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ResuMEN. El objetivo fue evaluar la fitotoxicidad de un formulado comercial de glifosato (sal potasica al
62%, equivalente a 506 g p.a./L) sobre Lemna gibba, a campo y en laboratorio. El estudio a campo se desarroll6
en un embalse asociado a un ambiente agricola. Alli se realizé un analisis temporal, con observaciones en
cuatro momentos en funcién de la proximidad a la fecha de aplicacion del herbicida en el lote agricola y al
primer evento de precipitacién que genero escurrimiento. La fitotoxicidad se evalud sobre biomasa seca por
fronde (BF) y contenido total de clorofila (CTC). Durante 15 dias, en condiciones controladas se ensayaron 8
tratamientos con exposicién a concentraciones de glifosato que variaron entre 0 y 15 mg/L. Se determino el
crecimiento poblacional, CTC y longitud de raiz. A campo, la inhibicién significativa de BF y CTC registrada
a posteriori del evento de precipitaciéon no se pudo asociar a concentraciones de glifosato en el cuerpo de
agua. Estos efectos podrian ser atribuidos al escurrimiento de otros agroquimicos que no fueron analizados.
En laboratorio se verifico efecto fitotoxico sobre la longitud radical a partir de concentraciones de 0.2 mg/L. La
informacion generada contribuye al diagndstico de riesgo de contaminacién por herbicidas en agroecosistemas.
Los resultados obtenidos no son concluyentes e indican la necesidad de profundizar este tipo de estudios, dada
la complejidad que reviste la investigacion del efecto de agroquimicos en el ambiente.
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AsstracT. Phytotoxicity of one commercial formulated glyphosate on Lemna gibba L. The aim was to evaluate
the phytotoxicity of one commercial formulated glyphosate (potassium salt, 62%, 506 g e.a./L) on Lemna gibba
in field trials and in controlled laboratory conditions. The field study was conducted in a lentic water body
associated with an agro-environment (Entre Rios, Argentina). We conducted a temporary analysis with
observations at four moments according to the proximity of the date of herbicide application in the agricultural
lot and the first rainfall event that caused runoff. The phytotoxicity was evaluated on the dry biomass of frond
(BF) and total chlorophyll content (TCC). In the laboratory, eight treatments were tested according to different
concentrations of glyphosate (0 to 15 mg/L). The phytotoxic effects were assessed on the growth rate (GR), TCC
and root length. In field study, the significant inhibition of BF and TCC observed in the subsequent sampling
to the rainfall event that caused runoff could not be associated with concentrations of glyphosate in the body
of water. These effects may be attributed to runoff of others agrochemicals not analyzed. In the laboratory, a
significant reduction of root length was detected, while no significant differences were observed in GR and TCC
between treatments. The information generated contributes to the diagnosis of risk herbicide contamination
in agroecosystems. The results obtained are not conclusive and show the need to deepen this type of studies,
given the complexity of the agrochemicals research and their effects on the environment.

[Keywords: herbicide, phytotoxic effects, biomarkers, duckweed, agroecosystems]

INTRODUCCION

En la Argentina se ha producido un proceso
de expansién del cultivo de soja debido al
reemplazo de sistemas naturales a partir
del desmonte y por la sustitucién del drea
sembrada con otros cultivos; esto dio origen
a un escenario de simplificacién agricola
(Aizen et al. 2009). En los ultimos diez afios,
la superficie destinada al cultivo de soja
alcanzo6 20.2 millones de hectareas, con una
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producciéon de 55.6 millones de toneladas
de granos de soja en la campana 2013/2014
(Bolsa de Comercio de Rosario 2015). El
incremento en la superficie sembrada con
soja bajo siembra directa, sumado al uso
casi exclusivo de variedades transgénicas
resistentes a glifosato, generé un aumento
significativo en los volimenes utilizados de
este herbicida, lo que representa 65% del
volumen de fitosanitarios comercializados
(CASAFE 2014).
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Los sistemas acuéaticos constituyen los
sumideros naturales de la mayoria de las
sustancias emitidas por las actividades
agricolas e industriales, por lo que son
vulnerables a la contaminaciéon (Manahan
2007). En la provincia de Entre Rios, el riesgo
de contaminacién del agua superficial con
herbicidas por escurrimiento es elevado
dadas las caracteristicas topogréficas, la
baja capacidad de infiltracién de los suelos,
el régimen pluviométrico y la profusa
red hidrolégica. Estudios de lixiviacién y
escurrimiento indican que el glifosato puede
ser transportado desde parcelas agricolas
hacia cursos de agua superficiales via difusa
cuando su aplicacién se realiza en momentos
previos a lluvias intensas (Flury 1996; Villholth
et al. 2000; Jaynes et al. 2001; Elliot et al. 2002;
Petersen et al. 2002; Sasal et al. 2010; Di Fiori
etal. 2012). En la Regién Pampeana argentina
se detectd glifosato en cursos de aguas
superficiales. En un cuerpo léntico asociado
a un ambiente agricola, el monitoreo de las
concentraciones de glifosato en el agua, en
un periodo de 5 afos, arrojé valores que
oscilaron entre no detectado (ND), inferiores
al umbral de deteccién por HPLC (0.2 pg/L)
y 30 ng/L (Sasal et al. 2013). Por su parte, en
cuatro cursos de agua del 4rea agricola de
la Pampa Ondulada bonaerense, Peruzzo
et al. (2008) registraron concentraciones de
glifosato de 0.10 a 0.70 mg/L. Investigaciones
desarrolladas en cursos de agua superficial de
la provincia de Santa Fe asociados a ambientes
agricolas informaron niveles de glifosato en la
fraccién disuelta entre 0.5y 7.8 ng /L, en tanto
que en los sedimentos, las valores de glifosato
variaron entre 8.0 y 49.1 pg/kg himedo
(Ayarragaray et al. 2014). Sasal et al. (2017), en
una red de 300 puntos de monitoreo de aguas
superficiales en la provincia de Entre Rios,
registraron concentraciones de glifosato muy
elevadas en el 4.7% de los puntos; los valores
oscilaron entre 73 y 105 mg/L, atribuidos a
la contaminacién puntual por el lavado de
los envases. Cabe destacar que, ademas del
principio activo (p.a.), otros componentes de
los formulados comerciales (i.e., coadyuvantes
y surfactantes) también pueden llegar a los
cursos de agua. Se ha indicado que estos
coadyuvantes (e.g., el POEA del formulado
Roundup®) podrian tener efectos de mayor
toxicidad que el principio activo solo (Adam
et al. 1997; Dallagrave et al. 2002), lo que
incorpora complejidad en los estudios de
toxicidad de los formulados comerciales.

El uso de bioindicadores de toxicidad ha
adquirido relevancia para evaluar el efecto
de los plaguicidas sobre el ambiente (Athie
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and Cerri 1987; Fairchild et al. 1997; Marozzi
etal. 2004; Attademo et al. 2011; Agostini et al.
2013; Bonifacio et al. 2016). En este sentido, se
sefiald la eficiencia de las macrofitas acuaticas
en el tratamiento de aguas residuales, dado
su poder de proliferacion, capacidad de
absorcién y acumulacién de contaminantes
(Novotny and Olem 1994; Pezzolesi et al. 1998;
Otto et al. 1999; Pilon-Smits et al. 1999; Qiu et
al. 2001), y en ensayos de fitotoxicidad, para
evaluar el efecto de plaguicidas, detergentes
y metales pesados sobre organismos vivos
(Olguin and Hernandez 1998). A fin de
evaluar la fitotoxicidad de contaminantes,
la Agencia de Proteccién Ambiental de los
Estados Unidos (EPA, su sigla en inglés)
recomienda usar algunas especies vegetales en
protocolos estandarizados. Entre estas plantas
se encuentran Lemna gibba L. y Lemna minor
L. (lentejas de agua), de mayor sensibilidad
a los herbicidas y a los metales pesados, en
relacién a los quimicos industriales (EPA 1996;
Environment Canada 1999).

A su vez, a las especies del género Lemna se
las considera indicadoras de toxicidad debido
a sus caracteristicas de alta productividad
y eficiencia de remocién de nutrientes
y contaminantes, su alta dominancia en
condiciones naturales adversas y su fécil
cosecha. Las especies de Lemna son plantas
vasculares pequefias, formadas por una
estructura tipo talo denominada fronde,
con una sola raiz adventicia. Las frondes
son suborbiculares, de 3-8 mm de didmetro,
generalmente reunidos de a tres (colonias)
(Giardelli 1968). Estas especies se reproducen
asexualmente mediante la produccion de
frondes hijos, con tasas de crecimiento muy
elevadas: bajo condiciones éptimas pueden
duplicar su biomasa en 2 6 3 dias (Hillman
1961; Leng et al. 1995), o en tan sélo 24
h. Pueden producir entre 10 y 20 nuevas
frondes por fronde (Curt Fernandez de la
Mora 2005). Si bien existen investigaciones
que muestran el potencial de Lemna spp. para
remover fosfatos y acumular metales pesados
disueltos en cuerpos de agua (Athie and Cerri
1987; Boniardi et al. 1999; Lianget al. 2011),
existen pocos estudios relacionados con su uso
en bioensayos para determinar la fitotoxicidad
por herbicidas, en general, y por glifosato, en
particular.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la
fitotoxicidad del formulado comercial de
glifosato Sulfosato Touchdown® sobre
la especie no-blanco Lemna gibba L. en
condiciones controladas de laboratorio y
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en un estudio observacional de campo. La
cuantificacion de la concentracion de glifosato
que llega a un cuerpo de agua luego de una
aplicacion y el estudio detallado de su efecto
sobre una especie nativa caracteristica de los
cursos de agua de la region contribuiran al
diagnostico de riesgo de contaminacion en
agroecosistemas y, en consecuencia, serviran
como herramientas para planes de mitigacion
de los impactos ambientales por el uso de
agroquimicos.

MATERIALES Y METODOS

Estudio observacional en condiciones de campo

La investigacion se desarroll6 en la Estacion
Experimental Agropecuaria Parana (Entre
Rios, Argentina) del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA). El clima
del area es templado hiimedo de llanura,
con una precipitacién anual media de 1000
mm. El periodo octubre-abril concentra 73%
de la precipitacién anual. Enero, febrero y
marzo son los meses con mayor indice de
erosividad de las lluvias. Este indice aumento
en los tltimos afios: en el decenio 1995-2005 se
registr6é un incremento de 15% con respecto al
periodo 1950-1994 (Saluso 2008).

El estudio observacional se llevé a cabo en
un embalse endicado hace més de 40 anos,
que conforma un cuerpo de agua léntico
de ~1 ha (31°50'47.44" S - 60°31'48.5" O). El
cuerpo de agua es un area de descarga de
una capa freatica colgante que alcanza hasta
9 m de profundidad en las partes mas altas
del paisaje y recibe agua por escurrimiento
de una microcuenca agricola de 24 ha.
Esta microcuenca posee dos laderas, con
pendientes de 4% (oeste) y 8% (este), que
desaguan a un canal central que desemboca
en el cuerpo de agua. En el lote agricola se
practica una secuencia de cultivos maiz-trigo/
soja (tres cultivos en dos anos) bajo siembra
directa. Anualmente, el lote recibe entre 2 y
3 aplicaciones de glifosato para controlar las
malezas. El suelo es Argiudol acuico.

El cuerpo de agua presenta dominancia de L.
gibba en asociacién con Wolffia sp. El aporte de
nutrientes desde la cuenca agricola favorece el
desarrollo de estas especies y el mantenimiento
de sus poblaciones. En determinadas épocas
del afio se alcanzan coberturas cercanas al
100%. La temperatura del agua a 5 cm de
profundidad durante el estudio observacional
oscilé entre 18.3 y 24.2 °C.

En noviembre de 2014 se desarrollé un
estudio observacional de fitotoxicidad del
formulado comercial de glifosato Sulfosato
Touchdown®, de Syngenta (una sal potasica
del acido N-(fosfonometil) glicina al 62%,
equivalente a 506 g p.a./L) sobre L. gibba.
Se realiz6 un analisis temporal en funcién
de la proximidad a la fecha de aplicacion
de glifosato en el lote agricola asociado, y al
primer evento de precipitaciéon que generd
escurrimiento desde la microcuenca hacia el
cuerpo de agua.

Para la evaluacion temporal, una semana
antes de que se aplicara el herbicida en
el lote agricola se instalaron 20 unidades
experimentales (limnocorrales) en el cuerpo
de agua. Los limnocorrales consistian en
recipientes de plastico de 25 cm de diametro,
cuya base y laterales fueron calados y
cubiertos con tela tipo tul para permitir la
circulacién del agua. Estas unidades fueron
ubicadas en la desembocadura del canal de
desagtiie de aporte desde el lote agricola. A
cada dispositivo se le anexé un flotador para
que flotara libremente. En cada limnocorral
se colocé un total de 200 frondes de L. gibba;
se seleccionaron colonias de hasta 3 frondes
con buen grado de desarrollo. En cada
momento del andlisis temporal se evaluaron
5 limnocorrales seleccionados al azar. Se
efectuaron observaciones sobre los individuos
de L. gibba en cuatro momentos: 1 dia antes
de la aplicacién del herbicida (pre-aplicacién,
T1), a 2 dias desde la aplicaciéon (T2), a 5
dias desde la aplicacién y 1 dia después del
evento de precipitacion (T3), y a 8 dias desde
la aplicacién y 5 dias posteriores al evento
de precipitacién (T4). Se considera al tiempo
como variable clasificatoria.

El formulado comercial fue aplicado en el
lote agricola asociado al cuerpo de agua, a
una dosis de 2 L/ha (equivalente a 1.012 kg
p-a./ha). Cabe destacar que en el marbete
del formulado comercial no se indican qué
coadyuvantes contiene. La fecha de aplicacién
fue el 26 de noviembre de 2014, momento de
la siembra de soja (en siembra directa) en
el lote agricola asociado. Al momento de la
aplicacién, la velocidad media del viento
era de 7.5 km/h, con direcciéon E-NE. A 4
dias de la aplicacién del herbicida se registr6
una precipitacién de 33.2 mm que genero
escurrimiento. Para la region de estudio, en
parcelas de escorrentia con disefio FAO, con
3.5% de pendiente, se determindé que una
lluvia genera escurrimiento cuando supera
los 15 mm/dia (Sasal et al. 2010).
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Para determinar la fitotoxicidad del
formulado de glifosato sobre L. gibba se
retiraron los limnocorrales del cuerpo de
agua (en cada uno de los cuatro momentos de
observacion) y se procesé el material vegetal
en laboratorio. Se analizé: a) la biomasa
seca, que se determind pesando la biomasa
total contenida en cada limnocorral, previo
secado en estufa a 75 °C hasta peso constante.
Ademas, se estim¢ la biomasa por fronde
(BF, ng/fronde) mediante el cociente entre la
biomasa total obtenida en cada limnocorral y
el niimero total de frondes presentes en cada
uno, y b) el contenido total de clorofila (CTC)
por medio del método de extracciéon con
acetona (Lichtenthaler 1987). Sobre 1 g de
peso himedo, se homogeneizé en mortero
con acetona grado analitico y se centrifugé
a 10000 rpm durante 5 minutos. Con el
sobrenadante se determind la absorbancia. El
CTC fue expresado en mg/g de peso fresco
(PF) de material vegetal.

La inhibicién aparente producida por el
herbicida sobre las variables estudiadas se
calculé como el porcentaje de reduccién
respecto a los valores de esas variables en
T1 (pre-aplicacion del formulado). En cada
momento de observacién se extrajeron
muestras de agua para el andlisis de glifosato.
Las muestras se colectaron en botellas estériles,
refrigeradas hasta el momento de su analisis.
La concentracion de glifosato fue determinada
mediante la técnica UHPLC-MS/MS (segtin
Ibafnez et al. 2006]y Hanke et al. 2008, con
modificaciones por Sasal et al. 2015), con un
limite de deteccién de 0.2 ug/L. Se utilizé un
cromatégrafo Acquity UPLC (The Science
of What’s Possible®, Waters) acoplado a un
espectrémetro de masa de triple cuadrupolo
con fuente ESI (TQD, Waters Micromass,
Reino Unido). Las separaciones se realizaron
a 40 °C usando una columna Acquity UPLC
HSS C18 (tamafio de particula 1.8 um, 2.1x100
mm) a una velocidad de flujo de 0.35 mL/
min. Las alicuotas de 10 pL del patrén y los
extractos de las muestras fueron introducidas
por medio de un inyector automatico (Waters).
La fase movil consistié de H,O/MeCN (98:2 +
0.1% AF, denominada A1) y MeCN (0.1% AF,
denominada B1), operando con un gradiente
de tiempo de ejecucién de 10 min. Laionizacion
fue realizada en modo de ion positivo usando
nitrégeno como gas de desolvatacion y gas de
cono a 600 y 15 L/h, respectivamente.

Para registrar las condiciones fisico-quimicas
del agua durante el periodo del ensayo,
asociado a cada uno de los tratamientos
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evaluados se determiné el pH y la temperatura
del agua con una sonda multiparamétrica
(Consort C933). Las determinaciones
se realizaron en puntos préximos a los
limnocorrales.

Ensayo en condiciones de laboratorio

Previo a la aplicacién del herbicida en el
lote agricola se colectaron frondes de L.
gibba en el mismo cuerpo de agua donde se
efectuo el estudio observacional a campo. Las
frondes fueron enjuagadas con abundante
agua destilada y mantenidas una semana
bajo las condiciones de laboratorio, antes
de realizar la experiencia. El ensayo se inici6
con 10 frondes por tratamiento, seleccionando
cuidadosamente colonias formadas por no
mas de 3 frondes con buen grado de desarrollo
y que presentaran raices bien desarrolladas.
Las frondes fueron colocadas en recipientes de
500 mL, donde se prepararon diluciones del
formulado de glifosato Sulfosato Touchdown
de Syngenta 62% (mismo producto que el
aplicado a campo). Para las diluciones se
utilizé agua extraida del cuerpo léntico (en la
que no se detectd presencia de glifosato por
HPLC), previamente filtrada.

Seensayaron 8 tratamientos con 3 repeticiones
cada uno, correspondientes a las siguientes
concentraciones de ingrediente activo: T1) 0
mg/L; T2) 0.2 mg/L; T3) 0.5 mg/L; T4) 1 mg/
L; T5) 2.5 mg /L; T6) 5 mg/L; T7) 7.5 mg/L y
T8) 15 mg/L. Las concentraciones evaluadas
se corresponden con valores registrados en
ensayos previos en parcelas experimentales de
escurrimiento superficial donde se detectaron
concentraciones maximas de 2.5 mg/L (Sasal et
al. 2012) y en puntos de monitoreo de cursos de
aguas superficiales a escala provincial (Sasal
et al. 2017).

El ensayo dur¢ 15 dias. Los recipientes fueron
mantenidos en condiciones controladas de
laboratorio (24+2 °C y fotoperiodo de 16 h
de luz por medio de un fluorescente de luz
blanca de 4300 lux). La exposicion al herbicida
se realizo en ensayos sin renovacién de la
solucion. El pH de la soluciéon se mantuvo
entre 7.6 y 8.1 a lo largo del ensayo, ajustado
diariamente con acido clorhidrico (HCI) 1N.
Para estimar la reduccion de la concentracion
de glifosato alo largo del ensayo, por medio de
UHPLC-MS/MS se determind su concentracion
en la solucidn al inicio y a los 15 dias.

La fitotoxicidad del formulado fue evaluada
sobre la tasa de multiplicaciéon poblacional
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de las colonias de frondes, el contenido total
de clorofila y la longitud de raiz. a) Tasa
de multiplicacién (TM). Para obtener esta
variable poblacional se determiné el nimero
de frondes a los 2, 4, 7, 9, 12 y 15 dias de
exposicion al formulado de glifosato. La tasa
de multiplicacién diaria fue estimada para cada
tiempo de exposicién evaluado, a partir de la
férmula propuesta por Environment Canada
(1999), citada por Sobrero et al. (2007):

TM =1000*(log F -log F )/t

donde F = nimero de frondes en el tiempo
t; F, = nimero de frondes en el tiempo 0, y t:
duracion del ensayo en dias.

Se construyeron las curvas de crecimiento
poblacional en cada tratamiento evaluado
y se representd el numero de frondes en
funcion del tiempo de exposicion al herbicida,
b) contenido total de clorofila (CTC) a los
15 dias de exposicion, c) longitud de raiz,
determinada con calibre, a los 15 dias de
exposicion al herbicida (final del ensayo). Se
calcul6 el promedio de la longitud radical de
10 frondes seleccionados aleatoriamente en
cada unidad experimental. En este ensayo
también se estimd la inhibicién producida
por el formulado sobre la TM, el CTC y la
longitud radical. La inhibicion se calculé como
el porcentaje de reduccion de estas variables
en relacion al tratamiento sin exposicion al
producto (testigo, T1).

Andlisis estadistico de los datos

Los datos de BF y CTC obtenidos en
el andlisis temporal a campo fueron
comparados mediante la prueba t de Student
al 5% de significancia, respecto a los valores
determinados en el momento pre-aplicacion
del herbicida (T1). Para el analisis de los
datos de numero de frondes obtenidos en
condiciones de laboratorio se utilizé un
modelo lineal generalizado mixto (MLGMXx)
para variables discretas, y se empled la
distribucién de Poisson dado que se considera
mas adecuada para una variable de recuento
(nimero de frondes en este estudio). Los
valores de TM se analizaron mediante un
modelo lineal general mixto por tratarse de
una variable continua. Se aplicé un analisis
de regresion para comparar las curvas de
crecimiento poblacional, linealizadas por
transformaciones logaritmicas y comparadas
sus pendientes.

Por su parte, los datos de CTC y longitud
de raiz fueron analizados mediante ANOVA,

una vez comprobada la normalidad de los
datos (prueba de Shapiro-Wilks). Para el
caso de datos no normales, se efectud la
transformacion a raiz cuadrada, previo a
la aplicacion del ANOVA. La comparaciéon
de medias de los diferentes tratamientos se
realiz6 aplicando el método de LSD Fisher
(P<0.05). Se trabajo con el software estadistico
InfoStat (2005).

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio observacional en condiciones de campo

Se encontraron diferencias significativas
(P=0.0117) entre los momentos T1 (pre-
pulverizacion) y T3 (post-escurrimiento),
en términos de BF. Al respecto, las medias
muestrales sugieren una menor BF promedio
en T3 respecto a T1. También se detecté en
T4 un valor medio de BF significativamente
inferior (P=0.0007) respecto al momento pre-
aplicacion. Para T3, alos 5 dias de la aplicacion
del herbicida y un dia después de un evento
de precipitacion de 33.2 mm, esta reduccion
fue ~33%, en tanto que para T4, pasados los
8 dias desde la aplicacion (y 5 dias desde la
lluvia), la BF resulté 50% inferior en relacion
a T1 (Figura 1). Respecto al CTC, los valores
oscilaron entre 14.6+1.4 y 20.6+1.5 mg/g PF;
so6lo se observo una inhibicion significativa en
T4 respecto a T1 (P=0.0074). En este momento
de observacion, las frondes presentaron
CTC 23% inferior al determinado antes de la
aplicacion del herbicida. En coincidencia con

: ‘

600 -

450 +

Biomasa seca (ng/fronde)
> 2
(=) (=

(=]

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Dias desde la aplicacion (DDA)
Figura 1. Dindmica de la biomasa (ng/fronde) de Lemna
gibba durante el estudio observacional a campo. Las barras
de error indican un desvio estandar. La flecha roja indica
momento de aplicacién del herbicida; la flecha punteada

indica el momento del evento de precipitacién de 33.2
mm.

Figure 1. Dynamic of dry biomass of frond (ug/frond) of
Lemna gibba during field study period. Error bars indicate
standard deviation. The red arrow indicates the time of
the application of herbicide; the dotted arrow indicates
the time of the rainfall event (33.2 mm).
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estos resultados, en un estudio efectuado en
un arroyo asociado a un lote agricola, Sobrero
etal. (2007) detectaron una reduccion de 35.5%
enla BF de L. gibba a 5 dias de la aplicacién del
producto comercial Roundup, y una reduccion
significativa de CTC.

Los analisis realizados con la técnica de
HPLC informaron concentraciones de glifosato
inferiores al limite de deteccion (0.2 pg/L),
tanto antes como después de la aplicacion del
herbicida, en el cuerpo de agua asociado al
lote agricola. Este resultado inesperado puede
deberse a que el glifosato se adsorbe con fuerza
a la arcilla, al limo y a la materia organica de
los sedimentos y al material en suspension, por
lo que puede no ser detectado en los ambientes
acuaticos cuando se analiza agua sin separar
compuestos solubles de particulados (Morillo
et al. 2000), como en este trabajo. Por otro
lado, Sobrero et al. (2007) indican que los
pulsos de concentracién de glifosato en
agua que producen fitotoxicidad en plantas
acuaticas pueden no ser detectados en los
muestreos efectuados, y que la sensibilidad
de la especie podria obedecer también a
la toxicidad de los surfactantes presentes
en el formulado ensayado (toxicidad que
es aun mayor en pH alcalinos). Si bien en
el marbete del formulado aplicado no se
detallan los coadyuvantes que lo componen,
esta apreciacion podria resultar valida para
el presente trabajo, ya que el pH determinado
en el cuerpo de agua a lo largo del ensayo fue
8.6+0.4. En otra investigacion sobre los efectos
del glifosato en organismos acuaticos, Ronco
(2010) detectd una contribucion mayor a la
toxicidad del principio activo dado por la
toxicidad de POEA. Este autor indica, ademas,
que la presencia de plaguicidas en el medio
muestra un comportamiento pulsatil, con
variable grado de disipacién en funciéon del
tipo de compuesto.

Como las concentraciones de glifosato en el
cuerpo de agua resultaron inferiores al limite
de deteccidn, los efectos observados sobre BF y
CTCde L. gibba en T3 y T4 podrian responder
al escurrimiento de otros agroquimicos que
se usan habitualmente en el 4rea agricola de
aporte al cuerpo de agua, y que no fueron
analizados. Primost et al. (2017) midieron
concentraciones de glifosato en agua total y en
material en suspension en aguas superficiales
de Urdinarrain (Entre Rios). Estos autores
detectaron concentraciones de 0.73+0.65 pg/L
de glifosato en agua, y cuando separaron la
fraccion particulada en las mismas muestras
obtuvieron concentraciones de 1126+423
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ug/L. Esto explicaria que no se hayan podido
cuantificar concentraciones de glifosato, ya
que en este trabajo no se analiz6 la fraccion
asociada a particulas.

Ensayo en condiciones de laboratorio

En condiciones de laboratorio, la inhibicién
en la elongacién de las raices resultd el
principal efecto fitotdéxico observado en
los individuos de L. gibba expuestos al
formulado de glifosato (Figura 2). A los 15
dias de exposicion se verificd una reducciéon
significativa (P<0.05) en la longitud radical
a partir de 0.2 mg/L, con relacién al testigo
(Figura 3). Si bien el NOEL (nivel de efecto
no observado) establecido por la EPA (2007)
para esta especie es entre 1400 y 1800 ug/L
para 14 dias, la toxicidad se evidencié con
mayor intensidad a concentraciones de 7.5
y 15 mg/L del herbicida, y se detectaron
inhibiciones de 85 y 98.6%, respectivamente.
Sobrero et al. (2007) observaron una inhibicion
en la elongacion de las raices de L. gibba por
efecto de la exposicion a Roundup® Max, y
verificaron una inhibicién significativa a 7.5
mg/L de principio activo a partir del tercer
dia de exposicion.

Respecto al numero de frondes y TM, no
se observaron diferencias significativas
para la interaccion tiempo y concentracion

11.5.
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Cencentracidn de formulade (mg L-1)

125 575 15

Figura 2. Efecto de las aplicaciones del formulado de
glifosato sobre la longitud de raices de Lemna gibba, a 15
dias de exposicién. Letras distintas indican diferencias
significativas (LSD Fisher P<0.05). Las barras indican
un desvio estdndar.

Figure 2. Effect of formulated glyphosate applications on
the root length of Lemna gibba. Different letters indicate
significant differences (LSD Fisher P <0.05). Error bars
indicate one standard deviation.
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Figura 3. Efecto de las aplicaciones
del formulado de glifosato sobre el
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gibba, segiin concentracién y tiempo
de exposicion.

Figure 3. Effect of formulated
glyphosate applications on the
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de glifosato. El efecto de las diferentes
concentraciones de glifosato sobre las curvas
de crecimiento poblacional de L. gibba durante
los 15 dias de exposicion se observan en la
Figura 3. Para todas las concentraciones
evaluadas, el crecimiento poblacional de la
especie siguié un modelo exponencial, con
valores de R? que oscilaron entre 0.96 y 0.99, y
pendientes estadisticamente similares (P<0.05)
entre tratamientos (Tabla 1).

Si bien no se observaron diferencias
significativas en TM por exposicion a
diferentes concentraciones del herbicida,
durante los 15 dias de duracién del ensayo se
evidencian tendencias a que los efectos sean
de mayor magnitud sobre la TM a 7.5y 15
mg/L del herbicida y durante los primeros dias
de exposicién, en relacion al testigo (Tabla 2,
Figura 4). Cooley and Foy (1986) observaron
un efecto de inhibicién del crecimiento de L.
gibba por accion del glifosato, lo que indica que

14 population growth of Lemna gibba,

according to concentration and
exposure time.

12

10* M redujeron el crecimiento de la especie
a casi un tercio del crecimiento registrado en
los controles no tratados, mientras que 10° M
no tuvo ningun efecto. A 7.5 mg/L, la mayor
sensibilidad se observo a los dos dias de
exposicion, con una inhibicion de 35.7% en la
TM y una reduccién progresiva y recuperacion
total a los 15 dias. A 15 mg/L del formulado
de glifosato, el porcentaje de inhibicion en la
TM durante el tiempo de exposicion posee
un patrén de variacion diferente. En esta
concentracion, la inhibicién en la TM alcanzd
7% alos dos dias de exposicion y 25% desde
los cuatro hasta los nueve dias. Hacia los 15
dias se determino una recuperacion en la TM
(Figura 4).

Martin et al. (2003) afirman que a bajas
concentraciones del ingrediente activo del
Roundup® Max, los efectos sobre la TM son
mas severos a los tres dias de exposicién y que
se observa una recuperacion del dafio a los 7

Tabla 1. Ecuaciones correspondientes a las curvas de crecimiento poblacional de Lemna gibba, segtin concentracion
de glifosato durante 15 dfas de exposicién. Variable y = ntimero de frondes; variable x = tiempo de exposicién al

herbicida (dias).

Table 1. Equations corresponding to Lemna gibba population growth curves, according to glyphosate concentration
during 15 days of exposure. Variable y = number of fronds; variable x = exposure time to herbicide (days).

Concentracion de Curva de regresion R= Linealizacion Rz

glifosato (mg/L) (exponencial)
0 y=1084e009x 0996 ¥y=009x+238 098
02 y=1037 &0 10x 0997 ¥=0.10x+234 098
05 ¥=10.99£0.09x 0997 y=009x+240 038
1.0 y=1020e010x 0998 y=010x+232 098
25 y=1136e0.10x 0.986 ¥=010x+243 098
50 y=11962009x 05991 y=009x+248 099
7.5 y=928e010x 0999 ¥=0.10x+2.23 095
15 ¥=T786e20.12x 0964 y»=0.12x+206 0.85
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Tabla 2. Efecto de las aplicaciones del formulado de
glifosato sobre la tasa de multiplicacion (1000 F/dia)
de Lemna gibba, segin concentracién y tiempo de
exposicion.
Table 2. Effect of formulated glyphosate applications on
the growth rate (1000 F/dia) de Lemna gibba, according to
concentration and exposure time.
Tasa de multiplicacion (1000 F/dia)
Concentracion de formulado de
glifosato (mg/L)
Tiempo de 0 02 05 1.0 25 50
exposicion (dias)

7.5 15.0

42 47 56 39 57 55 27 39

4 45 48 52 44 44 53 36 33
7 45 47 45 42 55 51 40 33
9 43 43 42 44 53 49 39 32
12 43 45 40 45 49 45 39 41
15 40 43 39 42 47 43 41 44
40 -
s LY --M--75mglL-1
o \
S 30 4 N —e— 15mgL-1
s 20
o
o
g1
22
e
Z 0 .
5
-10 -

Tiempo de exposicion (dias)

Figura 4. Inhibicién en la tasa de multiplicacién de Lemna
gibba por efecto de la concentraciéon del formulado de
glifosato (7.5 y 15 mg/L) y tiempo de exposicién en
relacién al control.

Figure 4. Inhibition of the growth rate of Lemna gibba
by the formulated glyphosate concentration (7.5 and 15
mg/L) and exposure time.

dias, posiblemente debido a la disminucion
de principio activo en el medio (70% de
reduccion a las 24 h). En este trabajo, si bien
en cada tratamiento hubo una reduccion de
la concentraciéon de glifosato al finalizar el
ensayo (15 dias), la reduccién varié entre
4 y 14%. La méaxima reduccién fue de 1.2
mg/L (T7). Goldsborough and Beck (1989)
afirman que las principales formas de
pérdida de glifosato en la columna de agua
se deben a la adsorcién por el sedimento y a
la biodegradacion. Las caracteristicas de este
ensayo no permiten identificar la causa de la
reduccion de la concentraciéon de glifosato
en agua. Para atribuirlo a absorcién por L.
gibba deberia haberse realizado un analisis
de tejido.

Estudios desarrollados por Sobrero et al.
(2007) en los que se evalua la fitotoxicidad
del herbicida Roundup® Max sobre L. gibba,
indican efecto sobre el crecimiento poblacional
de concentraciones mayores a 1 mg/L de
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glifosato (tanto de p.a. como de formulado)
durante 10 dias de exposicion. Estos autores
observaron un efecto negativo altamente
significativo sobre la produccion de nuevas
frondes a partir de 7.5 mg/L de principio
activo, determinando curvas de crecimiento
lineales. Para el caso del principio activo,
para concentraciones de 7.5 y 15 mg/L, la
inhibicién registrada por estos autores en la
TM permanece constante a partir del quinto
dia de exposicion.

En nuestro estudio, los valores de CTC
registrados a los 15 dias de exposicion al
formulado de glifosato oscilaron entre 9.7
mg/g (T1) y 22.9 mg/g (T8). Si bien no pudo
detectarse efecto significativo (P<0.05) del
herbicida sobre el CTC, se observo marcada
clorosis sobre los individuos expuestos a
concentraciones de 15 mg/L. Este efecto se
verificd principalmente en frondes jovenes
y fue muy marcado respecto a las frondes
madres, lo cual, sumado a la reduccién en el
numero y el tamafio de las frondes nuevas,
podria interferir en la cuantificacion del CTC
al causar una subestimacion del efecto del
formulado de glifosato sobre esta variable.
Sobrero et al. (2007) observaron clorosis en
L. gibba a partir de los dos dias de exposicién
a 7.5 mg p.a./L y concentraciones mayores,
como principio activo y formulado comercial,
respectivamente; los efectos se incrementaron
con el tiempo de exposicion. A1y 7.5mgp.a./L
de Roundup (dos dias), los autores registraron
exaltacion en el CTC, y una reversion de esta
respuesta a mayor tiempo de ensayo. A los
7 dias de exposicion a 1 mg/L de glifosato
como p.a. (CEA), la reduccion del CTC de la
poblacion resulté significativa (23%), y no fue
asi para la misma concentracion del formulado
Roundup.

El mecanismo de accion del glifosato es
por medio de la inhibicién de la biosintesis
de aminodacidos aromaticos en las plantas
(triptofano, fenilalanina y tirosina) al inhibir
la enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato-
sintetasa (EPSPS). Esto reduce la produccion
de proteina y el desarrollo de la planta (Eslava
et al. 2007). Por otra parte, afecta la sintesis de
clorofilas y carotenos, ademas de la actividad
de enzimas relacionadas, lo cual inhibe la
fotosintesis.

En la provincia de Entre Rios se ha
identificado un total de 59 embalses de agua
superficial para riego. Estos embalses cubren
una superficie de ~9400 ha, sin considerar
aquellos de menor tamano, que suelen ser
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destinados al consumo animal (Carfiel et
al. 2006). En estos embalses, las pendientes
pronunciadas se aprovechan para captar
agua para distintos usos, y constituyen areas
de descarga de napas freaticas. El valor
ambiental que presentan estos cuerpos de
agua es significativo, principalmente por
la provision de habitats esenciales para la
conservacion de diversos grupos de especies
vegetales y animales, por lo que es relevante
preservar su calidad. Por esta razon es
preocupante el arrastre de agroquimicos
hacia esos reservorios de biodiversidad.
La Subsecretaria de Recursos Hidricos de
Argentina publico en el afio 2003 los niveles
guias de calidad de agua ambiente en relacion
al glifosato; a la proteccion de la biota acuatica
le corresponde un valor crénico final de 240
pg/L. En coincidencia con este valor, en
condiciones de laboratorio se observaron
efectos fitotxicos sobre L. gibba a partir de
concentraciones de 0.2 mg/L.

Los resultados obtenidos en este trabajo
presentan controversia. En condiciones
de campo, la inhibicién significativa de la
biomasa por fronde y del contenido total de
clorofila de L. gibba luego de la aplicacion
del herbicida en el lote agricola asociado y
del evento de precipitacién no se pudieron
asociar a concentraciones de glifosato en el
cuerpo de agua, mientras que en laboratorio,
concentraciones crecientes de glifosato
generaron efectos fitotoxicos sobre la longitud
de raiz.

CONCLUSIONES

Este trabajo evalta la fitotoxicidad del
formulado comercial de glifosato Sulfosato
Touchdown® sobre la especie no blanco
Lemna gibba L. en condiciones controladas
de laboratorio y en un estudio observacional
de campo. En laboratorio, dosis crecientes de
glifosato y superiores al nivel guia parala vida
acuatica, afectan principalmente el crecimiento
radical de la especie evaluada.

Estos resultados contribuyen con el
diagndstico de riesgo de contaminacion por
herbicidas en agroecosistemas. Sin embargo, la
investigacion de contaminantes en el ambiente
bajo produccién agricola es compleja y los
resultados obtenidos no son concluyentes.
Esto indica la necesidad de profundizar los
estudios, de explorar otras variables para
caracterizar la fitotoxicidad y de mejorar la
precision en la deteccion analitica en fracciones
disueltasy particuladas para dilucidar efectos a
exposiciones de glifosato y otros agroquimicos
en condiciones de campo.
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