (2008) encontraron que aplicaciones sucesivas de glifosato resultaron
en una comunidad de hongos dominada por Fusarium spp.

Araujo et al. (2003), a través del estudio con glifosato estandar analitico, observaron
una mayor cantidad de dioxido de carbono en presencia de glifosato, lo que sugiere que
los microorganismos del suelo son capaces de utilizar el glifosato como fuente de
carbono. A su vez, Wardle y Parkinson (1990a) sugieren que la produccion de diéxido
de carbono esta relacionada con la descomposicion de glifosato en el suelo. En
concordancia con Heinonen-Tanski (1989), los suelos con mayor actividad microbiana
favorecen la rapida degradacion del glifosato.

Es probable que el glifosato estimule la proliferacion de patégenos indirectamente
porque las malezas que mueren a raiz de las aplicaciones pueden servir de fuente de
energia para Fusarium y Pythium, potencialmente incrementando el indculo de ambos
patdgenos (Kawate et al., 1992). Powell y Swanton (2008) sefialan que el glifosato y la
soja resistente al glifosato pueden promover la colonizacion de hongos en las raices y
potenciar la enfermedad no sélo estimulando el desarrollo de hongos patégenos sino
también suprimiendo las bacterias antagonistas.

1.6. Justificacion del trabajo

Existe vasta informacion acerca de los efectos de los formulados de glifosato sobre los
microorganismos del suelo, pero se desconoce cuél es realmente el compuesto que
causa los mayores perjuicios en la biota. En el presente trabajo se pretende identificar si
el efecto tdxico estd dado por la molécula de glifosato per se. A su vez se quiere
conocer cual es el grado de toxicidad, tanto de la molécula acida como de dos de las
sales (de potasio y de isopropilamina), sobre microorganismos patdgenos y benéficos
para las plantas, asi como sobre la interaccion entre ambos. Para ello se propuso trabajar
con géneros de microorganismos fitopatogenos y benéficos predominantes en los
sistemas de produccion de interés para el Uruguay.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Se plantea como hipdtesis del trabajo que la aplicacion de glifosato altera la
composicion de las comunidades microbianas del suelo, benéficas y patogenas.
Especificamente se postula que la molécula de glifosato afecta el crecimiento de los
microorganismos del suelo, la interaccion entre benéficos y patégenos, y su densidad
poblacional.

2.1. Objetivos
2.1.1. Objetivo general

Contribuir al conocimiento del efecto del uso de glifosato sobre los microorganismos
del suelo en sistemas agricolas del Uruguay.

2.1.2. Objetivos especificos

e Evaluar in vitro el efecto de la molécula de glifosato sobre el crecimiento de
microorganismos patégenos: Fusarium spp. y Pythium spp.

e Evaluar in vitro el efecto de la molécula de glifosato sobre el crecimiento de
microorganismos benéficos: Trichoderma spp. y Pseudomonas fluorescens.

e Evaluar in vitro el efecto de la molécula de glifosato sobre la interaccién entre
microorganismos patdgenos y benéficos.

e Evaluar in vitro el efecto de la molécula de glifosato sobre la produccion de
peritecios de Giberella zeae / Fusarium graminearum en rastrojo.

e Evaluar el efecto del uso de la molécula de glifosato sobre las poblaciones
microbianas del suelo, en invernaculo.

2.2. Estrategia de trabajo

Para analizar el efecto del glifosato, se utiliz6 la molécula &cida inicial comun a todos
los formulados comerciales y dos de sus sales neutralizadas sal de potasio y sal de
isopropilamina. Se seleccionaron aislados microbianos pertenecientes a especies
patogenas y benéficas prevalentes en sistemas agricolas / horticolas del pais. En una
primera etapa se realizaron ensayos in vitro evaluando el efecto de dosis crecientes de
las moléculas sobre el crecimiento radial de cultivos microbianos puros. Luego se
hicieron experimentos con cultivos duales para evaluar su efecto de la molécula sobre la
interaccion entre microorganismos patogenos y benéficos. En una tercer etapa se estudid
in vitro el efecto de la molécula &cida sobre la produccion de peritecios (estructura de
indculo primario de la Fusariosis de la Espiga - FE-) de una cepa de F. graminearum
patogénica en rastrojo de trigo. Finalmente, se instal6 un ensayo macetero en
invernaculo, con suelo extraido de parcelas con distinta intensidad de uso, secuencia de
cultivos y frecuencia de aplicaciones de glifosato; se aplicaron dosis crecientes de
glifosato cido para evaluar la densidad poblacional de microorganismos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Moléculas de glifosato

Para realizar el presente estudio se selecciono la molécula acida de glifosato y dos de
sus sales neutralizadas, las cuales fueron cedidas por la compafiia Cibeles S.A. de
Uruguay. En los distintos experimentos se utilizaron dosis crecientes de dichas
moléculas, 0, 20, 60, 100 y 140 ppm de i.a.

Molécula acida

Debido a que la solubilidad de la molécula acida (glifosato ppa, 95% de pureza) es de
12000 ppm a 25 °C (EXTOXNET, 1996), la misma se diluyé a razon de 0.105 g en 10
mL de agua deionizada, para lograr una solucién con concentracién inicial de 10.5 g/L.
Dada la formula: Ci x Vi =Cf x Vf, donde Ci (concentracién inicial) = 10.5 g/L , Vf
(Volumen final) = 0.1 L de medio de cultivo, se calcul6 la relacion de Cf
(Concentracion final) y Vi (Volumen inicial), para obtener las dosis crecientes a evaluar
(Cuadro 1).

Cuadro 1: Relacion entre Volumen inicial y Concentracién final deseada de las
moléculas evaluadas.

Cf (ppm) | Vi (mL)
20 0.2
60 0.6
100 1.0
140 1.4

Sal de isopropilamina

La concentracion de la sal de isopropilamina es de 480 g/L, lo que se corresponde con
360 g/L del equivalente &cido, resultando en una relacion de 1.33. Por lo tanto, para
obtener una solucién con concentracion inicial equivalente a 10.5 g/L de la molécula
acida, se diluyeron 0.3 mL de la solucion de sal de isopropilamina en 9.7 mL de agua
deionizada. El calculo se presenta en el anexo 2a.

Sal de potasio

La concentracion de la sal de potasio es de 602 g/L, lo que se corresponde con 500 g/L
del equivalente &cido, resultando en una relacion de 1.204. Por lo tanto, para obtener
una solucion con concentracion inicial equivalente a 10.5 g/L de la molécula acida, se
diluyeron 0.21 mL de la solucion de sal de potasio en 9.79 mL de agua deionizada. El
calculo se presenta en el anexo 2b.

Para llegar a las distintas concentraciones de interés se calculé la relacion de Cf

(Concentracion final) y Vi (Volumen inicial) de la misma forma que para la molécula
acida (Cuadro 1).
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3.2. Aislados microbianos

Las caracteristicas de los aislados microbianos utilizados en los experimentos se
detallan a continuacién en el Cuadro 2.

Cuadro 2: Caracteristicas de los aislados evaluados.

Género Especie Cadigo Origen Coleccién
Fusarium solani sensu lato Corona de soja | INIA La Estanzuela,
Seccion Proteccion
Vegetal.
Fusarium graminearum 224 a Grano de trigo |INIA La Estanzuela,
Seccion Proteccion
Vegetal.
Fusarium oxysporum f.sp.|17.8 Cebolla INIA  Las  Brujas,
cepae Seccién Proteccion
Vegetal.
Fusarium oxysporum f.sp.|17.8B8 Cebolla INIA Las  Brujas,
cepae Seccion Proteccion
Vegetal.
Fusarium oxysporum f.sp. Frutilla INIA  Las  Brujas,
fragariae Seccion Proteccién
Vegetal.
Pythium debaryanum Alfalfa IIBCE, Laboratorio de
Ecologia Microbiana.
Trichoderma |atroviride TME Rastrojo de | Facultad de Quimica —
trigo UdelaR, Laboratorio de
Microbiologia.
Trichoderma |harzianum T35 Rastrojo de | Facultad de Quimica —
trigo UdelaR, Laboratorio de
Microbiologia.
Pseudomonas | fluorescens UP 61.2 Lotus IIBCE, Laboratorio de
Ecologia Microbiana.

3.3. Ensayos in vitro

Los ensayos in vitro se realizaron en el Laboratorio de Proteccion Vegetal de INIA Las
Brujas, en el Laboratorio de Ecologia Microbiana del IIBCE y en el Laboratorio de
Fitopatologia de INIA La Estanzuela.

3.3.1. Cultivos puros

3.3.1.1. Microorganismos patdgenos

Se evalud el crecimiento de F. solani, F. oxysporum, F. graminearum y P. debaryanum
en medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA Difco), conteniendo diferentes
concentraciones de glifosato acido, sal de potasio y sal de isopropilamina (0, 20, 60,
100, 140 ppm i.a.) segun Meriles et al. (2006). Las tres soluciones de glifosato fueron
esterilizadas con filtro desechable de 0,45 um e incorporadas al medio PDA. Se
determind el pH de la solucion de las diferentes concentraciones de las tres moléculas
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de glifosato, en PDA a 50°C, y no se observo variacion ante el agregado de las dosis
utilizadas en este estudio (pH=5). A partir de cepas conservadas en tubos con silica gel,
los aislados se sembraron en placas de Petri con PDA, se tomd con un anza un trozo de
micelio y se sembré en placa de Petri con PDA. Pythium debarianum, conservado a 4°
C en tubo eppendorf con agua destilada estéril, se sembrd en medio de cultivo corn meal
agar (CMA Oxoid). De cada cepa se cortaron discos de micelio en activo crecimiento de
5 mm de didmetro y se colocé un disco en el centro de cada placa conteniendo PDA
conteniendo las diferentes concentraciones de las tres moléculas de glifosato.

El disefio experimental fue de parcelas completas al azar con arreglo factorial de los
tratamientos (tres moléculas x cinco dosis), con tres repeticiones simultaneas. Las
placas se incubaron a 25 °C con fotoperiodo de 12 horas y se midid el crecimiento radial
diario hasta un maximo de 8,5 cm de didmetro, considerado el maximo desarrollo en la
placa de Petri (Meriles et al., 2006). Cada ensayo fue repetido al menos dos veces.

Para estimar el efecto de las distintas dosis y moléculas de glifosato sobre el
crecimiento microbiano se calcul6 la variable area debajo de la curva (ADC),
adaptacion del método de integracion trapezoidal (Campbell y Madden, 1990). Dicha
variable integra cada uno de los momentos, desde el dia de instalacion del ensayo hasta
que la colonia del microorganismo alcanza el maximo desarrollo en la placa de Petri. El
valor absoluto de la sumatoria del ADC se considera el mejor estimador de la velocidad
de crecimiento del microorganismo.

3.3.1.2. Microorganismos benéficos

El crecimiento de Trichoderma atroviride y T. harzianum se evalué siguiendo el mismo
procedimiento detallado para los microorganismos patdgenos.

La sensibilidad de Pseudomonas fluorescens se evalu6 en medio de cultivo King B
(King et al., 1954), conteniendo dosis crecientes de cada una de las moléculas de
glifosato estéril (0, 20, 60, 100, 140 ppm i.a.). La cepa de Ps. fluorescens conservada en
tubo eppendorf con glicerol al 25% a —20 °C se repico en placas con medio King B. Se
suspendid una ansada de cultivo de Ps. fluorescens en tubos conteniendo 5 mL de King
B Broth. Los tubos se colocaron en agitador rotatorio a 150 rpm y 30 °C durante 24
horas. Se midi6 la absorbancia en espectrofotdémetro Shimadzu UV-1603, utilizando
una longitud de onda de 620 nm y se obtuvo una concentracién de 1*10° UFC/mL. Se
coloc6 un mL de la suspension en 10 mL de agua deionizada estéril y se realizaron
diluciones seriadas las cuales se sembraron en placas de KB conteniendo las diferentes
concentraciones de las tres moléculas de glifosato. El disefio experimental fue de
parcelas completas al azar, con tres repeticiones. Las placas se incubaron a 30°C y 48
horas después de la siembra se hizo el recuento de colonias en placa, bajo luz UV. Se
calculo la variable unidades formadoras de colonias (UFC) (Quezado — Duval et al.,
2003). El ensayo fue repetido dos veces.

3.3.1.3. Anélisis estadistico
Los datos obtenidos de los experimentos in vitro fueron analizados por ANOVA,
utilizando el programa PROC GLM de SAS System version 9.2. Para los aislados F.

solani, F. oxysporum, F. graminearum, Py. debaryanum, T. atroviride y T. harzianum,
la variable analizada fue ADC. Para la cepa de Ps. fluorescens la variable analizada fue
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UFC/mL. Las medias de los tratamientos fueron separadas por minima diferencia
significativa (MDS), mediante el test de Fisher protegido con p= 0.05.

3.3.2. Cultivos duales
3.3.2.1. Cultivo dual Fusarium spp. — Trichoderma spp.

Se realizaron cultivos duales de diferentes cepas de F. oxysporum f.sp. cepae, F.
oxysporum f.sp. fragariae y F. solani con dos cepas de Trichoderma: T. harzianumy T.
atroviride en placas con medio PDA enmendadas con dosis crecientes de cada una de
las moléculas de glifosato (0, 20, 60, 100 y 140 ppm i.a.).

A partir de cepas conservadas en tubos con silica gel, se sembraron placas de PDA, se
tomoO con un anza un trozo de micelio y se sembr6 en placa de Petri con PDA. Se
cortaron discos de micelio en activo crecimiento de 5 mm de didmetro. En cada placa de
PDA conteniendo las diferentes concentraciones de las tres moléculas de glifosato se
coloco en el centro un disco de Fusarium spp. y en un extremo un disco del hongo
antagonista T. harzianum o T. atroviride de acuerdo a la metodologia descripta por
Cabrera (2006). EIl disefio experimental fue de parcelas completas al azar con arreglo
factorial de los tratamientos (tres moléculas X cinco dosis). Se realizaron tres
repeticiones de cada combinacién de cepas de Fusarium y Trichoderma. Se incluyeron
los testigos de crecimiento de la cepa patdgena en ausencia del antagonista. Las placas
se incubaron a 25°C con fotoperiodo 12 horas. Cada ensayo fue repetido al menos dos
Veces.

Para estimar el efecto de dosis crecientes de cada molécula de glifosato sobre la
interaccion de patogeno y antagonista se evalud el area de crecimiento de cada
microorganismo, a través del Programa MAP Maker
(http://www.mapmaker.com/download.asp). Asimismo, se calculd la variable relacion
area del antagonista / area del patégeno.

3.3.2.2. Cultivo dual Pythium debaryanum - Pseudomonas fluorescens

La actividad antagonica de Ps. fluorescens contra Py. debaryanum fue evaluada en un
ensayo de inhibicién in vitro mediante el método de cultivo dual en placa descripto por
Geels y Schippers (1983).

A partir de discos de micelio en activo crecimiento de 5 mm de diametro, conservados
en tubo eppendorf con agua destilada a 4°C, el aislado de Py. debaryanum se repicé a
placas con medio CMA, a partir de la cual se cortaron discos de 5 mm de diametro. La
cepa de Ps. fluorescens conservada en tubo eppendorf con glicerol al 25% a —20 °C se
repicd en placas con medio King B. En placas con medio King B/2 (apto para el
crecimiento tanto de Py. debaryanum como de Ps. fluorescens enmendado con dosis
crecientes de cada una de las moléculas de glifosato, (0, 20, 60, 100 y 140 ppm i.a.), se
cultivaron en el centro de cada placa un disco de Py. debaryanum y en un extremo una
estria de Ps. fluorescens.

El disefio experimental fue de parcelas completas al azar con arreglo factorial de los

tratamientos (tres moléculas x cinco dosis), con tres repeticiones. Las placas se
incubaron a 25°C por cuatro dias. Se incluyeron los testigos de crecimiento de la cepa
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patdgena en ausencia del antagonista. El ensayo fue repetido dos veces. La variable
analizada fue zona de inhibicién entre el antagonista y el patégeno, medida en cm,
tomando la menor distancia entre ambos.

3.3.2.3. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de los experimentos in vitro de cultivos duales fueron analizados
por ANOVA, utilizando el programa PROC GLM de SAS System version 9.2. Para los
cultivos duales Fusarium spp. - Trichoderma spp., la variable analizada, dado que el
patdgeno no se vio mayormente afectado durante la evaluacién, fue el area de
crecimiento del antagonista y la relacion area antagonista sobre area patdgeno. Para los
cultivos duales de P. fluorescens — P. debaryanum la variable analizada fue cm de
inhibicion entre ambos. Las medias de los tratamientos fueron separadas por minima
diferencia significativa (MDS), mediante el test de Fisher protegido con p= 0.05

3.4. Ensayo de Fusarium graminearum en rastrojo de trigo

En el Laboratorio de Fitopatologia de La Estanzuela, se instald el ensayo de evaluacion
de dosis crecientes de glifosato &cido sobre la produccién de peritecios de Giberella
zeae/ F. graminearum en rastrojo de trigo.

El rastrojo de trigo se cortd en trozos de tres cm de largo conteniendo un nudo en el
centro. Se cortaron 600 trozos de rastrojo y se autoclavaron. A su vez se autoclavo arena
que sirvio de soporte para los trozos de rastrojo.

Para la preparacion del indculo se sembré F. graminearum en placas con medio de
cultivo de grano de soja (Anexo 3), se incubd a 25°C durante siete dias. Para colectar el
patdgeno se mojo el micelio con agua destilada, se rasp6 con una espatula y se filtré con
una gasa. Se homogeneiz6 y se contabilizé el nimero de conidias en la camara de
Neubauer, hasta alcanzar una concentracion de 2*10° conidios/mL. El rastrojo de trigo,
luego de ser esterilizado se inoculd por inmersién durante un minuto en dicha
suspension y se seco en papel de filtro. Se colocaron 100 gr de arena estéril en placas de
15 cm de didmetro. Sobre la arena se colocaron 15 trozos de rastrojo previamente
inoculados y se distribuyeron en forma homogénea. El rastrojo se incub6 a 20 - 22°C
con ciclos de luz blanca fria (FA0/CW Worklite 25; Phillips, Sommerset, NJ) y luz
negra fluorescente (F40T12/BLB TL40W/08; Phillips, Sommerset, NJ) durante 21 dias.

Las placas se mantuvieron tapadas los dos primeros dias luego de la inoculacion para
facilitar la colonizacion del rastrojo por F. graminearum, y luego destapadas hasta el fin
del experimento. Cada cuatro o cinco dias se regaron las placas con agua estéril para
generar ciclos de mojado y secado del rastrojo que promovieran la formacion de
peritecios. El disefio experimental consistid en parcelas completas al azar con seis
repeticiones. Se prepararon 30 unidades experimentales.

Al cabo de 21 dias se comenzd a observar la aparicion de peritecios de G. zeael/F.
graminearum en el rastrojo. Se realizo la primer evaluacion del nimero de peritecios
por rastrojo y la evaluacion de su estado de madurez segun la escala de Paulitz (Bujold
et al., 2001). De cada placa se seleccionaron 10 trozos de rastrojo y se contd bajo lupa
con un aumento de 30X el niumero de peritecios por rastrojo. Se extrajeron al azar dos
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peritecios de cada uno de los 10 rastrojos. Estos se observaron bajo lupa para
determinar el estado de madurez.

Los tratamientos fueron aplicados luego de observar la aparicién de peritecios para
generar una situacion similar a lo que ocurre en el campo. Para ello se prepard una
suspension de glifosato, molécula &cida, al 0,2 % en agua destilada, se homogeneiz6 y
se aplico por aspersion hasta mojar los trozos de rastrojo. Los tratamientos fueron:

TO 0 Testigo sin aplicacion de glifosato (solo agua destilada)
Tl 0,5X Subdosis comercial de glifosato
T2 X Dosis comercial (3L/ha: guia sata: http://laguiasata.com/joomla/)

T3 X+X Dosis comercial en dos momentos consecutivos (espaciados 30 dias)
T4 2X  Doble dosis comercial

Se realizaron evaluaciones mensuales del nimero y estado madurez de los peritecios 30,
60 y 90 luego de aplicados los tratamientos.

3.4.1. Analisis estadistico

Los datos obtenidos del experimento de Fusarium graminearum en rastrojo de trigo
fueron analizados por ANOVA, utilizando el programa PROC GLM de SAS System
version 9.2. Las medias de los tratamientos fueron separadas por minima diferencia
significativa (MDS), mediante el test de Fisher protegido con P=0.05.

3.5. Ensayos en invernaculo

3.5.1. Muestreo y analisis de suelo

El muestreo de suelo se realizé en un experimento de rotaciones bajo siembra directa en
INIA La Estanzuela (Departamento de Colonia) en otofio de 2009. Se muestrearon dos
parcelas de tratamientos contrastantes en cuanto a sistema de cultivo y frecuencia en uso
de glifosato. El tratamiento “Cultivo continuo (CC)” fue tomado de la parcela de
agricultura continua con tres aplicaciones de glifosato por afio (soja — cebada y girasol —
trigo) y el tratamiento “Rotaciones con pradera (ROT)” de la parcela de rotacion cultivo
con pradera (sorgo grano himedo — raigras, moha y durante cuatro afios festuca, lotus y
trébol blanco) y sin aplicaciones de glifosato desde dos afios atrés. El muestreo de suelo
se realizd con calador a 10 cm de profundidad, extrayéndose 30 tomas al azar,
posteriormente homogeneizadas.

Cada tratamiento (CC y ROT) se dejé secar a temperatura ambiente y se desagregé para
su posterior manipulacion. Luego se mezclé el suelo con arena estéril (2:1
respectivamente), para disminuir la compactacion del suelo al ser colocado en macetas.
Las propiedades fisicoquimicas de cada tratamiento se determinaron en el Laboratorio
de Suelos de INIA La Estanzuela. El nivel de residuos de glifosato y su metabolito
(AMPA) se analizo en el Laboratorio de Residuos de Plaguicidas, de la Direccion
General de Servicios Agricolas. La determinacion de la poblacion de microorganismos
de interés se realizo en el Laboratorio de Proteccién Vegetal de INIA Las Brujas, de
acuerdo a lo descripto en el item 3.5.2.4.
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3.5.2. Ensayo macetero
3.5.2.1. Preparacion de macetas

Cada uno de los tratamientos (CC y ROT), previamente mezclados con arena estéril, se
colocaron en macetas de 1000 mL de capacidad y se llevaron al invernaculo,
preparandose 25 macetas de cada suelo.

3.5.2.2. Siembra e incorporacion de avena

Cada maceta conform6 una unidad experimental. Se sembraron 15 semillas de avena en
cada una de las macetas para incluir el componente vegetal en el sustrato. Se regaron
hasta que el agua drenara por debajo y a los dos dias se registro el peso de cada maceta.
De esta forma se sistematizo el riego semanalmente, manteniendo cada maceta a su
capacidad de campo. Las macetas fueron regadas semanalmente hasta que las plantas de
avena alcanzaron aproximadamente 20 cm de altura. Posteriormente se incorpord la
avena al suelo, se cortd con tijera en trozos de dos cm y se mezcld con el suelo. Se
separ0 una muestra inicial de cada maceta, la cual se conservo a 4°C. El resto del suelo
se reincorpord a cada maceta, se reg6 hasta drenar por debajo y se registro el peso a los
dos dias de regado.

3.5.2.3. Aplicacién de tratamientos
Para realizar la aplicacion de los tratamientos, de dosis crecientes de glifosato acido, se

prepar6 una suspension de glifosato al 0,2 % en agua deionizada, se homogeneiz0 y se
regd uniformemente a razon de 100 mL por maceta. Los tratamientos aplicados fueron:

TO 0 Testigo sin aplicacion de glifosato (solo agua destilada)
T1 0,5X  Subdosis comercial de glifosato
T2 X Dosis comercial (3L/ha: guia sata: http://laguiasata.com/joomla/)

T3 X+X Dosis comercial en dos momentos consecutivos (espaciados 14 dias)
T4 2X  Doble dosis comercial

Luego de aplicados los tratamientos, se realizaron muestreos de suelo mensuales,
utilizando un calador de 10 mm, tomando cuatro sub muestras por maceta, conformando
una muestra de aproximadamente 100 g por maceta, la cual se conservd a 4°C. Se
registro la temperatura y humedad relativa del invernaculo durante todo el ensayo con
un datalogger. El disefio estadistico consistio en un arreglo factorial de dos suelos x
cinco tratamientos, con disefio experimental en blogues completos al azar con cinco
repeticiones.

En cada aplicacion del herbicida glifosato, considerandose una dosis comercial de 3
L/ha (48% de i.a.), un volumen de agua de 100 L/ha, se aplicarian en la superficie del
suelo aproximadamente 15 ppm de i.a. Considerando una situacion extrema de
aplicacion de 6 L/ha y con un volumen de agua de 60 L/ha, se aplicarian
aproximadamente 50 ppm de i.a.
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3.5.2.4. Determinacion de poblaciones microbianas

Se determind la poblacion microbiana de patdgenos y antagonistas presentes en el suelo
para cada sitio muestreado (CC y ROT) y en el momento inmediato previo a imponer
los tratamientos (valor inicial), a un mes (valor medio) y a dos meses (valor final). Se
determind peso secé de suelo en estufa a 105°C durante 48 horas.

Evaluacion de Pythium spp.

Se prepar6 medio CMA especifico para Pythium spp. (Anexo 3). Se peso un gramo de
suelo fresco y se colocd en un Erlenmeyer conteniendo agar agua al 0.4 %, en agitacién
para su homogenizacion. Se sembraron tres mL en cada placa de Petri, con tres
repeticiones. Se dejaron en camara de crecimiento durante tres dias a 25°C. Se hizo el
recuento de colonias por placa, contabilizando las colonias tipicas de Pythium spp. y se
calculo la variable UFC/g suelo seco. Esta determinacion sélo se obtuvo para CC y
ROT en el momento de la toma de la muestra.

Evaluacion de Fusarium oxysporum y Fusarium spp.

Se prepardé medio peptona pentacloronitrobenceno agar (PCNB) (Anexo 3) especifico
para Fusarium spp. (Nelson, 1983), y medio Komada especifico para Fusarium
oxysporum (Anexo 3) (Komada, 1975) y se dispensé en placas de Petri. Cada muestra
de suelo se secd a temperatura ambiente durante cuatro dias. Con un mortero se molio el
suelo y se tamizo en malla de 0,5 mm. Se pes6 un gramo de cada muestra y se
realizaron diluciones seriadas en agar agua al 0,1 %. Un mililitro de cada dilucion (-2, -
3, -4, -5, -6 y —7) se plaqueé utilizando una espatula de Drigalski; cada dilucion tuvo
tres repeticiones. Se incubaron durante siete a nueve dias a 25°C. La densidad
poblacional se evaluo segun ndmero mas probable (NMP)
(http://www.i2workout.com/mcuriale/mpn/index.html), tomando como positivas las
placas que presentaban al menos una colonia tipica del aislado evaluado; y se calcul6 la
variable UFC/g suelo seco.

Evaluacion de Trichoderma spp.

Se prepar6 medio THSM especifico para Trichoderma spp. (Anexo 3) (Williams et al.,
2003) y se dispensO en placas de Petri. Se pes6 un gramo de suelo fresco de cada
muestra y se realizaron diluciones seriadas en agar agua al 0,1 %. Cien microlitros de
cada dilucion (-1, -2 y -3) se plaqued utilizando una espatula de Drigalski; cada dilucién
tuvo tres repeticiones. Se incubaron durante cinco a siete dias a 25°C. La densidad
poblacional se evalu6 segun NMP, tomando como positivas las placas que presentaban
al menos una colonia tipica de Trichoderma spp.; y se calculd la variable UFC/g suelo
seco.

Evaluacion de Pseudomonas fluorescentes

Se prepard medio King B especifico para Pseudomonas fluorescentes (Anexo 3) (King
et al., 1954) y se dispensoé en placas de Petri. Se pesé un gramo de suelo fresco de cada
muestra y se realizaron diluciones seriadas en agar agua al 0,1 %. Cien microlitros de
cada dilucion (-1, -2 y -3) se plaqued utilizando una espatula de Drigalski; cada dilucién
tuvo tres repeticiones. Se incubaron durante 2 dias a 28°C. Se hizo el recuento de
colonias en placa, contabilizando las colonias fluorescentes bajo luz UV; y se calcul6 la
variable UFC/g suelo seco.
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3.5.3. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de los ensayos maceteros fueron analizados por ANOVA,
utilizando el programa PROC GLM de SAS System versién 9.2. Para analizar la
densidad poblacional de Fusarium spp., Fusarium oxysporum, Trichoderma spp. y de
Pseudomonas fluorescentes se calculd la variable area debajo de la curva (ADC). Las
medias de los tratamientos fueron separadas por minima diferencia significativa (MDS),
mediante el test de Fisher protegido con P=0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. Ensayo in vitro de cultivos puros

4.1.1. Microorganismos patdgenos

El ADC resulté un buen indicador del crecimiento microbiano, permitiendo discriminar
el efecto de dosis crecientes de cada una de las moléculas. El crecimiento de los aislados
estudiados varié significativamente con el agregado de dosis crecientes de glifosato en
sus tres formulas. En ningln caso la presencia de glifosato en el medio de cultivo
estimuld el crecimiento. La magnitud de la reduccion observada en el crecimiento fue
diferente segun la molécula utilizada y las dosis probadas (Cuadro 3).

Cuadro 3: Significancia del efecto de la molécula y la dosis en el crecimiento de
microorganismos patdgenos analizado como ADC, segin ANOVA.

Molécula Dosis Molécula x Dosis

Fusarium solani ** NS NS

F. graminearum *k *% *x

F. oxy. f.sp. cepae ** *% *

F. oxy. f.sp. cepae Resistente ** >k s

F. oxy. f.sp. fragariae *x *x *%
Pythium debaryanum ** % ok

(** p<0.01)

(* p<0.05)

NS Diferencia no significativa

La molécula acida demostrd ser la que menos afectd el crecimiento de los aislados, en
tanto la molécula sal de isopropilamina fue la que mas lo afectd6. En general la
concentracion minima de glifosato que generd diferencias significativas en el
crecimiento fue 100 ppm de i.a. en algunos casos y siempre 140 ppm de i.a.

Los microorganismos estudiados vieron afectado su crecimiento en forma diferencial.
Dosis crecientes de las tres moléculas de glifosato evaluadas no afectaron
significativamente el crecimiento de Fusarium solani (Figura 5). Por el contrario,
resultaron en una reduccion significativa del crecimiento de F. graminearum (Figura 6),
de los tres aislados de F. oxysporum (Figura 7, 8 y 9).
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Figura 5: Crecimiento in vitro del aislado de Fusarium solani segin diferentes
concentraciones de las tres moléculas de glifosato a) acido, b) sal de potasio, ¢) sal de
isopropilamina. Las barras representan el error estandar de las medias.
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Figura 6: Crecimiento in vitro del aislado de Fusarium graminearum segun diferentes
concentraciones de las tres moléculas de glifosato a) acido, b) sal de potasio, c¢) sal de
isopropilamina. Las barras representan el error estandar de las medias.
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Figura 7: Efecto del agregado de dosis crecientes de glifosato &cido sobre el crecimiento
in vitro de a) Fusarium oxysporum f.sp. cepae, b) F. oxysporum f.sp. cepae resistente a

Benomyl y ¢) F. oxysporum f.sp. fragariae. Las barras representan el error estandar de
las medias.
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Figura 8: Efecto del agregado de dosis crecientes de glifosato como sal de potasio sobre
el crecimiento in vitro de a) Fusarium oxysporum f.sp. cepae, b) F. oxysporum f.sp.

cepae resistente a Benomyl y ¢) F. oxysporum f.sp. fragariae. Las barras representan el
error estandar de las medias.
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Figura 9: Efecto del agregado de dosis crecientes de glifosato como sal de
isopropilamina sobre el crecimiento in vitro de a) Fusarium oxysporum f.sp. cepae, b)
F. oxysporum f.sp. cepae resistente a Benomyl y ¢) F. oxysporum f.sp. fragariae. Las
barras representan el error estandar de las medias.

Dosis crecientes de glifosato &cido y de sal de potasio resultaron en un enlentecimiento
significativo del crecimiento del aislado de Pythium debaryanum en el primer dia
evaluado pero se igualaron los tratamientos al segundo dia. En tanto dosis crecientes de
sal de isopropilamina resultaron en una reduccion significativa del crecimiento de Py.
debaryanum, determinando un atraso en el nimero de dias necesarios para completar la
placa (Figura 10y 11).
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Figura 10: Crecimiento in vitro del aislado de Pythium debaryanum segun diferentes
concentraciones de las tres moléculas de glifosato a) acido, b) sal de potasio, c) sal de
isopropilamina. Las barras representan el error estandar de las medias.

Figura 11: Crecimiento de Pythium debaryanum segun diferentes dosis de sal de

isopropilamina.
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El ADC de los aislados estudiados varié significativamente con el agregado de dosis
crecientes de glifosato en sus tres formulas, con excepcion de Fusarium solani. La
magnitud de la reduccion observada en el crecimiento fue diferente segin la molécula
utilizada (Cuadro 4).

Cuadro 4: Significancia del efecto de la dosis de cada molécula de glifosato en el
crecimiento de microorganismos patogenos analizado como ADC, segun ANOVA.

) SAL DE SAL DE
ACIDO POTASIO ISOPROPILAMINA

Fusarium solani NS NS NS

F. graminearum ** *x *x

F. oxy. f.sp. cepae ** *x *x

F. oxy. f.sp. cepae Resistente ** ** *x

F. oxy. f.sp. fragariae ** * *

Pythium debaryanum ** *x *x

(** p<0.01)
NS Diferencia no significativa

El crecimiento de F. graminearum fue similar al usar la molécula acida y la sal de
potasio. Sin embargo, el agregado de la sal de isopropilamina redujo significativamente
el crecimiento, observandose valores de ADC = 26.2. Las dosis de 100 y 140 ppm
afectaron por igual y se diferenciaron del resto (Figura 12).

El valor de ADC de F. oxysporum f.sp. cepae y de F. oxysporum f.sp. fragariae fue
igual en las dos sales analizadas y difirieron con la molécula acida la cual resulté en un
valor de ADC mayor. Dosis crecientes de glifosato no afectaron el crecimiento de forma
diferencial (Figura 13y 14).

El crecimiento de F. oxysporum f.sp. cepae resistente a benomyl fue diferente ante el
agregado de las tres moléculas evaluadas, siendo la molécula 4cida la que mas afecto y
la sal de potasio la que menos afectd el crecimiento. Dosis crecientes de glifosato no
afectaron el crecimiento de forma diferencial (Figura 15).

El crecimiento de Py. debaryanum fue diferente en las tres moléculas evaluadas, siendo
la sal de isopropilamina la que méas afectd el crecimiento y la molécula &cida la que
menos lo afectd. El efecto inhibitorio de la sal de isopropilamina causé un atraso en el
numero de dias necesarios para completar la placa, lo que determiné valores de ADC
mayores comparados con los obtenidos con el &cido y la sal de potasio (Figura 16). El
tratamiento testigo y la dosis de 20 ppm de glifosato no afectaron el crecimiento y se
diferenciaron de las dosis mas altas, las cuales si resultaron en una reduccion
significativa.
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Figura 12: Area debajo de la curva (ADC) del aislado Fusarium graminearum en
funcion de dosis crecientes de las tres moléculas de glifosato: a) acido, b) sal de potasio,
c) sal de isopropilamina. Valores con letras distintas son significativamente diferentes
segun tests de MDS (p = 0,05).
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Figura 13: Area debajo de la curva (ADC) del aislado Fusarium oxysporum f.sp. cepae
en funcion de dosis crecientes de las tres moléculas de glifosato: a) acido, b) sal de
potasio, c) sal de isopropilamina. Valores con letras distintas son significativamente
diferentes segun tests de MDS (p = 0,05).
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Figura 14: Area debajo de la curva (ADC) del aislado Fusarium oxysporum f.sp.
fragariae en funcion de dosis crecientes de las tres moléculas de glifosato: a) acido, b)

sal

de potasio,

c) sal

de

isopropilamina. Valores con

significativamente diferentes segun tests de MDS (p= 0,05).
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Figura 15: Area debajo de la curva (ADC) del aislado Fusarium oxysporum f.sp. cepae
resistente a Benomyl en funcién de dosis crecientes de las tres moléculas de glifosato: a)
acido, b) sal de potasio, ¢) sal de isopropilamina. Valores con letras distintas son
significativamente diferentes segun tests de MDS (p= 0,05).
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Figura 16: Area debajao de la curva (ADC) del aislado Pythium debaryanum en funcion
de dosis crecientes de las tres moléculas de glifosato: a) acido, b) sal de potasio, ¢) sal
de isopropilamina. Valores con letras distintas son significativamente diferentes segln
tests de MDS (p= 0,05).

4.1.2. Ensayo in vitro de cultivos puros benéficos
4.1.2.1. Trichoderma spp.

Al igual que los resultados obtenidos para los aislados patdgenos, la respuesta en el
crecimiento de los aislados de Trichoderma spp. evaluados frente al agregado de dosis
crecientes de glifosato vario significativamente. Los resultados de los ANOVA indican
que hubo efecto diferencial de las moléculas de glifosato, las dosis y su interaccion en el
valor de ADC de dos aislados de Trichoderma spp. (Cuadro 5)

Cuadro 5: Significancia del efecto de la molécula y la dosis en el crecimiento de
Trichoderma atroviride (TME) y T. harzianum (T35) analizado como ADC, segun
ANOVA.

Molécula Dosis Molécula x Dosis
Trichoderma atroviride TME ** kel **
Trichoderma harzianum T35 ** ** *%

(** p<0.01)

El crecimiento de los aislados de T. atroviride y T. harzianum no se vio afectado por el
agregado del &cido ni de la sal de potasio, pero si ante el agregado de la sal de
isopropilamina. Con las dosis méas altas de la sal de isopropilamina, se observaron
diferencias en la velocidad de crecimiento, logrando completar la placa en un tiempo
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mayor. A su vez, cuando se uso esta sal, la reduccidn del crecimiento fue mas marcada
para el aislado de T. harzianum respecto al aislado de T. atroviride (Figura 17 y 18).
Cuando se uso la sal de potasio, sélo se redujo significativamente el crecimiento del

aislado T. atroviride a la dosis de 140 ppm. (Cuadro 6).
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Figura 17: Crecimiento in vitro de aislados de Trichoderma harzianum (T35) y T.
atroviride (TME) segun diferentes concentraciones de las tres moléculas de glifosato. a)
acido TME, b) acido T35, c¢) sal de potasio TME, d) sal de potasio T35, e) sal de
isopropilamina TME, f) sal de isopropilamina T35. Las barras representan el error

estandar de las medias.
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Testigo

Figura 18: Crecimiento de Trichoderma harzianum segun diferentes concentraciones de
sal de isopropilamina.

El area debajo de la curva de los aislados de Trichoderma spp. estudiados varid
significativamente con el agregado de dosis crecientes de glifosato como sal de
isopropilamina; sin embargo, no mostro diferencias frente al agregado de la molécula
acida. La sal de potasio tuvo efecto sobre el ADC de TME, pero no sobre el ADC de
T35 (Cuadro 6).

Cuadro 6: Significancia del efecto de la dosis de cada molécula de glifosato en el
crecimiento de Trichoderma atroviride y T. harzianum analizado como ADC, segun
ANOVA.

) SAL DE SAL DE

ACIDO POTASIO ISOPROPILAMINA
Trichoderma atroviride - TME NS ok *k
Trichoderma harzianum - T35 NS NS *x

(** p<0.01)
NS Diferencia no significativa

Los valores de ADC de ambos aislados calculados para la dosis de 140 ppm.,
demostraron la mayor sensibilidad de T. harzianum (T35) con respecto a T. atroviride
(TME), siendo 12.9 y 17.3, respectivamente (Figura 19). Los diferentes aislados
muestran diferentes velocidades de crecimiento. EI ADC de Trichoderma spp. presentd
valores de 20, mientras que el de F. oxysporum presentd valores de ADC de 90. Esto
indica que Trichoderma spp. crece mas rapidamente que Fusarium spp. logrando
completar el crecimiento en la placa de Petri en un menor nimero de dias.
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Figura 19: Area debajo de la curva (ADC) de Trichoderma spp. en funcion de dosis
crecientes de la sal de isopropilamina a) TME; b) T35. Valores con letras distintas son
significativamente diferentes segun tests de MDS (p= 0,05).

4.1.2.2. Pseudomonas fluorescens

Se observd que las dosis crecientes de glifosato como é&cido no afectaron
significativamente el nimero de UCF de Pseudomonas fluorescens (p = 0,476). En
cambio dosis crecientes de glifosato como sales resultaron en una reduccidn
significativa del niumero de UFC de Pseudomonas fluorescens, siendo mayor en el caso
de la sal de isopropilamina respecto a la sal de potasio (p = 0.07) (Figura 20).
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Figura 20: Unidades formadoras de colonias (UFC) de Pseudomonas fluorescens en
funcion de dosis crecientes de las tres moléculas de glifosato: a) &cido, b) sal de potasio,
c) sal de isopropilamina. Valores con letras distintas son significativamente diferentes
segun tests de MDS (p= 0,05).
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4.2. Ensayo in vitro de cultivos duales

4.2.1. Fusarium spp. — Trichoderma spp.

El crecimiento de los antagonistas T. atroviride (TME) y T. harzianum (T35) se vio
afectado significativamente en funcién del agregado de diferentes moléculas de
glifosato al enfrentarse con diferentes aislados de Fusarium spp.

La sal de isopropilamina fue la que mas afecto la interaccion entre los aislados (Cuadro
7). Dosis crecientes de esta sal resultaron en reducciones significativas de las dos
variables analizadas (crecimiento del antagonista y relacion antagonista / patégeno). En
contraste, la molécula &acida no afectd significativamente la interaccion entre los
aislados de Trichoderma spp con F. oxysporum f.sp. fragariae ni con F. solani. El
aislado T35 resultd mas sensible que el TME a la aplicacion de dosis crecientes de
glifosato. Las dosis de 100 y 140 ppm de i.a. fueron las que mas redujeron las variables
analizadas.

Cuadro 7: Efecto de las dosis de cada molécula sobre el crecimiento de dos aislados de
Trichoderma spp. en cultivos duales con tres aislados de Fusarium spp.

Aislado Molécula T. atroviride T. harzianum

F. oxy f.sp. cepae Resist. | Acido NS **
F. oxy f.sp. cepae Resist. | Sal de potasio NS **
F. oxy f.sp. cepae Resist. | Sal de isopropilamina *x **
F. oxy f. sp. fragariae Acido NS NS
F. oxy f. sp. fragariae Sal de potasio NS **
F. oxy f. sp. fragariae Sal de isopropilamina *x **
F. solani Acido NS NS
F. solani Sal de potasio *x NS
F. solani Sal de isopropilamina *x *x
(** p<0.01)

NS Diferencia no significativa

Dosis crecientes de glifosato acido y de la sal de potasio no afectaron significativamente
el crecimiento del antagonista T. atroviride (TME) al enfrentarlo con F. oxysporum f.sp.
cepae resistente a benomyl. En tanto si resultaron en una reduccion significativa del
crecimiento del antagonista T. harzianum (T35) a la dosis de 140 ppm. Dosis crecientes
de la sal de isopropilamina resultaron en una reduccién significativa del crecimiento de
los antagonistas T. atroviride (TME) y T. harzianum (T35) al enfrentarlos con el F.
oxysporum f.sp. cepae resistente a benomyl (Figura 21).

Cuando los aislados de Trichoderma spp. fueron enfrentados con el F. oxysporum f.sp.
fragariae, dosis crecientes de glifosato acido no afectaron el crecimiento del
antagonista. En contraste, dosis crecientes de sal de isopropilamina resultaron en una
reduccién significativa del crecimiento de los dos aislados de Trichoderma spp. Dosis
crecientes de sal de potasio no afectaron significativamente el crecimiento del
antagonista T. atroviride (TME) al enfrentarlo con F. oxysporum f.sp. fragariae.
Aunque resultaron en una disminucién significativa del crecimiento del antagonista T.
harzianum (T35) (Figura 22).
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Cuando los aislados de Trichoderma spp. fueron enfrentados con el aislado de F.
solani, dosis crecientes de glifosato &cido no afectaron el crecimiento del antagonista.
En contraste, dosis crecientes de sal de isopropilamina resultaron en una reduccion
significativa del crecimiento de Trichoderma spp. Las dosis crecientes de sal de potasio
resultaron en una disminucion significativa del crecimiento del antagonista T. atroviride
(TME) al enfrentarlo con F. solani. Sin embargo, no afectaron significativamente el
crecimiento del antagonista T. harzianum (T35) (Figura 23y 24).
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Figura 21: Area de crecimiento de los antagonistas Trichoderma atroviride (TME) (a) y
T. harzianum (T35) (b) testados en cultivos duales con Fusarium oxysporum f.sp. cepae
resistente a benomyl, en funcién de dosis crecientes de sal de isopropilamina. Las barras
representan el error estandar de las medias.
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Figura 22: Area de crecimiento de los antagonistas Trichoderma atroviride (TME) (a) y
T. harzianum (T35) (b) testados en cultivos duales con Fusarium oxysporum f.sp.
fragariae, en funcién de dosis crecientes de sal de isopropilamina. Las barras
representan el error estandar de las medias.
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Figura 23: Area de crecimiento de los antagonistas Trichoderma atroviride (TME) (a) y
T. harzianum (T35) (b) testados en cultivos duales con Fusarium solani, en funcion de
dosis crecientes de sal de isopropilamina. Las barras representan el error estandar de las
medias.
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Figura 24: Cultivo dual a) Trichoderma atroviride y b) T. harzianum vs Fusarium
solani segun dosis crecientes de sal de isopropilamina.

La relacion entre el area de las colonias del antagonista y el area de las colonias del
patdgeno se redujo con dosis crecientes de la sal de isopropilamina para los tres aislados
de Fusarium spp. evaluados, a excepcion de la relacion entre T. atroviride (TME) y F.
oxysporum f.sp. fragariae, que no se vio afectada (Figura 25).
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Figura 25: Relacion de crecimiento del antagonista vs. el patdgeno para la
concentracion maxima de 140 ppm de sal de isopropilamina vs. testigo sin glifosato. a)
F. solani vs. T. harzianum, b) F. solani vs. T. atroviride, c) F. oxysporum f. sp.
fragariae vs. T. harzianum, d) F. oxysporum f. sp. fragariae vs. T. atroviride, €) F.
oxysporum f. sp. cepae vs. T. harzianum, f) F. oxysporum f. sp. cepae vs. T. atroviride.

Esta reduccion en la relacion para el caso de Fusarium solani se debe a una reduccion
inicial del area de crecimiento del antagonista y a un aumento en el area del patdgeno.
En tanto la reduccion en la relacion para el caso de Fusarium oxysporum se debe a una
reduccion unicamente del &rea del antagonista.

4.2.2. Pythium debaryanum — Pseudomonas fluorescens
Las dosis mayores de glifosato &cido y de sal de isopropilamina no afectaron
significativamente la interaccion entre Py. debaryanum y Ps. fluorescens, medida en cm

de inhibicién (Figura 26). En contraste, dosis crecientes de sal de potasio afectaron la
interaccion entre Py. debaryanum y Ps. fluorescens. Los tratamientos testigo, 20 ppm y
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60 ppm fueron iguales y se diferenciaron de las dosis 100 ppm y 140 ppm, las que
resultaron en valores de inhibicién mayores (Figura 27).

Figura 26: Cultivo dual Pythium debaryanum y Pseudomonas fluorescens segun
tratamiento testigo y tratamiento con dosis de 140 ppm de glifosato como acido.

Cuadro 8: Significancia del efecto de la molécula y la dosis en la inhibicion entre

Pythium debaryanum y Pseudomonas fluorescens.

Molécula

Dosis

Molécula x Dosis

Py. debaryanum / Ps. fluorescens

NS (p=0.08)

**

**

(** p<0.01)
NS Diferencia no significativa
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Figura 27. Interaccion entre Pythium debaryanum y Pseudomonas fluorescens segun
dosis crecientes de sal de potasio. Valores con letras distintas son significativamente
diferentes segun tests de MDS (p= 0,05).

4.3. Efecto de dosis crecientes de glifosato acido sobre la cantidad y madurez de
peritecios de Gibberella zeae/Fusarium graminearum en rastrojo de trigo

Se observo que dosis crecientes de la molécula acida no afectaron significativamente el
nimero de peritecios sobre los rastrojos, encontrandose un promedio 20 peritecios por
rastrojo. A su vez se determind que dosis crecientes de glifosato acido no afectaron
significativamente la madurez de los mismos. Si bien a los 30 y 60 dias de aplicados los
tratamientos se observo que el Tratamiento testigo (TO) se diferencié del Tratamiento
doble dosis comercial (T4), al final del ensayo (90 dias luego de aplicados los
tratamientos) no se observaron diferencias significativas entre tratamientos (Figura 28).
En general la madurez de los peritecios se situé entre 1 (peritecios de color beige
inmaduros) y 3 (peritecios de color pdrpura a negros, sin presencia de ascas 0
ascosporas).
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Figura 28. Distribucion de frecuencia (%) de estados de madurez de G. zeae/ F.
graminearum, en tres momentos a) 30 dias, b) 60 dias y c) 90 dias luego de aplicados
los tratamientos (TO testigo sin glifosato, T1 sub dosis comercial de glifosato, T2 dosis
comercial, T3, dosis comercial en dos momentos consecutivos y T4 doble dosis
comercial). Basados en la escala de Paultitz (Bujold et al., 2001) donde 1: peritecios
inmaduros beige, 2: peritecios inmaduros azul claro, 3: peritecios purpuras a negros, sin
presencia de ascas 0 ascosporas, 4: peritecios purpuras a negros, con presencia de ascas
pero sin ascosporas, 5: peritecios purpuras a negros, con presencia de ascas y ascosporas
maduras y 6: peritecios purpuras a negros, sin presencia de ascas, vacias 0 ascosporas
reducidas, 0: corresponde a ausencia de peritecios.
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4.4, Ensayos maceteros

4.4.1. Descripcion de las parcelas analizadas
4.4.1.1. Analisis de las propiedades fisico — quimicas (Cuadro 9).

Cuadro 9: Resultados de andlisis de las propiedades fisico — quimicas de los
tratamientos CC y ROT.

Ca Mg K Na ATt CICpH; Bases T. % Sat pH C.0rg N

meq/100g meq/100g meq/100g meq/100g meq/100g meq/100g meq/100g Bases (H:0) % U
CC 1541 3.78 0.85 047 18.60 .11 2051 5244 580 387 0.21
ROT 1335 319 0.79 0.36 750 %518 17.68 7022 5.10 392 0.24

4.4.1.2. Andlisis de residuos

La determinacion de glifosato fue de 0.08 ppm para la muestra CC y 0.03 ppm para la
muestra ROT y la determinacion de AMPA para las muestras CC y ROT fueron 0.58
ppm y 0.32 ppm respectivamente. Para ambas técnicas el limite de deteccion es de 0.01

ppm.

4.4.1.3. Andlisis microbioldgico

Los andlisis microbioldgicos determinados en dos parcelas bajo diferentes tratamientos
de sistemas productivos, pertenecientes al ensayo de rotaciones bajo siembra directa,
instalado en INIA La Estanzuela, fueron determinados al momento de la toma de la
muestra. En general, la parcela CC, bajo sistema de cultivo continuo y alta frecuencia
de aplicacion de glifosato, presento valores totales de microorganismos mas bajos que la
parcela ROT, bajo sistema de rotaciones con pastura. Los valores de UFC/g de suelo de
Pythium spp. y Fusarium oxysporum determinados en la parcela CC fueron mayores
que en la ROT. En tanto, los valores de UFC/g de suelo seco de Pseudomonas
fluorescentes y de Fusarium spp. fueron menores en la parcela CC respecto a la ROT.
La poblacion inicial de Trichoderma spp. presente en ambas parcelas fue igual (Cuadro
10).

Cuadro 10: Densidad poblacional microbiana inicial en la parcela bajo cultivo continuo
y bajo rotacion con pasturas.

Microorganismos CC (UFC/g) |ROT (UFCl/g)
Fusarium spp. 1500 11000
Fusarium oxysporum 950 440
Pythium spp. 1121 414
[Pseudomonas fluorescentes 1856 5361
Trichoderma spp. 240 240

4.4.2. Ensayo macetero en invernaculo

Dosis crecientes de glifosato acido no afectaron significativamente la densidad
poblacional de los diferentes microorganismos estudiados, analizada como ADC
(Cuadro 11). Para Trichoderma spp. el modelo se ajusta con una probabilidad (P= 0.08).
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Dentro del modelo la dnica fuente de variacion significativa fue el factor suelo. La
poblacion de Trichoderma spp. encontrada en la parcela CC fue mayor que la
encontrada en la parcela ROT, correspondiendo a valores promedio de 690 y 165,
respectivamente.

Cuadro 11: Significancia del suelo y la dosis en la densidad poblacional de los
microorganismos estudiados, analizada como ADC, segun ANOVA.

Aislados Modelo Suelo Dosis Suelo x Dosis
Fusarium spp. NS (p=0.56) NS NS NS
Fusarium oxysporum NS (p=0.47) NS NS NS
Pseudomonas fluorescentes | NS (p=0.97) NS NS NS
Trichoderma spp. NS (p=0.08) *x NS NS

(** p<0.01)

NS Diferencia no significativa
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5. DISCUSION

En las condiciones en que estos estudios fueron realizados, se determind que el glifosato
afectd negativamente el crecimiento in vitro de los distintos microorganismos. Con
excepcion de Fusarium solani, el crecimiento radial tanto de microorganismos
patdgenos como de los aislados del antagonista Trichoderma spp. se vio reducido ante
el agregado de glifosato en el medio de cultivo. Estos resultados concuerdan con los
encontrados por algunos autores que estudiaron el efecto sobre distintos hongos de
suelo (Wardle y Parkinson, 1990c; Meriles et al., 2006). Meriles et al. (2006)
encontraron un efecto inhibitorio in vitro del glifosato (Roundup® Ultra) en el 4rea de
las colonias de F. solani, P. ultimum y T. viride. Por su parte, Wardle y Parkinson
(1990c) mencionan que F. oxysporum redujo su crecimiento radial al evaluarlo en
extracto de suelo agar en presencia de glifosato. También Sanogo et al. (2000)
observaron que dosis crecientes de glifosato (Roundup® Ultra) resultaron en una
reduccion en el crecimiento radial de F. solani.

El glifosato también afectd negativamente el nimero de UFC de Pseudomonas
fluorescens evaluado in vitro en cultivos puros. Kremer y Means (2009) mencionaron
una disminucion en las UFC de Pseudomonas fluorescentes de la rizésfera con el uso de
glifosato. Segln un estudio realizado por Schulz et al. (1985) las Pseudomonas
fluorescentes presentaron sensibilidad de la enzima EPSPS al glifosato, resultando en
una inhibicién de la misma en presencia de éste. Estos autores encontraron que las
poblaciones de Pseudomonas fluorescentes son siempre mayores en la rizosfera de
plantas de soja no resistente, mientras que pueden verse reducidas en soja resistente por
la susceptibilidad al glifosato exudado hacia la rizosfera (Schulz et al., 1985). Dado el
modo de accion del glifosato a traves de la inhibicion de la enzima EPSPS, clave en la
via biosintética del &cido shikimico, responsable de la sintesis de aminoécidos
aromaticos escenciales (Duke et al., 2003a), y que esta via estd presente en los
microorganismos (Bentley, 1990), es esperable un efecto detrimental en el crecimiento
microbiano.

Si bien algunos autores han observado efectos positivos sobre la actividad microbiana
(Haney et al., 2000; Busse et al., 2001; Araujo et al., 2003), en este estudio, en ningun
caso la presencia de glifosato estimul6 el crecimiento radial de los aislados evaluados.
Araujo et al. (2003) determinaron un incremento significativo de la actividad
microbiana de suelo, medida como hidrolisis de fibra detergente acida (FDA), con el
agregado de glifosato. A su vez, estos mismos autores encontraron mayor liberacién de
diéxido de carbono en presencia de glifosato (molécula acida, estandar analitico),
sugiriendo que los microorganismos del suelo son capaces de utilizar al glifosato como
fuente de carbono, y concluyen que el glifosato es degradado por los microorganismos
del suelo con la consiguiente formacion de AMPA. Asi mismo, Wardle y Parkinson
(1990a) sefialan que la produccion de dioxido de carbono esta relacionada con la
degradacién del glifosato en el suelo. Heinonen-Tanski (1989) concluyen que los suelos
con mayor actividad microbiana favorecen su rapida degradacion.

La utilizacion de diferentes moléculas o formulados comerciales de glifosato podrian
explicar la variabilidad de respuestas encontradas al evaluar el efecto sobre el
crecimiento microbiano. Algunos autores adjudican los efectos toxicos a los
coadyuvantes que componen las formulaciones comerciales. En un estudio realizado por
Tsui y Chu (2003), se encontrd que el orden de toxicidad de las sustancias quimicas en
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ambientes acuaticos para las bacterias, microalgas, protozoarios y crustaceos fue: el
surfactante Polioxietileno-amina (POEA) >Roundup® (41 % i.a.) > glifosato 4cido > sal
de isopropilamina.

Algunos autores evaluaron el efecto de la molécula acida (Forlani et al., 1999; Araujo,
et al., 2003), mientras que otros trabajaron con algunas de sus sales (Kawate et al.,
1992), o formulados comerciales (Sanogo et al., 2000; Meriles et al., 2006). En el
presente estudio, al comparar las tres moléculas de glifosato, se observo que la mayor
magnitud de reduccién en el crecimiento microbiano ocurrié cuando se utilizé la sal de
isopropilamina, y la menor fue registrada cuando el medio de cultivo se enmendo con la
molécula &cida. En todos los casos, las dosis que resultaron en una mayor inhibicion
fueron 100 y 140 ppm de i.a.

El glifosato en su forma &acida protonada, es poco soluble. Por esta razon, en el proceso
industrial dicha molécula se neutraliza para preparar las soluciones concentradas, base
para las formulaciones comerciales. La molécula acida de glifosato y sus sales se
diferencian en su estructura quimica, siendo la sal de isopropilamina la que presenta
mayor peso molecular (sal isopropilamina 228.18, sal de potasio 207.19 y glifosato
acido 169.1, tomado de http://www.pesticideinfo.org/Search_Chemicals.jsp). En el
presente estudio se determind el pH de la solucion de la molécula &cida de glifosato, con
concentracion de 10.5 g/L, siendo pH 1.5 a diferencia de las sales en solucion con igual
concentracion que presentaron pH 5. Esta diferencia de pH podria explicar la respuesta
diferencial al uso de distintas moléculas. Sin embargo, Kawate et al. (1992) estudiaron
el efecto de la sal de isopropilamina de glifosato en el crecimiento radial de F. solani f.
sp. pisi y determinaron que el glifosato afecté negativamente al F. solani
independientemente del pH.

De los microorganismos estudiados, Pythium debaryanum fue el mas afectado por el
glifosato como sal de isopropilamina, seguido por los aislados de Trichoderma spp. y F.
graminearum. En tanto, F. oxysporum fue el menos afectado. Para las condiciones en
que fue realizado este estudio, la velocidad de crecimiento de los microorganismos
mencionados fue diferente. Para cubrir el area de la placa de Petri Pythium spp. requirié
dos dias, Trichoderma spp. tres dias, F. graminearum seis dias y F. oxysporum 15 dias.

El efecto directo del glifosato enlenteciendo el crecimiento de microorganismos r-
estrategas, tanto patdgenos como benéficos, puede traer implicancias en el desarrollo de
enfermedades. Por un lado, una disminucion en la velocidad de crecimiento del Pythium
spp. podria demorar el proceso de infeccion en estadios tempranos de desarrollo de la
plantula (Pérez et al., 2010). Sin embargo, se han reportado altas tasas de colonizacion
radicular y aumento en la densidad poblacional de Pythium spp., favorecidas por el
aporte de sustrato que suministra la muerte de raices de plantas tratadas con glifosato
(Kremer y Means, 2009). Kawate et al. (1992) sostienen que Pythium y Fusarium se
ven estimuladas selectivamente por utilizar al glifosato proveniente de exudados
radiculares como fuente de energia.

Por otro lado, una disminucién de la velocidad de colonizacion de Trichoderma spp.
podria resultar en una situacién desfavorable para el antagonista, favoreciendo la
ocurrencia de enfermedad, al disminuir su capacidad antagdnica por competencia,
liberacion de antibidticos y micoparasitismo (Tronsmo y Hjeljord, 1998). Asimismo,
una disminucion en la densidad poblacional de Pseudomonas fluorescentes en la
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rizosfera de soja resistente o un blogueo de la actividad antagdnica causado por el
glifosato pueden determinar mayores niveles de enfermedad (Schultz et al., 1985;
Wardle y Parkinson, 1992; Kremer y Means, 2009).

El estudio del efecto directo del glifosato sobre el crecimiento microbiano no es
suficiente para conocer la resultante en el estado sanitario de los cultivos. La salud de
las plantas, entre otros factores, esta afectada por la abundancia y virulencia de
microorganismos patdgenos, por la abundancia y capacidad antagénica de
microorganismos benéficos, por factores abidticos y por la interaccion entre éstos (Johal
y Huber, 2009). En la naturaleza existe un equilibrio dindmico entre dichos factores, que
regula el ecosistema. Dada la complejidad del mismo, es necesario evaluar el impacto
de cada practica en las interacciones microbianas que ocurren en el suelo.

Toda préactica agrondmica afecta a las comunidades microbianas del suelo y determina
diferentes relaciones entre los microorganismos benéficos y patdgenos (Garbeva et al.,
2004). En particular el uso de herbicidas puede alterar el ecosistema del suelo a través
de efectos directos sobre los microorganismos patdégenos, antagénicos o micorriticos
(Duncan y Paxton, 1981; Altman y Campbell, 1997). Por esta raz6n es de gran
importancia no solo determinar los efectos directos sobre cada uno de ellos, sino
ademas sobre su interaccion, para lograr una mejor estimacion de lo que ocurriria en las
comunidades edéficas.

Powell y Swanton (2008) propusieron posibles mecanismos involucrados en promover
la proliferacion selectiva de algunos microorganismos patdgenos en presencia del
glifosato, incluyendo la estimulacion directa del crecimiento del hongo, la estimulacion
indirecta debido a la alteracion de los componentes de los exudados radiculares, el
incremento en la susceptibilidad del huésped y la reduccion en la efectividad de los
antagonistas.

En el presente estudio, la evaluacion de cultivos duales Fusarium spp. - Trichoderma
spp. permitié determinar un efecto inhibitorio mayor del glifosato sobre los aislados
antagonistas en relacion a los patogenos. Esto se observa al analizar la caida en la
variable “relacion area antagonista / area patdgeno”, cuando se aplicé al medio de
cultivo la dosis mas alta de glifosato (140 ppm). Estos resultados parecen confirmar que
la reduccidn en la efectividad de los antagonistas es uno de los mecanismos que podrian
promover la ocurrencia de enfermedades causadas por Fusarium spp. en condiciones de
uso del glifosato (Powell y Swanton, 2008).

Igualmente se observé una respuesta diferencial entre los dos aislados de Trichoderma
spp. analizados, siendo mas sensible la T. harzianum T35 en la mayoria de los ensayos.
Esta diversidad en la respuesta entre cepas concuerda con la diversidad mencionada por
Pérez et al. (2011), quienes mencionan que poblaciones de Trichoderma spp. evaluadas
en sistemas de siembra directa, mostraron alta variabilidad inter e intra-especifica en su
capacidad antagonica.

En las condiciones en que fueron realizados los cultivos duales de Py. debaryanum —
Ps. fluorescens, el glifosato acido y sal de isopropilamina no tuvieron efecto sobre la
relacion de antagonismo, mientras que la sal de potasio determind un efecto inhibitorio
del glifosato sobre el patdégeno en relacion al antagonista. Esto podria explicarse en base
a los mecanismos de antagonismo reportados para la cepa de Ps. fluorescens UP 61, a
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través de la produccion de metabolitos secundarios incluyendo HCN, antibidticos, y
proteasas (De la Fuente et al., 2004). Estos resultados sugieren que la capacidad de
inhibicidn en placa mediada por dichos compuestos no parece haber sido afectada por la
sal de isopropilamina, que si afectd el numero de UFC de Ps. fluorescens evaluada en
cultivo puro.

Los resultados obtenidos en cultivos duales indican que el glifosato podria afectar la
composicion de las comunidades microbianas, pudiendo promover el desarrollo de
enfermedades en las plantas, a través de la supresion de microorganismos benéficos, lo
cual ha sido reportado por otros autores (Altman y Rovira, 1989; Lévesque y Rahe,
1992; Powell y Swanton, 2008).

Uno de los mecanismos sugeridos por Powell y Swanton (2008) que explican el
aumento de ocurrencia de enfermedades es la estimulacion indirecta debido a la
alteracion de los componentes de los exudados radiculares en presencia del glifosato.
Diversos autores mencionan el aumento de Fusarium spp. de la rizésfera (Lévesque et
al., 1987; Powell y Swanton, 2008) y el aumento de enfermedades causadas por
Fusarium spp. del suelo en respuesta al agregado de glifosato (Sanogo et al., 2000;
Sanogo et al., 2001; Ferndndez et al., 2005; Ferndndez et al., 2007). Cuando la
exudacion radicular es excesiva, como en los cultivos de soja tratados con glifosato, las
infecciones radiculares causadas por los patdgenos de suelo se ven aumentadas (Nelson,
1990).

Otro de los mecanismos sugeridos por Powell y Swanton (2008) que explican el
aumento de ocurrencia de enfermedades en presencia de glifosato es la alteracion en la
susceptibilidad del huésped, al inhibir la sintesis de fitoalexinas, compuestos asociados
a los mecanismos de defensa de las plantas (Johal y Rahe, 1990). En un sistema bajo
siembra directa la presencia del rastrojo en superficie genera condiciones de humedad y
bajas temperaturas, lo cual puede ocasionar un enlentecimiento en el desarrollo de la
planta, aumentando la susceptibilidad de sus tejidos. Esta situacion asociada a una
menor velocidad de crecimiento de los microorganismos antagonistas, podria aumentar
la ocurrencia de enfermedad (Altier, 2010).

Algunos autores mencionan la influencia de los herbicidas en la disponibilidad de
micronutrientes (Huber et al., 2004, Huber et al., 2005), los cuales actian como
activadores o inhibidores de muchas de las funciones fisiologicas claves en las plantas,
pudiendo afectar el crecimiento y resistencia a enfermedades (Datnoff et al., 2007).
Cambios en la biologia del suelo limitan la disponibilidad de nutrientes para las plantas,
haciéndolas mas susceptible a enfermedades (Huber et al., 2005).

Asimismo, aumentos en la susceptibilidad al sindrome de muerte subita (Sudden death
syndrome -SDS) en soja causado por el complejo F. solani sensu lato (O"Donnell et al.,
2010) fueron reportados en cultivos de soja transgénicos tratados con glifosato (Sanogo
et al., 2000). La severidad de enfermedades causadas por F. oxysporum en remolacha
azucarera resistente (Beta vulgaris (saccharifera) L.) aumentd con aplicaciones de
glifosato (Larson et al., 2006). Fernandez et al. (2009) demostraron que aplicaciones de
glifosato 18 a 36 meses previas a la siembra fue el factor agronémico méas importante en
el desarrollo de enfermedades, principalmente fusariosis de la espiga en cultivos de
trigo y cebada.
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Para lograr comprender los cambios probables a una escala de mayor complejidad se
evalué la poblacion de diversos microorganismos partiendo de dos parcelas
pertenecientes al ensayo de rotaciones bajo siembra directa de INIA La Estanzuela, que
presentaban diferencias en cuanto a sistema productivo y frecuencia de uso de glifosato.
En el momento del muestreo de suelo en el campo, en la parcela CC, con una secuencia
de cultivos continuos con tres aplicaciones de glifosato por afo, se encontraron mayores
niveles de F. oxysporum y de Pythium spp. y menores niveles de Pseudomonas
fluorescentes respecto a la parcela que incluia rotaciones con pradera (ROT). Esto
refleja que el uso intensivo del suelo y la frecuencia de aplicaciones de glifosato pueden
sostener poblaciones mas altas de microorganismos patdgenos. En contraste la parcela
ROT determin6 un balance favorable a los microorganismos benéficos en detrimento de
los patdgenos. En un estudio realizado por Altier (2003) se observo que los sistemas de
agricultura continua se asociaron a valores méas altos de indice de patogenicidad del
suelo (IPS). En tanto los sistemas con pasturas se asociaron a valores mas altos de
poblaciones microbianas benéficas (Altier et al., 2010).

Los valores de densidad poblacional de Trichoderma spp. fueron iguales para ambos
suelos, al momento del muestreo en el campo. Meriles et al., (2006) sefialan no haber
observado una correlacion significativa entre las concentraciones de glifosato y la
poblacion de Trichoderma spp. En tanto, si observaron un aumento en las poblaciones
de Fusarium spp. y Pythium spp. con dosis crecientes de glifosato. Asi mismo Lévesque
et al. (1987) sefialan que aplicaciones de glifosato resultaron en un incremento en el
ntmero de UFC de Fusarium spp.

En la parcela ROT se observaron mayores niveles poblacionales de Fusarium spp. sin
discriminar la composicion de patdgenos y benéficos, estos valores pueden estar
indicando una mayor complejidad y diversidad del sistema, haciéndolo mas estable. Al
igual que lo reportado por Altier (2003), el mayor numero de Fusarium spp. fue
encontrado en la rotacion con pasturas. En dicho estudio a pesar del elevado nimero de
Fusarium spp., la implantacion de la pastura fue alta, lo que refleja una baja incidencia
de Pythium spp.

Muchos autores evaluaron el efecto del glifosato sobre las poblaciones microbianas
edaficas, destacando un incremento de las poblaciones de varios hongos de suelo
(Levesque et al., 1993; Kawate et al., 1997; Descalzo et al., 1998). Sin embargo, en las
condiciones en que fue realizado el presente ensayo macetero, no se observaron efectos
sobre las poblaciones microbianas al utilizar la molécula &acida de glifosato. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en las evaluaciones in vitro, que mostraron que
la molécula acida fue la que caus6 menor efecto sobre las variables estudiadas.

En el ensayo macetero en invernaculo, la estimacion del valor poblacional de
Trichoderma spp., expresado como ADC, fue mayor en la parcela CC respecto a la
parcela ROT, presentando a su vez mayor variabilidad. Esto concuerda con lo reportado
por Villar et al. (2011) quienes observaron mayor poblacion de Trichoderma spp. en el
sistema de cultivo continuo respecto al sistema de pradera con lotus.

Para las condiciones en que fue realizado el ensayo de F. graminearum en rastrojo de
trigo, dosis crecientes de la molécula de glifosato acido no afectaron ni el nimero ni la
madurez de los peritecios, probablemente debido a la baja toxicidad de la molécula
acida.

52



De la discusion de los resultados obtenidos surge la necesidad de profundizar en el
estudio del efecto del uso de glifosato sobre microorganismos patdgenos y benéficos,
asi como sobre su interaccion, en sistemas in vivo. Ello permitiria, estimar la resultante
sobre el estado sanitario de los cultivos, asi como definir estrategias de manejo.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los resultados de este trabajo permiten establecer una relacion entre el glifosato y dos
de los factores primarios que determinan la sanidad de la planta; que son la estimulacion
de microorganismos fitopatogenos y la reduccion en la efectividad de microorganismos
antagénicos.

En ningln caso las moléculas de glifosato estimularon el crecimiento de los
microorganismos evaluados patogenos y benéficos. En la mayoria de los casos dosis
crecientes redujeron el crecimiento microbiano.

El glifosato afecto la interaccion entre Fusarium spp. y Trichoderma spp., observandose
un efecto inhibitorio mayor sobre los aislados antagonistas en relacion a los patdgenos.

De las tres moléculas evaluadas el glifosato acido fue la que menos afect6 el
crecimiento microbiano, seguido de la sal de potasio y la sal de isopropilamina,
existiendo un gradiente en funcion de la dosis utilizada.

Suelos con rotaciones con pasturas y menor frecuencia de aplicaciones de glifosato
presentaron mayor poblacion de microorganismos, tanto benéficos como patdgenos lo
cual generaria situaciones mas estables, debido a la mayor diversidad microbiana.

En futuros trabajos de investigacion, sera necesario estudiar el efecto de diferentes
formulaciones de glifosato, incluyendo sus coadyuvantes, especialmente POEA, sobre
las comunidades microbianas del suelo, particularmente sobre cultivos puros de aislados
patdgenos y benéficos, y su interaccion.

Seré oportuno conducir experimentos que incluyan a la planta para evaluar los efectos
indirectos del glifosato en la incidencia de enfermedades, a través de la alteracion de los
componentes de los exudados radiculares y del incremento en la susceptibilidad del
huésped.
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ANEXO |

Lista de formulados comerciales de glifosato

FORMULADOS COMERCIALES

Concentracion Firma

Nombre Comercial Reg. N° P.A. () Formulacion|Registrante
/sopropilamina
Atila 48 SC 2920 Calister
Check + 2930 Yalfin
Check D 2450 Yalfin
Check Plus 2445 Yalfin
Eskoba 2910 Mundo Surcos
GeaGlifosato 48 SL 3611 Dapama
Glif 1961 SAUDU
Glifopoint 2293 Maberal
Glifos SL 2299 Proquimur
Glifosato Agrin 3246 Agrolnternacional
Glifosato Agrosan 3118 Agar Cross
Glifosato Atanor 2186 Atanor
Glifosato
DowAgroSciences 2321 Rutilan
Glifosato DuPont 2495 Agar Cross
Glifosato Proquimur 1965 Proquimur
Glifosato star 480 3357 Solaris
Glifotec 1555 Agritec
Glifotop 2681 Millacar
Glimax 3039 Lage
Glimax Tallow 2885 Lage
Gliserb LS 1465 Tampa
Glyba 2901 Agromil
Glyfosol L 48 1280 Lanafil
Goldenglif 480 CS 2685 Agrom
Helosate 2699 Agro Regional
Improsate 1666 Tafirel
Pampa 2502 SAUDU
Panzer 2449 Rutilan
Rango 480 Cibeles 2468 Cibeles
Ronda Proquimur 1967 Zorbin
Spectrum 3155 360 gr/lt  |Concentrado |Agrointernacional
Panzer Gold 3280 3280 680 gr/lt  |Soluble Rutilan
Granulos
Clipper SG 2833 68% Soluble Agritec
Potasico

Gliserb Supra 111 3419 600 gr/It Concentrado (Tampa
Gliserb Supra LS 11 3122 540 gr/It Soluble  |[Tampa
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Roundup Full 11 2803 Monsanto
Spectrum Plus 3251 524 gr/it Agrolnternacional
Pampa Premium 3355 SAUDU
Power Rango 3261 Cibeles
Touchdown - 1Q 2912 500 gr/It Syngenta
Amoénico
Concentrado
Fusta 2766 369 gr/lt  [Soluble C. Aroztegui
Concentrado
Roundup Amonio 3045 360 gr/lt  [Soluble Monsanto
Gea Glifosato Amonico
75.7 SG 3727 Dapama
Glifosato star WG 3356 Solaris
Glifotec 757 SG 3109 Agritec
Glyfosol Max 75 3009 Lanafil
Gliserb G 3361 Tampa
Goldenglif 75,7 WSG 3609 Agrom
Roundup Ultramax 3062 Monsanto
Improsate Max 3406 68% Tafirel
Pampa Max 90 WDG 2936 79,9 % SAUDU
Roundup Formulacion Granulos
Granulada 3036 72% Soluble Monsanto
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ANEXO II

Célculos de Volumen inicial (mL) para lograr la Concentracion final (ppm) deseada de
las moléculas a) sal de isopropilamina y b) sal de potasio.

a)

0.105 x 1.33 =0.14 g de sal de isopropilamina
480 g 1000 mL

0.14¢g X =0.292 mL

b)

0.105 x 1.204 = 0.126 g de sal de potasio

602g 1000 mL
0.126 g X =0.21 mL
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KING B

Proteosa peptona N° 3
K2HPO,

Agar

Agua deionizada
Autoclavar y agregar:

MgS0,4.7H,0
Glicerol 50%
Cicloheximida (Chex)
Cloramfenicol (Cm)
Ampicilina (Ap)

KOMADA

K2HPO,

KCI

MgSO4 TH 20
Fe-Na-EDTA
L-asparagine
D-galactosa

Agar

Agua destilada
Autoclavar y agregar:

PCNB 75% WP
Oxagall
Na,B,07.10H20

Sulfato de streptomicina

ANEXO 111

Medios de cultivo

209
159
189

1549

20 mL

100 pg/mL
12,5 pg/mL
50 ug/mL

1g
0549
059
0,019
29
209
159
1L

1,079
0549
1g
03¢

Ajustar a pH 3.8 +/- 0.2 con una solucion de acido fosfonico al 10%

PCNB - Peptona pentacloronitrobenceno agar

Difco peptona N° 3
KH,PO4
MgSO47H20

PCNB 75% WP
Agar

Agua destilada
Autoclavar y agregar:

Sulfato de streptomicina

Sulfato de neomicina

159
1g
059
1g
209
1L

20 mL/L (5 g en 100 mL de agua destilada)
12 mL/L (1 g en 100 mL de agua destilada)
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THSM

MgS0,4.7H,0
K2HPO,
NH4NO3

KCI

Rosa bengala
Glucosa

Agar

Agua destilada

02¢g
09g¢
1g
0,15¢
0,15¢
39
209
950 mL

Autoclavar y agregar en 40 mL de agua destilada estéril:

Cloramfenicol

PCNB 75% WP
Previcur

Sulfato de streptomicina

0,259
0,2¢g
1,2mL
9 mL

CMA - Cornmeal agar (adaptado de Singleton et al., 1992)

CMA
Agua destilada
Autoclavar y agregar:

Ampicillina
Rifampicina (95%)
Pimaricina

179
1L

0549
029
0,01g

Medio de cultivo de grano de soja

Hervir 40 g de granos de soja en agua deionizada durante 25 minutos.

Se filtra y se ajusta a un litro de medio.

Se agregan:

Agar

15¢
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