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Resumen

Se evalué el efecto individual y en mezclas de glifosato y clorpirifos sobre Octolasion cyaneum, Porcellio scaber y
Brassica napus. La unidad experimental consistié en un cilindro de PVVC con 3 kg de suelo y se introdujeron 10 individuos
de O. cyaneum, 8 de P. scaber y 10 semillas de B. napus. Los tratamientos fueron: 960, 4800 y 9600 g de glifosato ha,
576, 2880 y 5760 g de clorpirifos ha y sus combinaciones. El disefio fue completamente aleatorizado con 6 repeticiones
y el bioensayo se realiz6 en una cdmara a 20+2 °C y con un fotoperiodo de 14 h de luz: 10 h de oscuridad. A los 28 dias
después de la aplicacion (DDA) de los agroquimicos, el nimero de O. cyaneum vivas no varié entre los tratamientos (p =
0,307). Los porcentajes mayores de dafios sobre O. cyaneum se hallaron con clorpirifos (p = 0,021). La proporcién de O.
cyaneum en el rango de profundidad solo difiri6 entre 0 - 10 cm (p = 0,031). Alos 5, 7 y 28 DDA, el porcentaje mayor de
P. scaber muertos se obtuvo con clorpirifos (p < 0,05), hallandose valores superiores a 70 %. El porcentaje de emergencia
a los 7 dias después de la siembra (DDS) como el porcentaje de plantas totales, altura, peso fresco y seco de las plantas de
B. napus difirieron entre los tratamientos a los 28 DDS (p < 0,001), obteniéndose los valores mayores con clorpirifos.
Clorpirifos, solo 0 en mezclas con glifosato, causo efecto letal sobre P. scaber y efectos subletales tanto sobre O. cyaneum
como en B. napus.

Palabras clave: organismos benéficos edéficos; fitosanitarios; microcosmo

Abstract

The objective of this work was to evaluate the effects of applying glyphosate and chlorpyrifos alone or in combination on
Octolasion cyaneum, Porcellio scaber, and Brassica napus. The experimental unit consisted of a PVC cylinder filled with
3 kg of soil into which 10 individuals of O. cyaneum, 8 of P. scaber and 10 seeds of B. napus were introduced. The
treatments were: glyphosate alone (960, 4800 and 9600 g ha™), chlorpyrifos alone (576, 2880 and 5760 g ha't), and their
combinations, following a completely randomized experimental design with six replications. The bioassay was performed
in a chamber at 20 £ 2 °C, with a 14 h light: 10 h darkness photoperiod. At 28 days after application, the number of live
O. cyaneum did not vary between treatments (p = 0.307). The highest percentages of damage to O. cyaneum were found
with chlorpyrifos (p = 0.021). The proportion of O. cyaneum in the depth range only differed between 0-10 cm (p = 0.031).
At 5, 7 and 28 days after application, the highest percentage of dead P. scaber was obtained with chlorpyrifos (p < 0.05),
with values higher than 70%. Regarding B. napus, significant differences (p < 0.001) between treatments were found both
in emergence percentage 7 days after sowing, and in total number of plants, plant height, fresh weight and dry weight
percentages 28 days after sowing, the highest values obtained with chlorpyrifos. In conclusion, chlorpyrifos, alone or with
glyphosate, caused lethal effects on P. scaber and sublethal effects on both O. cyaneum and B. napus.
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Resumo

Os efeitos individuais e mistos de glyphosate e chlorpyrifos em Octolasion cyaneum, Porcellio scaber e Brassica napus
foram avaliados. A unidade experimental consistiu de um cilindro de PVC com 3 kg de solo e foram introduzidos 10
individuos de O. cyaneum, 8 de P. scaber e 10 sementes de B. napus. Os tratamentos foram: 960, 4800 e 9600 g de
glifosato ha, 576, 2880 e 5760 g de clorpirifos ha® e suas combinagGes. O delineamento foi inteiramente casualizado
com 6 repeticGes e 0 bioensaio foi realizado em camara a 20 + 2 ° C e com fotoperiodo de 14 h de luz: 10 h de escuridao.
Aos 28 dias apo6s a aplicacdo (DAA), o nimero de O. cyaneum vivo ndo variou entre os tratamentos (p = 0,307). As
maiores porcentagens de dano em O. cyaneum foram encontradas com clorpirifos (p = 0,021). A proporcéo de O. cyaneum
na faixa de profundidade diferiu apenas entre 0 - 10 cm (p = 0,031). Aos 5, 7 e 28 DAA, o maior percentual de P. scaber
morto foi obtido com clorpirifos (p <0,05), encontrandose valores superiores a 70%. A porcentagem de emergéncia aos 7
dias apds a semeadura (DAS) como porcentagem de plantas totais, altura, massa fresca e seca de plantas de B. napus
diferiu entre os tratamentos aos 28 DAS (p <0,001), obtendo os maiores valores com clorpirifos. Em concluséo, clorpirifos,
sozinho ou com glyphosate, causou efeito letal em P. scaber e efeitos subletais em O. cyaneum como em B. napus.

Palavras chave: organismos benefices edaficos; fitossanitarios; microcosmo

Introduccion

El uso de fitosanitarios en los sistemas de cultivos impacta indirectamente sobre los organismos no
blanco causando dafios irreversibles (Reinecke y Reinecke, 2007; Muller, 2018). Dentro de los
organismos no blanco se encuentran los invertebrados edaficos que desempefian funciones cruciales
en el ecosistema suelo ya que proveen de servicios ecosistémicos (Lavelle et al., 2006; Manono,
2016). Estos contribuyen a mantener la estructura y fertilidad del suelo, intervienen en la
descomposicion de la materia orgéanica y en el ciclado de los nutrientes, producen un aumento en la
aireacion y en el drenaje del suelo y, en consecuencia, promueven el crecimiento de las plantas (Liu
et al., 2019). Entre los invertebrados edéaficos, se encuentran los oligoquetos, cominmente llamado
lombrices, que son elementos clave en aquellos procesos ya que la descomposicion se ve favorecida
por la accion de microorganismos endosimbiontes que viven su intestino. En consecuencia, a los
oligoquetos terrestres (lombrices) (Plaas et al., 2019; Pelosi et al., 2021) y los isopodos (Niemeyer et
al., 2018, Madzaric et al., 2018) se los considera bioindicadores de los factores antropogénicos de
estrés. En los suelos del Sudeste Bonaerense se ha observado que Octolasion cyaneum (Savigny)
(Annelida: Oligochaeta: Lumbricidae) y Porcellio scaber (Latreille) (Crustacea: Isopoda) son
organismos abundantes y son considerados como organismos de prueba en los bioensayos
ecotoxicoldgicos (Salvio et al., 2015a; Salvio et al., 2015b).

Si bien, es imprescindible estudiar los efectos perjudiciales de los fitosanitarios sobre los organismos
benéficos del suelo resulta de importancia evaluar aquellos efectos sobre los cultivos no blanco
(Matsumura, 1987). Entendiendo como cultivo no blanco a aquellas especies de plantas que estan
involuntariamente expuestas a la accion de los fitosanitarios. Los efectos sobre estos cultivos no
blanco pueden ser directos o indirectos debido a que provocan un cambio significativo en la
supervivencia, la sanidad o en la reproduccion de las especies de plantas no objetivo o provocan un
cambio en la comunidad de esas plantas (Marrs et al., 1989). Asimismo, los cultivos pueden
manifestar distintos sintomas de exposicion ante aplicaciones indeseadas a los fitosanitarios como por
ejemplo la exoderiva. Por esto, las plantas pueden ser utilizadas como bioindicadores de evaluacion
de la toxicidad tanto en los ecosistemas acuéticos como terrestres (Azevedo et al., 2005). En este

Ciencias Agronémicas - Revista XXXIX - Afio 22 - 2022 e-020



CIENCIAS

REVISTA DE INVESTIGACIONES DE LA FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS - UNR

contexto, Brassica napus (Linneo) (Brassicaceae) se encuentra entre las especies mas comunmente
utilizadas en la evaluacion del riesgo medioambiental (Santos et al., 2011c).

Los bioensayos ecotoxicoldgicos representan una herramienta Gtil para indicar si en determinadas
condiciones un fitosanitario es perjudicial o no sobre un organismo. Entre aquellos se encuentran los
que se realizan en microcosmos, también denominados ecosistema terrestre a pequefia escala. El
microcosmo se define como una unidad de suelo, donde el sustrato utilizado puede ser tratado con un
fitosanitario o no, en el cual se introducen varios organismos con el fin de evaluar los efectos de los
contaminantes en los niveles diferentes de organizacion bioldgica (Buch et al., 2013). Este tipo de
bioensayo permite, con algunas limitaciones, integrar lo que ocurre en los ensayos toxicoldgicos sobre
varias especies en condiciones de laboratorio y lo que ocurre en condiciones de campo (Lgkke y Van
Gestel, 1998). Asimismo, proporcionan un realismo mayor en la interaccion de los organismos no
blanco y los fitosanitarios (De Laender et al., 2009).

En el marco socio-econémico de la produccidén agricola de Argentina, los organismos no blanco estan
expuestos a aplicaciones crecientes de productos fitosanitarios (SENASA, 2021) que directa o
indirectamente llegan al suelo. Glifosato junto con clorpirifos son los plaguicidas mas utilizados en
sistemas bajo siembra directa (SD) (Casabé et al., 2007; Sasal et al., 2015). El glifosato pertenece al
grupo quimico de las fosfonometilglicinas y es de amplio espectro, sistémico y es utilizado como
herbicida de post-emergencia de malezas para barbechos quimicos y labranza cero (CASAFE, 2021).
Se comercializa en la forma de concentrados solubles de sales como isopropanolamina, monoamaénica,
trimetilsulfonio y potéasica del acido N- (fosfonometil) glicina. EI producto comercial que se dispone
para su uso consiste en formulados que contienen al glifosato como principio activo junto con diversas
sustancias como coadyuvantes y surfactantes, necesarias para permitir que el herbicida ingrese en la
planta blanco (Di Fiori, 2014). Generalmente, se considera un herbicida de toxicidad baja para peces,
aves, mamiferos e invertebrados en comparacion con otros agentes de proteccidn de cultivos. Su modo
de accion consiste en la inhibicion de la sintesis de los aminoécidos aromaticos fenilalanina, tirosina
y triptéfano (Arrequi y Puricelli, 2008), ya que es un potente inhibidor de la enzima 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (a la que comunmente se hace referencia como EPSP sintasa o
EPSPS, por sus siglas en inglés). Por otro lado, clorpirifos es un insecticida organofosforado que posee
un amplio espectro de accion sobre los artropodos plagas y por tal motivo, se lo emplea para el control
de insectos en una amplia variedad de escenarios agricolas (CASAFE, 2021). Es un insecticida
neurotoxico que actua sobre el sistema nervioso central inhibiendo la accién de la AChE, enzima
acetilcolinesterasa que regula la actividad bioldgica del neurotransmisor acetilcolina (ACh). Sin
embargo, desde el 2023 y de acuerdo a la resolucion 414/2021 quedara prohibida la comercializacion
y uso de productos fitosanitarios formulados a base de clorpirifos etil y metil en todo el territorio
nacional.

Actualmente, en el Sudeste de la provincia de Buenos Aires, no se han estudiado los efectos de los
plaguicidas, aplicados de forma individual o en mezclas, sobre las lombrices, los isopodos y los
cultivos no blanco y la mayoria de los estudios de impacto provienen de otras regiones del mundo
(Santos et al., 2011a, b). Por ello, el objetivo del trabajo fue evaluar los efectos individuales y en
mezclas de los formulados glifosato y clorpirifos sobre la mortalidad y los parametros bioldgicos de
O. cyaneum y P. scaber y los parametros de desarrollo y crecimiento de B. napus. Por lo tanto, se
supone que las dosis mayores de clorpirifos y glifosato + clorpirifos producen efectos letales en O.
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cyaneum y P. scaber y las dosis mayores de glifosato y glifosato + clorpirifos causan efectos subletales
en el desarrollo del cultivo de B. napus.

Materiales y métodos
1. Recoleccion y mantenimiento del material biologico:

para los bioensayos se recolectaron individuos adultos de O. cyaneum (con clitelo) de un lote bajo
SD e individuos adultos de P. scaber extraidos manualmente en un monte de Eucalyptus sp. Ambos
sitios de extraccion estan ubicados en la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) Balcarce, Argentina (37°45'S; 58°18'0, 120
m.s.n.m.). Una vez extraidos del suelo los individuos de O. cyaneum se colocaron en recipientes de
plastico blanco de 36,5 cm de largo x 24,5 cm de ancho con 10 cm de suelo humedo (Salvio et al.
2015b). Los ejemplares de P. scaber se colocaron en grupos de 10 en recipientes de plastico
transparente de 9,3 cm de didmetro y 6,4 cm de altura con una base de yeso de Paris para mantener
la humedad. Se alimentaron con residuos vegetales provenientes del lugar de extraccion (Faberi et
al., 2011). Los recipientes con los individuos de ambas especies se llevaron a una cdmara de cria a
20 £ 2 °C y un fotoperiodo de 14 h de luz y 10 h de oscuridad para su aclimatacién. Los individuos
de O. cyaneum y P. scaber se seleccionaron en funcién de su peso para lo cual debieron pesar entre
300-600 mg y 40-60 mg, respectivamente. Para ellos, los individuos se pesaron con una balanza
analitica electrdnica de alta precision (= 0,001 g).

2. Ecosistema terrestre a pequefia escala (ETPE) o microcosmo:

La unidad experimental (UE) consistié en un recipiente cilindrico de PVC de 12 cm de diametro y 40
cm de altura. La parte inferior del recipiente se cubrié con una tela de voile sostenida con una banda
elastica para asegurar el drenaje de agua y evitar el escape de las lombrices. Mientras que, el borde
superior interno de cada UE se aplicd una pequefia linea de grasa de litio para evitar la huida de los
isdpodos. En cada UE se colocé 3 kg de suelo tamizado y se llené el recipiente hasta una altura de 32
cm. El suelo que se utiliz6 fue colectado de una pastura con mas de 30 afios sin aplicacion de
agroquimicos. Las propiedades fisicas y quimicas del suelo empleado fueron 5,1 % de materia
organica; 20,9 % de arcilla; 34,9 % de limo; 44,2 % de arena; pH = 7,7 (1:2.5 en agua); conductividad
0,6 mmhos cm™, capacidad de intercambio catidnica (C.1.C.) 29,3 meq 100 g y una densidad aparente
de 1,2 g cm™ (Studdert y Echeverria, 2000). Las unidades experimentales se condicionaron a
capacidad de campo al iniciar el bioensayo. En cada UE se colocaron 10 individuos de O. cyaneum,
8 de P. scaber y se sembraron 10 semillas de B. napus. También, se agregd 4,7 g de residuos vegetales
de trigo sobre la superficie del suelo (equivalente a 4160 kg MS hal).

3. Tratamientos:

Se utiliz6 un herbicida, glifosato (G) (48% de ingrediente activo (i.a.) y 35,6% de equivalente acido,
concentrado soluble, Panzer® Dow AgroSciences) y un insecticida, clorpirifos (C) (48% de i.a.,
concentrado emulsionable, Lorshan® Dow AgroSciences). Los tratamientos consistieron en la dosis
recomendada (DR) de campo segun el marbete de cada ingrediente activo, cinco y diez veces la DR
(5DR y 10DR), la mezcla de ambos ingredientes activos a la DR, 5DR y 10DR, y un testigo sin
aplicacion de dichos agroguimicos. Los tratamientos fueron los siguientes: 1) 712 (DRG); 2) 3560
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(5DRG); 3) 7120 g de i.a. / ha de G (10DRG); 4) 516 (DRC); 5) 2880 (5DRC); 6) 5760 (10DRC) g
dei.a. halde C;7) 712+516 (DRG + DRC); 8) 3560+2880 (5DRG + 5DRC); 9) 7120+5760 (10DRG
+ 10DRC) g de i.a. halde G + C y 10) testigo. Cabe aclarar que en el testigo se encontraban todos
los organismos, es decir, O. cyaneum, P. scaber y B. napus. Cada tratamiento quimico se aplicd
homogéneamente sobre la superficie del suelo mediante un pulverizador manual a gatillo. Cada dos
dias se asperjo el suelo con agua destilada simulando una lluvia de 5 ml para mantener el suelo con
humedad. El disefio fue completamente aleatorizado con seis repeticiones por tratamiento y el
bioensayo se llevo a cabo en condiciones controladas 20 + 2°C y un fotoperiodo de 14h de luz: 10 h
de oscuridad. La duracidn total del bioensayo fue de 28 dias después de la aplicacion (DDA) de
tratamientos.

4. Muestreo y procesamiento de datos.

Al finalizar el bioensayo se procedié a extraer cada uno de los organismos a evaluar, en primera
instancia se recolectaron las plantas de B. napus, luego los individuos de P. scaber y por ultimo, se
extrajo el suelo del cilindro para revisar los individuos de O. cyaneum. En este Gltimo caso para
encontrar los especimenes se separé el suelo en capas visualmente homogéneas de 1-4 mm de espesor
sobre una bandeja de manera manual para contabilizar y visualizar a los individuos.

- Mortalidad y parametros biol6gicos sobre O. cyaneum.

A los 28 DDA se evaluaron las siguientes variables: el nimero de individuos vivos y el cambio de
peso (diferencia entre el peso inicial y el final de los individuos a los 28 DDA en cada microcosmo).
Ademas, se analiz6 la proporcion de los individuos en tres niveles de profundidad de suelo en cada
microcosmo: 0 — 10 cm, 10 — 20 cm y 20 — 32 cm. Para ello se procedio a retirar el bloque de suelo
de cada UE sin disturbarlo y luego se separ6 el mismo en los tres niveles de profundidad
seleccionados.

Los cambios morfolégicos observados sobre las lombrices se clasificaron segun la escala de Salvio et
al. (2015a) en las siguientes categorias (total 5): 1) sin dafio; 2) dafio leve (cambio de color en la
totalidad del cuerpo del organismo); 3) dafio moderado (decoloracién de la parte posterior del cuerpo
del organismo); 4) dafio severo (desprendimiento de la parte posterior del cuerpo) y 5) dafio total
(muerte del organismo). Se determind el porcentaje de dafio (PD) en funcion de las dosis de acuerdo
con la siguiente ecuacion:

PD (%) = [4(n*V)/CM*N]*100,

siendo n el namero de organismos por cada categoria (cada categoria corresponde a la escala de dafio
vista con anterioridad, total 5), v el valor numérico de cada categoria, CM el valor de la categoria
mayor y N el nUmero total de organismos por tratamiento.

- Mortalidad y parametros bioldgicos sobre P. scaber:

se observo la proporcion de individuos muertosalos 2,5, 7, 14 y 28 DDA y se analiz6 como parametro
de mortalidad (%).

- Parametros de desarrollo y crecimiento de B. napus.

Se determind el porcentaje de emergencia a los 7 dias después de la siembra (DDS) y el porcentaje de
plantas totales (como el nimero de plantas en cada microcosmo al finalizar el ensayo / el nimero total
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(10) *100), la altura (cm/planta), el peso fresco y seco (mg/planta) a los 28 DDS. Para ello las plantas
fueron contabilizadas y cortadas a ras del suelo para obtener el peso fresco y seco luego del secado en
estufa de circulacion forzada de aire durante 48h.

Andlisis estadistico:

todas las variables se evaluaron mediante el analisis de la varianza (ANOVA), previa validacién del
supuesto de homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Levene (0=0,05). Cuando se detectaron
diferencias entre los tratamientos de las variables se realiz6 la prueba de minima diferencia
significativa (MDS) para el porcentaje de dafio y proporcién de los individuos en los niveles de
profundidad y la prueba de Dunnett (0=0,05) para las restantes variables evaluadas. Los analisis de
todas las variables se realizaron con el programa R 3.4.3 (R Development Core Team, 2017).

Resultados y discusion

Alos 28 DDA, el nimero de individuos vivos de O. cyaneum no difirié entre los distintos tratamientos
(p = 0,307). De un total de 540 organismos expuestos a los diferentes tratamientos solamente se
encontraron 14 individuos muertos. El 41 % de los individuos vivos presentaron algun tipo de cambio
morfoldgico entre tratamientos. El dafio mas frecuentemente visualizado fue el cambio de coloracion
en la totalidad del cuerpo (Figura 1a). Otros sintomas observados fueron lesiones en el tegumento,
decoloracion de la parte posterior del cuerpo y pérdida de dicha parte (Figuras 1b, ¢ y d,
respectivamente).

Figura 1. Sintomas de Octolasion cyaneum: A) cambio de coloracién del organismo tratado en comparacion con el
testigo, B), C), D) y E) proceso de transicion de la decoloracién en la parte posterior del cuerpo del organismo y pérdida
de dicha region y F) abultamiento cercano a la zona clitelar y lesiones en el tegumento.
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Varios autores demuestran que clorpirifos no produce efectos letales sobre los oligoquetos. En efecto,
Salvio et al. (2015a), Kaspar (2014) y Rafael et al. (2015) demostraron que dosis comprendidas entre
144 a5760 g de i.a. ha* del insecticida no causan mortalidad sobre O. cyaneum. Asimismo, lannacone
y Alvarifio (2004) y Casabé et al. (2007) detectaron gue el insecticida a dosis menores a las probadas
en este bioensayo e incluso inferiores a las DR, no afecta la supervivencia de otra especie como es
Eisenia fetida. No obstante, Tiwari et al. (2019) en el oligoqueto Eudrilus eugeniae encuentran una
mortalidad superior a un 70% con dosis mayores a la recomendada del insecticida, aunque la
exposicion al mismo fue sobre papel de filtro.

Similarmente a lo observado con clorpirifos, en los tratamientos donde se aplico glifosato no se
observo mortalidad sobre O. cyaneum. En efecto, Salvio et al. (2015b) no detectaron efectos letales
sobre O. cyaneum a la DR a campo del mismo herbicida. Asimismo, lacovelli et al. (2017) tanto a la
DR de glifosato como a 5DR y 10DR tampoco hallaron mortalidad sobre O. cyaneum. Similares
resultados se informaron sobre E. fetida expuesta a diferentes dosis del herbicida (von Mérey et al.,
2016). Sin embargo, considerando el mismo género, Garcia-Torres et al. (2014) reportaron un 100 %
de mortalidad sobre Octolasion tyrtaeum expuestas a 50.000 mg kg del herbicida. Cabe aclarar que
son concentraciones muy superiores a las encontradas en el campo y a las utilizadas en el presente
trabajo.

Si bien, se encuentran varios estudios realizados con clorpirifos y glifosato sobre los oligoquetos todos
consideran la aplicacién individual de cada fitosanitario y no se encuentra informacién disponible
sobre el efecto combinado cuando dichos agroquimicos se aplican en mezcla. No obstante, Santos et
al. (2011a) demostraron que tanto las dosis individuales como la mezcla de glifosato y dimetoato no
causan efectos letales sobre E. andrei. Considerando que dimetoato es un organofosforado como
clorpirifos el efecto que ocasiona es similar sobre los oligoquetos. Es decir, en mezcla con glifosato
no afecta la supervivencia de los oligoquetos. Por lo tanto, considerando los resultados obtenidos en
este trabajo permitieron demostrar que las dosis mayores de clorpirifos y glifosato + clorpirifos no
causaron efectos letales en O. cyaneum.

Con respecto al porcentaje de dafio sobre O. cyaneum se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos a los 28 DDA (p = 0,021) (Tabla 1). Los mayores dafios se hallaron con clorpirifos,
tanto solo como en mezcla con glifosato, mientras que el porcentaje menor se detecté con 5DRG
(Tabla 1). Cabe aclarar que en los organismos del tratamiento testigo no se observaron dafios visibles
y por lo tanto, el porcentaje de dafio en el testigo no se calculo.
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Tabla 1. Variables evaluadas sobre Octolasion cyaneum (promedio * desvio estandar) en los diferentes tratamientos con
glifosato (G) y clorpirifos (C) a los 28 dias después de la aplicacién.

Progorcidn en el rango

Tratamientos (g de i.a. ha.1) Porcentaje de daio  Cambio de peso [%) 0 - 10 cm 10 . 2 cm mayor a 20 cm
MG 3337k §90+129 0,05 £ 0,08 be 0452021 a D48+ 0.26a
3560 G 10+16¢c 89,1085 0,03 £0,05 be 062£018a 0.35+0,19 8
20 G T.0+4.0abkc EERE RN 008 £0,11 be 04720158 043+0.20a
216 C 8557 ab frTax119 026019 a 0552027 a 018+ 027 a
2880 C WE+83a 9281168 bc 053£038a 045+0. 3 a
sTE0 C 1NE6+50a 8421127 Dec 022z026a 075024 a
T2G+516C 120+46a 79,9+070 0,16 £ 0,23 abc 030£028a 0.50+028a
3560 G + 2880 C W2t52a 7471035 0,16 £+ 0,18 ab 04220153 0.38+022a
M200G + 550 C M1ee10Da 8182137 017 20,16 abe 0432025a 035 +0.2%a

Testigo 7964018 0,12 £ 0,06 abc 070 e021a 0.18 +0.20 a

Letras iguales indican diferencias no significativas entre los tratamientos (MDS, o = 0,05)
* indica diferencias significativas con respecto al testigo (Dunnett, @ = 0,05)

En relacion a los sintomas que se observan en las lombrices expuestas a clorpirifos, Kaspar (2014)
describié en O. cyaneum alteraciones similares a las halladas en este estudio con dosis comprendidas
entre 144 y 1428 g de i.a. ha™. Asimismo, Salvio et al. (2015a) con dosis similares del insecticida,
detectan sobre O. cyaneum decoloracion total del cuerpo y en los segmentos posteriores una porcion
aplanada que luego se desprendié. Sintomas similares fueron obtenidos sobre O. cyaneum por Rafael
et al. (2015) con dosis comprendidas entre 720 y 5760 g de clorpirifos ha™. Por otra parte, Rao et al.
(2003) y Tiwari et al. (2019) hallaron los mismos sintomas sobre E. fetida y E. eugeniae,
respectivamente, ambas especies expuestas a clorpirifos a dosis comprendidas entre 0,003 a 0,005 mg
kgt

En el presente estudio con la DRG se encontrd un porcentaje de dafio menor sobre O. cyaneum con
respecto a clorpirifos solo o en mezcla (Tabla 1). En cambio, lacovelli et al. (2017) no hallaron
cambios morfoldgicos sobre O. cyaneum a la DR de glifosato ni a dosis superiores. Varios estudios
por otro lado (Correia y Moreira, 2010; Maitre et al., 2012; Buch et al., 2013) reportan que las dosis
de glifosato comprendidas entre 2000 y 6000 g de i.a. ha ocasionan enrollamiento, secrecion de
fluido celdmico, ruptura intestinal y descomposicion del cuerpo sobre los oligoguetos. No obstante,
en el presente estudio s6lo en una minoria de los individuos se observaron algunos de los sintomas
citados anteriormente. Si bien se observo que, tanto en la mezcla de los plaguicidas como en la
aplicacion individual de clorpirifos, el porcentaje de dafio fue significativamente mayor (Tabla 1),
siendo éste el causante mayoritario de los sintomas observados sobre O. cyaneum.

El cambio de peso a los 28 DDA vari6 entre los tratamientos (p = 0,015) (Tabla 1). Solamente se
observo en dicha variable un valor de 24 % mas alto en el peso de los oligoquetos con 10DRG respecto
al testigo (Tabla 1).

En coincidencia con este estudio, Kaspar (2014) encontrd que el peso de O. cyaneum disminuye un
13 % con respecto al testigo con dosis comprendidas entre 144 a 1728 g de i.a. ha* de clorpirifos. De
manera similar, Salvio et al. (2015a) observaron una reduccion en el peso de la misma especie
expuesta a dosis de 120 a 1440 g de i.a. ha™ del insecticida. Sin embargo, considerando la misma
especie Rafael et al. (2015) no evidencian diferencias en el peso de O. cyaneum a dosis comprendidas
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entre 720 y 5760 g ha* de clorpirifos. En general y teniendo en cuenta otras especies de lombrices,
clorpirifos disminuye el peso de estos organismos (Yasmin y D’ Souza, 2007; Zhou et al., 2011).

Es controversial el efecto que glifosato puede causar en el peso de los oligoquetos. Considerando la
misma especie O. cyaneum, Salvio et al. (2015b) no observaron cambios en su peso con dosis de
glifosato similares al presente trabajo. De la misma manera, lacovelli et al. (2017) a la DRG, 5DRG
y 10DRG del herbicida no hallaron cambio de peso de O. cyaneum. Teniendo en cuenta E. fetida,
tanto Zhou et al. (2013) como von Meérey et al. (2016) no observaron diferencias en la pérdida de
peso. Contrariamente, Correia y Moreira (2010) y Piola et al. (2013) obtuvieron disminucién de peso
en E. andrei expuesta a glifosato, aunque con dosis superiores a las aplicadas en este estudio. En el
presente estudio se obtuvo un 24 % mas en el peso de los oligoquetos con 10DRG comparado con el
valor del control. Por un lado, dicho resultado puede ser explicado porque el herbicida al tomar
contacto con el suelo es rapidamente adsorbido y se adhiere fuertemente a la materia organica
quedando inmovil en el suelo (Gdmez Ortiz et al., 2017). De esta manera, el herbicida no queda
biodisponible y; por ende, no causa efecto adverso sobre los oligoguetos. Pero por otro lado al ser una
dosis de aplicacion elevada, 10DRG, los restantes componentes del formulado pudieron haber influido
sobre la actividad de los oligoquetos. Es decir, la dosis elevada del herbicida pudo afectar a las
lombrices volviéndolas méas activas y; por ende, realizar una mayor descomposicién de la materia
organica, ingerir mas alimento y de esta manera lograr un mayor cambio de peso (Tabla 1).

En general, en presencia de clorpirifos se observd que los organismos presentaban una movilidad
reducida y en consecuencia, una evidente disminucion de los bioporos. Mientras que, en ausencia del
insecticida se visualizaron galerias debido a una actividad mayor de los organismos. En efecto, Gupta
y Sundararaman (1991) observaron que los organofosforados reducen la capacidad de las lombrices
para construir galerias debido a un efecto neurotdxico que causa descoordinacién muscular. A su vez,
Santos et al. (2011b) observaron un comportamiento similar sobre E. andrei con dimetoato.

Por otra parte, la proporcion de individuos de O. cyaneum en el rango comprendido entre 0 - 10 cm
de suelo vario entre los tratamientos (p = 0,031) (Tabla 1). Con la DRC se encontré la proporcion
mayor de lombrices. Mientras que, no se hallaron individuos en la capa mas superficial con 5DRC y
10DRC. A su vez, la mezcla de glifosato y clorpirifos, a sus distintas dosis, no mostré diferencias con
el testigo (Tabla 1). Las proporciones de individuos de O. cyaneum en los rangos de profundidad
comprendidos entre 10 - 20 cm (p = 0,152) y 20 - 32 cm de suelo (p = 0,059) no variaron entre los
tratamientos (Tabla 1). En el testigo, méas del 70 % de los organismos se encontraron en el rango de
10 - 20 cm de profundidad de la columna de suelo del microcosmo (Tabla 1). Dicho resultado debe
considerarse como una distribucion normal de esta especie endogeica y las posibles desviaciones de
este patron de comportamiento deben interpretarse como una respuesta a las condiciones
desfavorables (Lowe y Butt, 2008).

Si bien, Santos et al. (2011a) no observaron diferencias sobre la distribucién en el perfil del suelo de
E. andrei expuesta a 180 a 1800 g i.a. ha™ de dimetoato, detectaron que al incrementar la dosis del
insecticida la proporcion de E. andrei disminuye en la capa superior (0 - 10 cm). Una posible causa
es que las lombrices evadieron el insecticida. En coincidencia y en este estudio, con 5DRC y 10DRC
del insecticida se observé ausencia de los organismos en el rango de profundidad comprendido entre
0 - 10 cm (Tabla 1). Varios estudios han determinado la evasion de las lombrices al exponerlas a
clorpirifos (De Silva y Van Gestel, 2009; Garcia Santos y Keller-Forrer, 2011). Ahora bien, con DRC
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se encontrd la proporcién mayor de lombrices (27 %) en los primeros 10 cm de profundidad, y en
coincidencia con Santos et al. (2011b) con la DR de dimetoato detectan el mismo nimero de
individuos en dicho estrato de suelo. Es decir, las lombrices con la DR de aplicacion presentan una
atraccion al insecticida. En efecto, Rafael et al. (2015) determinaron que O. cyaneum expuesta a la
DR del insecticida, 576 g de i.a. ha’*, presenta un 10 % de atraccion al fitosanitario.

Teniendo en cuenta las dosis diferentes de glifosato se observé que la distribucidn de las lombrices
fue similar entre ellas y semejante al testigo (Tabla 1). Asimismo, Salvio et al. (2015b) no observan
comportamiento evasivo sobre O. cyaneum con dosis similares. Con respecto a la combinacion de
glifosato y clorpirifos no se encuentra informacion disponible. Sin embargo, Santos et al. (2011a)
utilizando dosis combinadas de glifosato + dimetoato (1020 + 180 a 10200 + 1800 g de i.a. ha) no
encuentran diferencias en la distribucion espacial de E. andrei en los siguientes estratos de suelo: 0 -
10 cm y 10 - 20 cm. Asimismo, lacovelli et al. (2017) no detectaron diferencias en la distribucion
espacial de O. cyaneum con la aplicacion individual y combinada de glifosato y un insecticida
sulfoxaflor, perteneciente a las familias de las Sulfoximinas.

La mortalidad de P. scaber tanto a los 5 como a los 7 DDA vari6 entre los tratamientos (p < 0,001)
(Figura 2). Se observd que la mortalidad fue significativamente mayor con clorpirifos solo o en
combinacion con glifosato, hallandose valores superiores a un 70 % (p < 0,05). Mientras que, con las
dosis diferentes de glifosato la mortalidad no se diferenci6 en relacion con el testigo (p > 0,05) (Figura
2). A los 28 DDA, el porcentaje de individuos muertos difirié entre los tratamientos (p < 0,001),
observandose en todos los tratamientos evaluados la misma mortalidad obtenida que a los 7 DDA.

Figura 2. Mortalidad de Porcellio scaber (%) en los diferentes tratamientos con glifosato (G) y clorpirifos (C) alos5y
7 dias después de la aplicacion (DDA).
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Considerando el efecto de clorpirifos, Salvio et al. (2015c) observaron que 1440 g de i.a. ha* del
insecticida produce un 88 % de mortalidad del is6podo Armadillidium vulgare (Latreille). En
comparacion y en el presente estudio con las diferentes dosis de clorpirifos se obtuvo un porcentaje
de muertos superior a 85 % (Figura 2). Ahora bien, considerando el organofosforado dimetoato se
obtienen resultados similares sobre Porcellionides pruinosus en comparacion con clorpirifos (Santos
et al., 2011a). Los sintomas de intoxicacion causados por clorpirifos en P. scaber fueron:
hiperactividad, pardlisis y luego la muerte. Sintomas similares fueron reportados por Lourerio et al.
(2009) y Salvio et al. (2015a).

Teniendo en cuenta las dosis de glifosato, el porcentaje de P. scaber muertos fue inferior a un 8 %,
por lo tanto, el efecto perjudicial causado por el herbicida fue muy bajo sobre los organismos. En
efecto, Santos et al. (2011a) con 1020, 5100 y 10200 g de glifosato ha™ observan en P. pruinosus una
supervivencia superior a 80 %. Asimismo, Salvio et al. (2015c) e lacovelli et al. (2017) detectaron
que el glifosato, tanto con la DR como con dosis superiores, no detectan mortalidad sobre A. vulgare.
Asimismo, hay que considerar que el formulado utilizado en este estudio no causo efecto letal sobre
P. scaber. Este resultado es esperable en funcion del modo de accion y del tipo de herbicida aplicado.
Es decir, tal efecto letal no se detectd debido que el organismo carece de la enzima blanco del
herbicida. Ademas, la ausencia de efectos letales por otro lado estaria indicando que los aditivos
presentes en el formulado tampoco tienen efectos sobre el organismo evaluado.

Por otra parte, con la combinacién de clorpirifos y glifosato a sus distintas dosis se detectaron
porcentajes superiores a un 80 % de P. scaber muertos, similares a los porcentajes obtenidos con
clorpirifos solo (Figura 2). De esta manera, se confirmé que el insecticida es el que causa el efecto
letal sobre los is6podos. En adicidn, Santos et al. (2011a) observaron que la mezcla de 180 + 1020 g
de i.a. ha de dimetoato y glifosato produce un 73 % de mortalidad de P. pruinosus y con una dosis
diez veces superior a la anterior se alcanza el 100 % de mortalidad. Este efecto letal se atribuye a la
utilizacion del insecticida, ya que glifosato aplicado individualmente no causa efecto letal en estos
organismos. De esta manera, se demostro que las dosis mayores de clorpirifos y clorpirifos + glifosato
causaron efectos letales sobre P. scaber.

El porcentaje de emergencia (PE) en B. napus vari6 entre los tratamientos a los 7 DDS (p < 0,01)
(Figura 3). Se observo que para clorpirifos, solo 0 en combinacion con el herbicida, el PE fue superior
a un 85 % (p < 0,05). Mientras que, 5DRG y 10DRG no se diferenciaron con respecto al testigo,
siendo sus valores de PE aproximadamente un 50 % (p > 0,05) (Figura 3). Por otro lado, con DRG se
observo un incremento significativo en el PE de B. napus (p < 0,05), siendo su valor de 73 %. En el
porcentaje de plantas totales (PPT) se detectaron diferencias entre los tratamientos a los 28 DDS (p <
0,001) (Figura 3). Todos los tratamientos se diferenciaron del testigo (p > 0,05), a excepcion de 5DRG

y 10DRG (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de emergencia y de plantas totales de Brassica napus en los diferentes tratamientos con glifosato
(G) y clorpirifos (C).
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Teniendo en cuenta que el PPT se encuentra directamente relacionado con el PE, ambas variables se
pueden explicar por factores similares. Por un lado, se observé que el PE y PPT disminuyeron con
5DRG y 10DRG debido posiblemente a un efecto fitotoxico del herbicida. Esto se evidencio porque
en ambas variables con la DR no se diferenciaron del testigo, mientras que, 5DRG y 10DRG causaron
una reduccion significativa en PPT y PE (Figura 3). Otra causa posible, del efecto de glifosato sobre
B. napus, es el dafio que P. scaber realiz sobre el cultivo. Los dafios consistieron en roido o corte
total del hipocétilo de la plantula como consumo parcial o total de los cotiledones, causando en estos
altimos el dafio principal. Debido a que, los isopddos en los tratamientos en ausencia de clorpirifos
no fueron controlados, se observo una supervivencia superior a 92 % y por consiguiente, provocaron
los efectos perjudiciales sobre B. napus (Figura 2).

Con respecto a la altura de las plantas de B. napus (cm) se observaron diferencias entre los
tratamientos a los 28 DDS (p < 0,001) (Tabla 2). Se observo que con clorpirifos, solo 0 combinado
con el herbicida, se lograron mayores alturas de las plantas de B. napus en comparacion al testigo (p
< 0,05). Es decir, la altura present6 una tendencia similar que la observada con los variables PE y
PPT. Este resultado estd directamente relacionado con el nimero de P. scaber vivos en los
tratamientos en los cuales solamente se aplico el herbicida ocasionando perjuicios sobre el cultivo.
Asimismo, con 5DRG y 10DRG se obtuvieron los menores valores de altura en las plantas de B. napus
pero sin diferenciarse del testigo.

Tanto en el peso fresco (PF) como en el peso seco (PS) (mg) de las plantas de B. napus se encontraron
diferencias entre los tratamientos a los 28 DDS (p < 0,001). Como se observa en la Tabla 2 solamente
con las dosis distintas de clorpirifos se lograron los mayores valores de peso fresco y seco de las
plantas de B. napus con respecto a los demas tratamientos. Estos resultados hallados estan
intimamente relacionados con la presencia y/o ausencia de P. scaber durante los primeros estados de
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desarrollo del cultivo. En consecuencia, cuanto mas prolongado es el periodo de exposicion de los
isdpodos sobre el cultivo mayor es el dafio sobre las plantas.

Tratamientos (g de i.a. ha) Altura (cm) Peso fresco (mg) Peso seco (mg)

T2G 6,74+1,36 492+1.31 0.35+0,03

3560 G 3.75+2 40 247 + 251 0,17 +0,14
7120 G 2,04+2 05 1,02 £1,23 0,22 + 0,31

516 C 10,17+0,85" 715+ 267" 0,56 + 0,07"
2880 C 10,8842 B5" 8,83+283 063021
5760 C 11,7642 36" 995+ 374" 0,66 £ 0,23"
TI2G + 516 C 10,9741 68" 6,20 £ 1,46 041£0,10
3560 G + 2880 C 10,051,417 5,23 £1,02 0,39 +0,09
7120 G + 5760 C 8,26+2.87" 4.32+£2389 033012
Testigo 4192 77 3,16 £ 3,00 0.18 + 0,21

* indica diferencias significativas con respecto al testigo (Dunnett, p = 0,05)

Tabla 2. Variables evaluadas sobre Brassica napus (promedio + desvio estandar) en los diferentes tratamientos con
glifosato (G) y clorpirifos (C)

De manera similar a lo observado en este estudio, Santos et al. (2011a) no encontraron diferencias en
el porcentaje de germinacion sobre B. rapa con 1020 g i.a. ha* de glifosato, aunque si en la altura y
peso fresco de la especie. Asimismo, los autores observaron que con 5DRG y 10DRG el porcentaje
de germinacion disminuye, al igual que en el presente estudio (Figura 3). Sin embargo, dichos autores
observaron que tanto la altura como el peso fresco no es afectada con dichas dosis. En contraposicion,
en el presente estudio estas dos variables disminuyeron con el aumento de las dosis de glifosato
(Figura 3 y Tabla 2) debido a la presencia de los isdpodos. Por otro lado, los menores valores hallados
en la altura en las plantas de B. napus con 5DRG y 10DRG pero sin diferenciarse del testigo, puede
ser debido posiblemente a un efecto fitotoxico del herbicida por el modo de accién del mismo. Es
decir, el herbicida incrementa la formaciéon de auxinas causando una reduccion del crecimiento,
ausencia de la dominancia apical y del crecimiento lateral (Arregui y Puricelli, 2008). Por otra parte,
Santos et al. (2011c) encontraron que la altura de las plantas de T. aestivum y B. napus disminuyé
pero con una dosis cien veces superior a la dosis recomendada de glifosato.

A su vez, Santos et al. (2011c) encontraron que el porcentaje de germinacion de B. rapa no varia con
1020 g i.a. ha™ de glifosato y con una dosis cien veces superior a aquella, ya que el herbicida al tomar
contacto con el suelo se adhiere fuertemente a la materia organica quedando inmovil en el suelo
(Gomez Ortiz et al., 2017). Asimismo, se detecto que dosis menores en relacion con la DR de glifosato
disminuye la produccion de semillas sobre B. rapa, aunque no afecta el peso seco de la especie (Olszyk
etal., 2010).
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Por otro lado, el PE de B. napus mostr6é con la DRG un aumento significativo respecto al testigo y
con las dosis mayores del herbicida. Se ha reportado que el herbicida posee una respuesta de tipo
hormesis sobre las variables de crecimiento de las plantas. EI término hormesis es un fenémeno
caracterizado por estimulacion a bajas dosis e inhibicion con altas dosis de un principio activo. Es
decir, que glifosato aplicado en dosis bajas puede aumentar el crecimiento de las plantas o en este
caso el porcentaje de emergencia. Este efecto estimulador o hormético se ha informado en las dosis
bajas de glifosato sobre Saccharum spp. (cafia de azucar) (Silva et al., 2009) y Lolium multiflorum
(raigrés) (Gismano, 2020).

Si bien, no se encuentran estudios realizados con clorpirifos sobre los efectos ocasionados en B. napus
hay varios trabajos con otros organofosforados. En efecto, con el insecticida dimetoato Hanley y
Whiting (2005) no encontraron efecto sobre la germinacion de colza. De la misma manera, Santos et
al. (20114, b) informaron que a la DR de dimetoato no causa efecto sobre el peso fresco y la altura de
colza. Asimismo, otros estudios realizados en el campo utilizando la DR de dimetoato no produjo
efecto perjudicial sobre el crecimiento de varias especies de Brassica (Sarwar et al., 2003; Rana et
al., 2007). Si bien, los efectos observados aqui son con otro organofosforado, los resultados sobre B.
napus son muy parecidos con los detectados en el presente estudio.

Con respecto a la aplicacidon en mezcla de glifosato y clorpirifos, Santos et al. (2011a) observaron que
tanto la altura como el peso fresco de B. rapa no son afectados con 1020 y 180 g de i.a. ha'*de glifosato
y dimetoato, respectivamente. Similares resultados fueron obtenidos en este estudio (Tabla 2), pero
utilizando clorpirifos en la mezcla. Mientras que, Santos et al. (2011a) detectaron que 5y 10 DR de
glifosato + dimetoato disminuye la altura y el peso fresco de B. rapa, en este estudio la combinacion
de glifosato + clorpirifos a sus diferentes dosis no afecté la altura de B. napus, mientras que el peso
fresco no se diferencié del testigo (Tabla 2). Por lo expuesto, se evidencié que las dosis mayores de
glifosato y glifosato + clorpirifos ocasionaron efectos subletales en el desarrollo del cultivo de B.
napus.

Conclusiones

En el agroecosistema los fitosanitarios suelen estar presentes de manera conjunta y, por lo tanto, su
impacto sobre los organismos edaficos puede ser sinérgico, acumulativo o antagénico dependiendo
de su naturaleza gquimica, la estructura como el mecanismo de accién. Tal condicion representa un
efecto indeseable para la vida de estos organismos. Sin embargo, en el presente estudio se demostro
que tanto los fitosanitarios utilizados de manera individual como en mezclas binarias, clorpirifos y
glifosato no causan mortalidad sobre O. cyaneum, aunque el insecticida solo o0 en mezclas ocasiona
cambios morfoldgicos sobre los oligoquetos y mortalidad sobre P. scaber. Con respecto a B. napus
5DRG y 10DRG del herbicida afecta el porcentaje de emergencia, las plantas totales y la altura. De
esta manera se evidencid que el insecticida, solo o con el herbicida, causa efecto letal sobre P. scaber
y efectos subletales sobre O. cyaneum como en B. napus. Cabe destacar que el herbicida a DRG
permitié obtener un porcentaje de emergencia mayor que el testigo sin los efectos indeseados de
clorpirifos sobre O. cyaneum.
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