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RESUMEN

El objetivo fue evaluar el efecto de la residualidad del glifosato y el acido aminometilfosfonico
(AMPA) sobre la dinamica temporal de variables biolégicas en suelos Vertisol (V) y Molisol (M) de Entre
Rios. Para cada tipo de suelo se trabaj6é con dos secuencias de cultivos: soja continua (pobre practica de
manejo: P) y Trigo/Soja-Maiz (buena practica de manejo: B). Los tratamientos estuvieron definidos por el
tipo de suelo, practica de manejo y aplicacion de glifosato (Gli). Las variables evaluadas fueron: residua-
lidad de Gli. y AMPA, C de biomasa microbiana (CBM), actividad respiratoria (AR), cociente metabélico
(qCO0,), hidrolisis del diacetato de fluoresceina (FDA), capacidad de aporte de N del suelo (PMN-IA) y
proporcion de hongos y bacterias. En B, las mejores condiciones fisico quimicas favorecieron una mas
rapida degradacion del herbicida. A los 2 dias se degradé cerca del 60% con una mayor proporcion de
bacterias presentes en el suelo. En suelos P, los contenidos residuales de Gli. estuvieron entre el 40 y 50%
del Gli. inicial. A los 28 dias, qued6 solamente entre el 3% y el 4% del Gli. inicial, excepto para V con P
donde se encontré la mayor residualidad (12%) asociada a los menores contenidos de microorganismos
que lo degradaron y a los contenidos de arcillas que adsorbieron el compuesto. A los 2, dias se encontro
un efecto inmediato inhibitorio sobre AR y CBM. En M, hubo mayores contenidos de foésforo disponible,
lo cual propicié una mayor liberacion de Gli. para ser degradado por los microorganismos y generé mas
residualidad de AMPA. A los 28 dias, el CBM no mostré efectos del herbicida.

Palabras clave: variables biolégicas; residualidad de glifosato; suelos vertisoles; buenas practicas de
manejo del suelo.
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1. Introducciéon

La aplicacion de glifosato (Gli.) ha aumentado en los Ultimos afios debido a la intensificacion de las
secuencias de cultivos y a la utilizacién de cultivos resistentes a este herbicida. En la provincia de Entre
Rios, el 90% de soja cultivada es de tipo RR (genéticamente modificada y resistente al herbicida) y algu-
nos maices también poseen esta caracteristica, lo cual ha incrementado la utilizacién de las dosis tota-
les por afio y la frecuencia de las aplicaciones. Las rotaciones agricolas mas empleadas en la provincia
bajo el sistema de siembra directa utilizan en promedio 8 o mas litros de Gli. ha afio™.

El Gli. es un herbicida de amplio espectro, no selectivo, post emergente, ampliamente utilizado en
agricultura. Tiene una relativamente rapida degradacién, con una vida media que va desde dias a meses,
lo cual es ventajoso teniendo en cuenta la contaminaciéon ambiental, especialmente en la solucién del
suelo y cursos de agua. Para evaluar el impacto de los pesticidas en el ambientey, en particular, su riesgo
en los suelos, se han empleado mediciones fisicas y quimicas; pero, hoy en dia, el monitoreo biolégico
esta siendo cada vez mas importante (Ramirez-Fuente y Trujillo-Tapia, 2012). EL analisis quimico da una
medida especifica del contaminante (concentracién), mientras que las técnicas geofisicas proporcionan
informacioén sobre los cambios en las caracteristicas fisicas del suelo. Por otra parte, el enfoque biolégi-
co in vivo (monitoreo en las plantas superiores o en las lombrices de tierra) y modelos in vitro (células
animales y bacterias) se han utilizado como indicadores de contaminacion del suelo (Colombo et al,
2013).

La degradacién del Gli. en el suelo depende principalmente de la actividad microbiana y enzimas
intra y extracelulares. Las dos principales vias identificadas son: el enlace C-P, que puede ser atacado por
enzimas ligasas, que estan relativamente extendidas entre las bacterias y liberan sarcosina y fosfatos
(PO,); y en la segunda via de degradacion, la enzima oxidasa rompe el enlace C-N y libera acido amino-
metilfosfonico (AMPA), que conserva el enlace C-P y glioxilato. Todos los productos de la degradacion
pueden ser utilizados por bacterias como fuente Cy energia (La Cecilia y Maggi, 2018), aunque la degra-
dacion de dichos compuestos puede realizarse a tasas mas lentas. Wiren-Lehr et al. (1997) mencionan
que las tasas de mineralizacion del Gli. estan relacionadas tanto a la actividad como a la masa de mi-
croorganismos, lo cual determina su permanencia en el suelo.

Los microorganismos estan vinculados a muchas funciones que tienen una importancia directa en
la produccién y sustentabilidad agricola, como por ejemplo, la intervencién en los ciclos biogeoqui-
micos de nutrientes, mineralizacion de restos organicos, inmovilizacion y solubilizacién de minerales,
degradacion de xenobiéticos, entre otros. En relacion a esto, las variables bioldgicas, son mas sensibles
y responden mejor al efecto de algunas practicas de manejo (Biederbeck et al., 2005; Benintende et al,,
2005). Los agroquimicos pueden afectar la dinamica de las poblaciones microbianas del suelo y, por
consiguiente, las funciones que los mismos tienen. Sin embargo, dichas comunidades microbianas res-
ponden de manera diferente a la presencia de multiples fitosanitarios; esto puede alterar la abundancia
y el metabolismo de los microorganismos (Barros et al., 2010). La aplicacion de herbicidas puede inhibir
(debido a sus toxicidades) o estimular a los microorganismos del suelo cuando éstos los pueden utilizar
como fuente de nutrientes (Mahia et al., 2008).

Entre las variables biolégicas que podemos evaluar estan: la actividad respiratoria (AR), que es uno
de los principales metabolismos microbianos que ocurren en el suelo y un indicador sensible a diferentes
condiciones de manejo y uso agricola; el carbono y nitrégeno de la biomasa microbiana (CBM y NBM),
cuyos métodos de medicién estan lo suficientemente probados como para incluirlos entre los indices de
rutina en la determinacion de calidad de suelos (Turco et al., 1994). También estan aquellas variables re-
lacionadas a la mineralizacion de nutrientes, como es el potencial de mineralizacion de N de los suelos
por incubaciones anaerébicas (PMN-IA) a partir del método de Incubaciones Anaerdébicas (IA) propuesto
por Waring y Bremner (1964), y que fueron estudiadas por Echeverria et al. (2000), Bollero (2000), Calvifio
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y Echeverria (2003) y Benintende et al. (2005) como indicadoras de calidad biolégica del suelo. En gene-
ral, las variables biolégicas anteriormente mencionadas estan relacionadas directamente a procesos de
mineralizacion e intensidad de flujos de energia. Anderson (2010) plantea que cualquier impacto que
afecta a los miembros de la comunidad microbiana deberia detectarse a nivel de comunidad a través de
un cambio de una actividad particular. El cociente metabolico qCO, es uno de los indicadores que surge
a partir de la actividad respiratoria realizada por los microorganismos en relacién a la masa microbiana
total por unidad de tiempo. Bittencourt Barreto et al. (2008) afirma que el gCO, puede ser utilizado para
evaluar efectos ambientales y antropogénicos sobre la actividad de la biomasa microbiana.

Diversos estudios muestran que la aplicacién de Gli. en las rotaciones agricolas afecta la dinamica
de las poblaciones microbianas, con consecuencias posteriores en la sustentabilidad de los sistemas
agropecuarios. Los efectos pueden ser minimos, transitorios o constantes en el tiempo de acuerdo a la
historia de aplicacién del herbicida. En condiciones de campo, si bien algunos estudios han descripto
efectos pequefios o nulos del Gli. sobre la actividad microbiana (Ferreira et al., 2006), otros han encontra-
do efectos considerables. Asi, Wardle y Parkinson (1990) observaron que la presencia de Gli. en el suelo
se relacion6 con incrementos temporales de poblaciones bacterianas con su concomitante aumento
de actividad. Nakatani et al. (2014) no encontré diferencias significativas sobre el NBM, pero el CBM
aumentoé hasta un 24% en los suelos con aplicacion de herbicidas convencionales (sojas no resistentes a
glifosato) en comparacion con aquellos donde se utilizé el Gli. (soja RR).

Diversos autores mencionan que la susceptibilidad a la degradaciéon microbiana del Gli. esta muy
relacionada a la textura del suelo. Lerch et al. (2008) mencionan que, para reducir el impacto ambiental
de los agroquimicos, es esencial entender los mecanismos que afectan la adsorcién y degradacién de
los mismos. La formacién de residuos no extractables, que resultan de una captura irreversible por un
establecimiento quimico y/o secuestro fisico del agroquimico y sus metabolitos en la matriz 6rgano-
mineral del suelo, es el mayor impedimento para su completa degradacion por los microorganismos. Asi,
el tiempo de residencia de este compuesto en el suelo esta determinado en funcién de su retencién en
el mismo, y esta afectada por la composicién mineralégica del suelo (6xidos y arcillas). Los fendmenos
de adsorcion-desorcién también son claves en estos procesos, poniendo mas o menos disponibles los
compuestos para ser utilizados por los microorganismos. La velocidad de degradacién serd menor si
la adsorcién es muy intensa, ya que el compuesto estara menos disponible y, por consiguiente, su vida
media aumentara. El tiempo de permanencia de este herbicida en el suelo ocurre en funcién de su de-
gradacién microbiana, pero también de su retencion en el mismo, lo cual esta directamente asociado a
la composicion mineralogica del suelo (6xidos y arcillas), los contenidos de materia organica, capacidad
de intercambio catiénico, espacio poroso y distribucion del tamafio de poros y el pH del suelo (Informe
INTA, 2015). EL primer proceso que se produce cuando el herbicida llega al suelo es la adsorcién, deter-
minada por la composicién mineralégica del mismo, seguida de una distribucion del compuesto quimico
entre la fase adsorbida y la solucién del suelo hasta alcanzar un equilibrio. Si disminuye la concentra-
cion en la solucion del suelo, el Gli. podria desorberse para restituir dicho equilibrio (Maitre et al., 2008).

La actividad agricola de la provincia de Entre Rios se desarrolla principalmente sobre suelos Moliso-
les y Vertisoles. Estos Gltimos estan caracterizados por un alto contenido de arcillas motmorilloniticas,
las cuales tienen elevada area superficial y, por lo tanto, tendrian mayor afinidad por el Gli. o el AMPA, lo
cual los dejaria menos disponibles para ser degradados por los microorganismos del suelo. En estudios
realizados en suelos Vertisoles de la provincia, Primost et al. (2012) encontraron que el Gli. en el suelo
se degradé principalmente a AMPA, y que una fracciéon importante puede persistir entre aplicaciones.
Ademas, ambos compuestos mostraron afinidad con la matriz del suelo, por lo que al ingresar a los
cuerpos de agua permanecen mayoritariamente asociados al material en suspensién y pasan luego a
formar parte del sedimento de fondo. Sin embargo, hay pocas investigaciones que muestren resultados
de la degradabilidad de este herbicida en suelos agricolas con estas caracteristicas vérticas. Gomez et

Ciencia DocenciayTecnologia-Suplemento | N°14 | AdoXIll | 2023 | 539



Sterren Maria Alejandra, Benintende Silvia | Estudio de la aplicacion del herbicida glifosato en suelos agricolas de Entre Rios: ...

al. (2009) mencionan que la composicién mineralégica de los principales suelos de la pampa himeda
argentina, donde hay altos contenidos de arcilla, podrian contribuir a la adsorcion de glifosato en la
matriz del suelo, con lo cual disminuiria su degradacion.

Dos Santos Afonso (2010) encontro en suelos de Santa Cruz que la secuencia de adsorcién de glifosa-
to para las distintas arcillas fue: geotita > caolinita > illita > montmorillonita, y que dicha adsorcion afec-
t6 su persistencia en el suelo, siendo el grado de complejizacion dependiente de la concentracion y del
pH de la suspensién. Por lo tanto, la residualidad de este herbicida y/o sus metabolitos afectarian algu-
nas de las actividades microbianas de mineralizacién, inmovilizacion, respiracion, etc. que se realizan en
el suelo. Quinchiguano Haro (2012) menciona que las arcillas tienen una alta Capacidad de Intercambio
Cationico (CIC), poco dependiente del pH, y posee una gran capacidad de adsorcién de Gli, mas ain en
presencia de iones de hierro y aluminio. También la materia organica, estudiada en forma aislada de las
arcillas, podria adsorber igual cantidad de Gli. que las arcillas, dependiendo de su estructura quimicay
tamafio molecular. Sin embargo, al estudiar su efecto en conjunto con las arcillas, se ha establecido que
la materia organica tiene menor influencia que las arcillas en la inactivacién del Gli.

En estudios previos sobre suelos de Entre Rios, Sterren et al. (2016) encontraron mayor residualidad
de Gli. en el suelo Vertisol en comparacién con un suelo Molisol, y la actividad respiratoria ARy el C de
la Biomasa Microbiana (CBM) aumentaron a partir de los 2 dias y de los 28 dias posteriores a la aplica-
cion, posiblemente debido a que los microorganismos ya tenian el sistema enzimatico para degradarlo
y utilizarlo como fuente carbonada y de nutrientes. Araujo et al. (2003) y Panettieri et al. (2013) encon-
traron que con dosis recomendadas de Gli. se estimulé la actividad de la FDA y la beta-glucosidasa,
respectivamente. Sin embargo, Dennis et al. (2018) no encontraron efecto sobre la diversidad y funcion
de bacterias, archaeas y nematodos con aplicaciones Unicas de glifosato, glufosinato, paraquat y para-
quat-diquat en dosis recomendadas.

Los efectos del Gli. sobre la actividad microbiana pueden diferir entre los suelos (Dennis et al., 2018).
Es asi que la degradacion de los agroquimicos depende tanto de las propiedades intrinsecas de los
mismos (por ejemplo, adsorcion, solubilidad y persistencia) como de otros factores, tales como las pro-
piedades fisico-quimicas y biolégicas del suelo -por ejemplo, contenido organico, humedad, biomasa,
conectividad de poros y pH- (Holland, 2004). EL manejo de los suelos impacta sobre las caracteristicas
fisico-quimicas, factores importantes a evaluar cuando se aplican agroquimicos, ya que pueden afectar
la sorcion del compuesto y asi el transporte y el destino del mismo. En este sentido, se podria pensar que
mayores contenidos de materia organica, mejores condiciones de estructuracién, humedad, porosidad,
etc. provocarian un aumento de las poblaciones microbianas, cuyas actividades degradativas darian
como resultado una menor residualidad en el suelo.

En Entre Rios, se han realizado estudios sobre el impacto de Gli. en la biota del suelo después de
varios dias de aplicacion del herbicida; sin embargo, no se conocen estudios que muestren el efecto
inmediato y durante las primeras horas de su aplicacion en suelos con diferentes practicas de manejo.

La hipotesis que se plantea en esta investigacion es que las poblaciones microbianas del suelo va-
rian temporalmente por efecto de la aplicacién de Gli, lo que se refleja en variables biolégicas como
las que miden su masa, actividad y proporciones de los grupos microbianos que componen la biota del
suelo. Ademas, la residualidad del agroquimico y/o su principal metabolito AMPA se ve afectada por la
formacion de complejos arcilla-glifosato/arcilla-AMPA, lo que es mayor en suelos Vertisoles. Esto afecta
diferencialmente la actividad, la biomasa y las proporciones de los grupos microbianos involucrados en
su degradabilidad.
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2. Objetivos

Objetivo general
« Evaluar el efecto de la aplicacion del herbicida glifosato sobre variables microbiolégicas en
suelos Vertisoles y Molisoles de la provincia de Entre Rios.

Objetivos especificos
« Evaluar la variacion temporal de las variables microbiolégicas en suelos con aplicacién de
glifosato en condiciones de laboratorio.
« Analizar en el tiempo la dinamica de las variables microbiolégicas del suelo en condiciones
de campo en suelos agricolas con aplicacion de glifosato.
« Relacionar los contenidos de arcilla de los suelos con los tiempos de residualidad de glifosato
y su metabolito acido aminometilfosfénico (AMPA), y su efecto sobre la biota del suelo.

3. Metodologia

3.1. Muestreo de suelos

Se seleccionaron areas de suelo homogéneas correspondientes a los dos 6rdenes mas importantes
de la provincia de Entre Rios: Molisol -Argiudol acuico, Serie Tezanos Pintos- y Vertisol -Cromuderte
argico, Serie Febré- (Soil Survey Staff 2010). La ubicacion del area de muestreo para el suelo Molisol fue
31°51'45.04" S, 60°38'45.80” O y para el suelo Vertisol fue 31°49'59.53"S - 60°32'40.08"0 (Figura 1).

Figura 1. Ubicacion de las areas de muestreo: a) Ubicacion geografica de los ensayos; b) Lotes con los ensayos: serie
de suelos y coordenadas.

Los contenidos de arcilla montmorillonita fueron de 27,60 % y 40,2% arcilla respectivamente (Plan Mapa
de Suelos 1991).
Las rotaciones de cultivos en cada uno de los lotes se muestran en la Tabla 1.
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Campana/ 07/08 08/09 09/10 10/11 17/12 12/13
Suelo
Molisol Trigo/soja Girasol Sojal® Sojal® Trigo/Soja Girasol
Vertisol Maiz Sojal® Trigo/Soja Maiz Sojal® Trigo/Soja

Ambos ensayos presentan historia con aplicacion de Gli. durante el barbecho y durante el desarrollo del ciclo del
cultivo para aquellos resistentes a este herbicida (soja y maiz).

3.2. Sitios preseleccionados

En ambos suelos, se seleccionaron dos tipos de manejos: uno con buena practica de manejo en la ro-
tacion de cultivos (B), que implica una secuencia trigo/soja-maiz (menos degradado y mas sustentable)
y uno con pobre practica de manejo en la rotacién de cultivos (P), que implica una secuencia de soja
continua (suelo degradado y menos sustentable), seglin se observa en las Figuras 2 y 3. Estas dos condi-
ciones fueron muestreadas en cada tipo de suelo con la finalidad de evaluar el efecto de la aplicacién
del herbicida en dos practicas de manejo donde el suelo presenta caracteristicas fisico-quimicas dife-
rentes que también podrian influir en la degradacion del herbicida por parte de los microorganismos.

Figura 2. Lotes con secuencia trigo/soja-maiz (buena practica de manejo: B)

Figura 3. Lotes con soja continua (pobre practica de manejo: P).

La caracterizacion de los lotes es la que se muestra a continuacién en la Tabla 2:

Tabla 2. Caracterizacion inicial de los sitios evaluados a 2,5 cm. de profundidad.

Tratamientos Corg Ntot. P Humedad
(%) (%) (mg kgss?) (%)
MB 7,04 0,331 64,4 11,8
MP 6,23 0,337 84,0 113
VB 5,65 0,294 435 10,5
VP 3,63 0,211 371 12,7

MB: suelo Molisol con buena practica de manejo; MP: suelo Molisol con pobre practica de manejo; VB: suelo Vertisol
con buena practica de manejo; VP: suelo Vertisol con pobre practica de manejo.
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3.3. Muestreo de suelos

El muestreo de suelos consistié en tomar muestras entre las lineas de cultivos, a una profundidad de
2,5 cm. (Figura 4). Cada muestra estuvo compuesta por 20 submuestras. La manipulacién y el almacena-
miento de las muestras sigui6 la guia general para tratamiento de muestras de suelo para evaluaciones
biolégicas de calidad de suelos (ISO 1993).

Figura 4. Metodologia y equipamiento utilizado para el muestreo de suelos a una profundidad de 0-2,5 cm.

3.4. Tratamientos e incubacion de las muestras de suelos

Los tratamientos realizados fueron: suelo con y sin aplicacion de glifosato: Vertisol Control (VC), Ver-
tisol con Gli. (VG), Molisol Control (MC) y Molisol con Gli. (MG).

Los tratamientos con aplicacion de Gli. se realizaron a partir de una formulacién comercial de isopro-
pilamonio al 48% PV de la sal isopropilamina de N-fosfonometil glicina (35.6% PV de equivalente acido).
La dosis de principio activo al inicio de la incubacion de las muestras fue de 2,14 L/ha. Para ello se tuvo
en cuenta la densidad aparente de cada tipo de suelo (Molisol 1.25 Tn/m?3, Vertisol 1.1 Tn/m?y una pro-
fundidad de penetracién en la capa arable de 5 cm, a fin de calcular el volumen a aplicar en cada caso.
La aplicacion de Gli. se hizo por pulverizacion y se diluyé en agua destilada para mejorar la distribucién
del herbicida en el suelo. La misma cantidad de agua fue asperjada para todos los tratamientos.

Para los ensayos de laboratorio se colocaron 250 g de suelo homogenizado manualmente en reci-
pientes plasticos tapados herméticamente, con pequefias perforaciones que permitieron el intercambio
gaseoso. En el interior se introdujo un vaso con agua destilada para mantener la humedad atmosférica.
Las muestras se incubaron en estufa a 25 °C por triplicado para cada tratamiento y periodo de muestreo,
totalizando 36 muestras que fueron evaluadas por separado. Los muestreos se realizaron al inicio, a los 2
dias y a los 28 dias posteriores a la aplicaciéon del herbicida.

3.5. Determinaciones de laboratorio

Actividad Respiratoria (AR)

Se determina por la medicion de las condiciones hipobaricas ocasionadas en la atmoésfera de un
recipiente cerrado por el consumo de O, por respiracion de organismos del suelo. EL CO, producido se
absorbe en un alcali de manera de evitar la interferencia que puede hacer este gas en la medicién de
presion. Para esta medicion se emplea equipo Oxitop OC110, que brinda resultados de miligramos de
O, consumido. Por medio de calculos, se transforma esta medicion a contenido de C-CO, (DIN 19737).

Carbono de la Biomasa Microbiana (CBM)

EL CBM se determina por la técnica de fumigacion-extraccién (Vance et al., 1987; 1ISO 1997). La deter-
minacion incluye una fumigacion de las muestras con cloroformo y una posterior extraccion con sulfato
de potasio con la posterior determinacion del C mediante oxidaciéon por combustién catalitica en anali-
zador de C organico total (con analizador TOC-L Shimadzu).
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Cociente metabdlico (qCO2)
Es la cantidad de CO, respirado por unidad de masa microbiana en un determinado tiempo. Se calcula
haciendo la relacion entre la respiracion y el CBM, y se expresa en ugC-CO, ug de CBM/h (Anderson 2004).

Capacidad de aporte de N del suelo (PMN-IA)

La determinacién del N mineralizado en incubaciones anaerobicas (Waring y Bremmer, 1964) (PMN-
IA) consiste en una incubacién en condiciones anaerébicas durante 7 dias y posterior determinacién del
N mineralizado por destilacion con 6xido de Mg.

Las variables AR, CBM, qCO, y PMN-IA se determinaron al inicio, a los 2 y a los 28 dias posteriores a
la aplicacion del herbicida.

Residualidad de glifosato y dcido aminometilfosforico (AMPA) en suelos

Se determind por cromatografia liquida y espectrometria de masas (realizado en el Laboratorio de
Analisis de Pesticidas, Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Secretaria de Agricultura, Gana-
deria, Pesca y Alimentos, Estacion Experimental Agropecuaria Balcarce). Los momentos de evaluacion
de residualidad de glifosato y AMPA fueron a los 2, 10 y 28 dias posteriores a la aplicacién del herbicida.

Andlisis estadistico

Para los trabajos realizados se hicieron diferentes analisis estadisticos. Con anterioridad, se analizé
la normalidad de las variables por el test de Shapiro Wilks. A aquellas que no presentaron normalidad
se las transformo6 hasta obtener la normalidad. En algunos trabajos se compararon los tratamientos
mediante una prueba de T para muestras independientes, para comparar los tratamientos control y Gli.
para cada uno de los suelos (p<0.005). La variable gCO, no present6 una distribucién normal, por lo que
para su estudio se la transformé aplicando Log10_gCO.. Se realiz6 un analisis factorial para estudiar los
efectos producidos por los factores: tipo de suelo, practica de manejo y aplicacion de Gli. y sus interac-
ciones para las variables AR, CBM, qCO, y FDA. Para aquellos casos donde se obtuvo interaccion positiva
de los factores se aplico, por separado segln suelo y manejo, una prueba T de Student para comparar
las medias. Se aplicé el paquete estadistico infostat (Di Renzo, 2013).

4. Resultados y discusién

A continuacion, se presentan los ensayos de laboratorio que se planificaron para responder a la hi-
potesis y objetivos planteados.

4.1. Residualidad de glifosato y acido aminometilfosfonico (AMPA) en suelos de Entre Rios y su efecto
sobre variables bioldgicas

La residualidad de Gli. y AMPA hasta los 28 dias posteriores a la aplicacién en el suelo Argiudol
acuico y Peluderte argico se muestran en el Grafico 1. La aparicion de AMPA en los suelos dependié de
la velocidad de mineralizacion del Gli. Se observé una mayor residualidad de Gli. en el tiempo en el
suelo Vertisol, lo cual pudo haberse debido al mayor porcentaje de arcillas en comparacién con el suelo
Molisol. Asimismo, se encontr6 que la residualidad de ambos compuestos disminuy6 a partir del dia de
aplicacion. Los informes realizados por la Universidad Nacional del Litoral (2010) y Aparicio et al. (2013)
mencionan que uno de los factores que mas afecta el tiempo de permanencia de las concentraciones de
Gli. y AMPA en el suelo son las caracteristicas fisico-quimicas de los mismos y la adsorcién sobre parti-
culas minerales, mas que los dias desde la aplicacién. Tejada (2009) encontré que la cantidad de Gli. en
la solucion del suelo fue mayor en suelos de textura arenosa que en suelos de textura arcillosa, debido
a la baja formacion de complejos arcilla-glifosato. Kloosterman et al. (2010), cuando trabajaron con pa-
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rametros de adsorcién de Gli., encontraron en suelos argiudoles tipicos del sudeste bonaerense (36% de
arcilla) una intensa adsorcion del Gli. a las particulas minerales de arcilla del suelo.

Grafico 1. Residualidad de glifosato y acido aminometilfosfénico (AMPA) en suelo Molisol y Vertisol.
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Contenido de glifosato (Gli.) y AMPA en suelo molisol a los dos dias de la aplicacién (Gli. M2 y AMPA
M2); a los 10 dias de la aplicacion (Gli.M10 y AMPA M10) y a los 28 dias de la aplicacion (Gli.M28 y AMPA
M28). Contenido de Glifosato y AMPA en suelo vertisol a los dos dias de la aplicacion (Gli.V2 y AMPA V2);
a los 10 dias de la aplicacién (Gli.v10 y AMPA V10) y a los 28 dias de aplicacion (Gli.V28 y AMPA V28).

La AR se utilizd como una medida de la poblacién global de los microorganismos del suelo. Se obser-
vO que a los 2 y 28 dias de incubadas las muestras (Grafico 2), la AR fue mayor en el suelo con aplicacion
de Gli. que en el suelo control para ambos tipos de suelos. En relacion a esto, el Gli. podria ser utilizado
como una fuente de sustrato carbonado facilmente disponible por parte de los microorganismos, lo cual
estimularia el metabolismo respiratorio. Abdul Jabbar et al. (2010) monitorearon la mineralizacién del
Gli. y AMPA en distintos tipos de suelos y encontraron una inmediata y rapida tasa de degradacion des-
pués de la aplicacién, y la ausencia de una fase de latencia, lo cual indicaria que la microflora del suelo
tendria el sistema enzimatico necesario para poder degradar estos compuestos. Bortoli et al. (2012)
y Hongsheng Liu (2013) citado por Araujo et al. (2003), cuando estudiaron las tasas de respiracién del
suelo con aplicacién de Gli., encontraron que en los suelos tratados hubo un aumento de la AR hasta el
dia 30 de incubacioén, y que los menores valores fueron observados a partir del dia 55, lo cual pudo estar
asociado a las cantidades de sustratos labiles.

Grafico 2. Actividad respiratoria acumulada en 7 dias en suelo Molisol y Vertisol con y sin aplicacion de glifosato.
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Suelo Molisol y Vertisol sin aplicacion de glifosato a los dos dias (MC2 y VC2) y a los 28 dias (MC28 y VC28) posteriores a la apli-
cacion. Suelo Molisol y Vertisol con aplicacion de glifosato a los dos dias (MG2 y VG2) y a los 28 dias (MG28 y VG28) posteriores a
la aplicacion.
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Con respecto a las diferencias en los contenidos de CBM entre suelos, las mismas no fueron significa-
tivas (p<0.005) a los 2 dias (p= 0.2693) ni a los 28 dias (p= 0.7441). Los contenidos de CBM fueron mayores
en los suelos con aplicacion de Gli. en comparacién con los controles, con diferencias significativas entre
tratamientos, a los 2 dias de aplicado el herbicida (p=0.0259 para Molisol y p=0.0328 para Vertisol) y a
los 28 dias solo en el suelo Vertisol (p=0.0042) (Grafico 3). Esto muestra que para la dosis utilizada no
hubo efecto germistatico del Gli. sobre la masa de microorganismos, y que el herbicida se pudo haber
utilizado como fuente de energia y de carbono para el protoplasma microbiano. Panettieri et al. (2013)
observaron que a los 18 dias posteriores a la aplicacion del Gli. se incrementaron los contenidos de CBM
con diferencias significativas en suelos con labranzas conservacionistas con y sin aplicacién de Gli. y sin
diferencias entre tratamientos a partir del dia 57.

La variable gCO, nos permite mostrar mejor el destino de la energia con respecto a la masa de mi-
croorganismos. Se observa que a los 2 dias los valores fueron mayores en los tratamientos con aplicacién
del herbicida, lo cual evidencié cambios en la fisiologia de los microorganismos, posiblemente debido a
que las poblaciones microbianas fueron alteradas en su metabolismo (mayor AR) por la incorporacién
del agroquimico (Grafico 3). Esto muestra su rapida degradacion y menor residualidad de compuestos
en los dias posteriores (Grafico 1). En el suelo Vertisol, el gCO, fue mayor con respecto al Molisol; esto
quizas se deba a un efecto asociado a una mayor residualidad. Estos incrementos de la variable también
fueron encontrados por Gomez et al. (2009) cuando trabajaron con dosis altas de Gli. (3,84 L ha* de prin-
cipio activo) y encontraron diferencias significativas con respecto al control, a los 4 dias de aplicado el
herbicida, y sin diferencias a los 45 dias de incubacion.

Grafico 3. Dinamica del Carbono de la Biomasa Microbiana y cociente metabdlico en suelo Molisol y Vertisol con y
sin aplicacion de glifosato.
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Carbono de la Biomasa Microbiana (CBM); cociente metabélico (qCO,). Suelo Molisol y Vertisol al inicio (Miy Vi), sin aplicacion de

glifosato a los dos dias (MC2 y VC2) y a los 28 dias (MC28 y VC28). Suelo Molisol y Vertisol con aplicacion de glifosato a los dos dias
(MG2y VG2)y a los 28 dias (MG28 y VG28) posteriores a la aplicacion.

A los 28 dias, los valores de gCO, disminuyeron para los tratamientos con Gli. con respecto al periodo
anterior, lo cual presupone una estabilizacién de las tasas de respiracién, explicable en relacién al tiem-
po de incubacion trascurrido desde la aplicacion del herbicida. En este periodo, el gCO, fue similar en
ambos suelos, pero en el suelo Vertisol estuvo asociado a mayores contenidos de CBM, lo cual puede te-
ner relacion con el tipo de microorganismo presente en el suelo. Bortoli et al. (2006) encontraron aumen-
tos significativos de la biomasa microbiana entre los dias 15 y 30 de incubacién, y también mencionaron
que algunos grupos taxonémicos fueron estimulados en desmedro de otros. Esta caracteristica presu-
pone cambios en las comunidades microbianas, y que quizas los hongos (con mayor masa microbiana
y menor AR) comenzaron a predominar en respuesta a cambios que afectan algunas de sus funciones.

El Potencial de Mineralizacién de Nitrogeno por Incubaciones Anaerdbicas (PMN-IA) también esta
asociado a los procesos metabolicos de los microorganismos en el suelo y en especial a la mineraliza-
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cion del N de compuestos organicos. En este trabajo, las diferencias entre tratamientos no fueron signi-
ficativas entre los suelos a los 2 (p=0.1373) ni a los 28 dias (0.9852) (Grafico 4). Sin embargo, fue mayor
en los suelos con aplicacion de Gli,; esto quizas estuvo asociado a las mayores actividades degradativas
(AR) encontradas en estos tratamientos. A los 2 dias de aplicado el herbicida, el PMN-IA mostré dife-
rencias significativas entre el MC2 y MG2 (p=0.0057) pero no hubo efecto entre VC2 y VG2 (p=0.1512).
A los 28 dias, la situacion se revirtio y el PMN-IA mostré diferencias solo entre VC28 y VG28 (p= 0.0221).
Probablemente se podrian analizar los contenidos de nitrégeno de la biomasa (NBM) para observar el
destino del N en los pools del suelo.

Grafico 4. Dinamica del Potencial de Mineralizacion de Nitrégeno por Incubaciones Anaerébicas (PMN-IA) en suelo
Molisol y Vertisol con y sin aplicacion de glifosato.
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Potencial de Mineralizacion de Nitrégeno por Incubaciones Anaerobicas (PMN-IA). Suelo Molisol y Vertisol al inicio
(Miy Vi), sin aplicacion de glifosato a los 2 dias (MC2 y VC2) y a los 28 dias (MC28 y VC28). Suelo Molisol y Vertisol
con aplicacion de glifosato a los 2 dias (MG2 y VG2) y a los 28 dias (MG28 y VG28) posteriores a la aplicacion.

4.1.1. Consideraciones finales del trabajo

La residualidad de Gli. hasta los 28 dias posteriores a la aplicacion fue mayor en el suelo Vertisol. En
general, podemos decir que no se encontraron diferencias significativas en la respuesta de los suelos Ver-
tisoly Molisol con aplicacion de Gli. para las variables evaluadas. La AR, CBM y PMN-IA se incrementaron
en aquellos suelos con aplicacién del herbicida, lo cual muestra que los microorganismos presentan un
sistema enzimatico capaz de degradar el herbicida y que se vieron estimulados en los primeros dias
luego de la aplicacion por una fuente de C labil susceptible de ser degradado. EL gCO, asociado al CBM
reflejé de mejor manera los cambios en la actividad metabélica de los microorganismos heterotroficos,
lo cual se asoci6 al destino y flujos de la energia que obtuvieron a partir de la degradacién del glifosato.

4.2. Efecto inmediato de la aplicacion de glifosato sobre los microorganismos del suelo en distintas
practicas de manejo
4.2.1. Residualidad de Glifosato y dcido aminometilfosfonico (AMPA)

Dos dias posteriores a la aplicacién, la concentracion residual de Gli. disminuy6 un 64% para el MBy
un 62% para el VB con respecto a la dosis inicial aplicada. En los dos tipos de suelos con pobres practicas
de manejo, la concentracién residual de Gli. fue mayor: disminuyé un 52% en el MP y un 44% en el VP.
Los contenidos de Gli. fueron de 3,76 pg kgss* para MB, 5,01 ug kgss? para MP, 4,31 pg kgss* VB y 6,34
ug kgss* para VP. La mayor cantidad de AMPA residual encontrada estuvo asociada a la menor cantidad
residual de Gli. (Grafico 5).
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Grafico 5. Cantidad residual de Glifosato (Gli.) y acido aminometilfosfonico (AMPA) a los 2 dias de la aplicacion en:
a) suelo Molisol con buena practica de manejo, b) suelo Molisol con pobre practica de manejo, c) suelo Vertisol con
buena practica de manejo (VB) y d) suelo Vertisol con pobre practica de manejo
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La aplicacion de Gli. fue analizada en funcién del efecto de cada tipo de suelo y practica de manejo,
sobre las variables AR, CBM, qCO, y FDA. Para indagar sobre la independencia de los factores implicados,
se trabajo con los resultados del analisis factorial. Los p-valores del ANOVA se muestran en la Tabla 3.

ppm

Tabla 3. Resultados del ANOVA (p-valor) del analisis factorial para las variables C de la Biomasa Microbiana (CBM),
Actividad Respiratoria (AR), Cociente Metabélico (qCO,) e Hidrélisis del diacetato de fluoresceina (FDA).

p-valor

Fuente de Variacion AR (BM qCo, FDA
Modelo 0,0111 <0,0001 0,0001 0,0161
Suelo 0,3595 <0,0001 0,0082 0,7653
Manejo 01771 <0,0001 0,0306 0,0148
Aplicacion 0,1431 0,9788 0,8825 0,003
Suelo*Manejo 0,7784 0,0008 0,0787 0,5814
Suelo*Aplicacion 0,0694 0,0013 0,6326 0,8538
Manejo*Aplicacion 0,108 0,0039 0,4477 0,1199
Suelo*Manejo*Aplicacion 0,0018 <0,0001 <0,0001 0,2513

4.2.2. Actividad respiratoria (AR)

Del analisis realizado se observé que hubo interaccién significativa de los tres factores evaluados
(aplicacién de Gli,, tipo de suelo y practica de manejo) sobre la variable AR (Tabla 3). La AR acumulada
a los 2 dias de aplicado el herbicida mostré diferencias significativas entre el MB y MB-G (p=0,0031) y
entre el VP y VP-G (p=0,0009) con una disminucion del 53% para MB-G y del 43% en el VP-G con respecto
al control. Los valores encontrados de AR, luego de 2 h de aplicado el Gli. y durante las 48 h posteriores,
estuvieron siempre distanciados entre el suelo control y aquel con aplicacion para el Molisol con Buenas
Practicas de Manejo y el Vertisol con pobres practicas de manejo (Graficos 6a y 7b). Las barras de error
(desvio estandar con respecto a la media) graficadas en las curvas muestran la significacién estadistica.
Contrariamente, en el Molisol con pobres practicas de manejo y en el Vertisol con buenas practicas de
manejo la variabilidad de los datos fue mayor y estuvieron mas cercanos entre los tratamientos (Graficos
6by7a).
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Figura 6. Actividad Respiratoria (AR) en suelo Molisol (M) con y sin aplicacion de glifosato: a) en una buena practica
de manejo (B) y b) en una pobre practica de manejo (P). Lineas verticales en la curva son barras de error con respecto
a la media.
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Figura 7. Actividad Respiratoria (AR) en Suelo Vertisol (V) con y sin aplicacion de glifosato: a) en una buena practica
de manejo (B) y b) en una pobre practica de manejo (P). Las lineas verticales en la curva son barras de error con
respecto a la media.
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4.2.3. C de la Biomasa Microbiana (CBM)

Esta variable mostré interaccion significativa entre el tipo de suelo, practica de manejo y aplicacién
de Gli. (Tabla 3). Los contenidos de CBM en las buenas practicas de manejo fueron mayores para ambos
tipos de suelos: 665 ugCBM gss' para MBy 667 ugCBM gss™ para VB en relacion a las pobres practicas de
manejo: 509 pgCBM gss* para MP y 401 ugCBM pgss? para VP. Luego de la aplicacién de Gli, los valores
de CBM disminuyeron significativamente un 34% en MB-G (p <0,0001), 62% en MP-G (p= 0,0001) y 48%
en VB-G (p=0,0001) con respecto al suelo control y sin diferencias entre VP y VP-G (p=0,85) (Grafico 8).
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Grafico 8. Carbono de la Biomasa Microbiana (CBM) y Cociente metabélico (qCO,) en: a) suelo Molisol con buena
practica de manejo sin aplicacion de glifosato (MB) y con aplicacion de glifosato (MB- G); b) suelo Molisol con pobre
practica de manejo sin aplicacion de glifosato (MP) y con aplicacion de glifosato (MP-G), c) suelo Vertisol con bue-
na practica de manejo sin aplicacién de glifosato (MB) y con aplicacién de glifosato (MB-G) y d) suelo Vertisol con
pobre practica de manejo sin aplicacion de glifosato (MP) y con aplicacion de glifosato (MP-G). Letras mayUsculas
distintas indican diferencia significativa (a<0,05) entre tratamientos para CBM y letras mindsculas indican diferencia
significativa (a.<0,05) entre tratamientos para qCO,.
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4.2.4. Cociente metabélico (qCO2)

EL gCO, mostré interaccion con los tres factores estudiados (Tabla 3). Los comportamientos fueron
diferentes en cada tipo de suelo y practica de manejo, y las diferencias entre tratamientos se observaron
en el suelo Molisol con pobres practicas de manejo (p=0,0044) y en ambas practicas de manejo para el
suelo Vertisol (p=0,0023 en buena practica de manejo y p=0,0004 en pobre practica de manejo). Los ma-
yores valores encontrados de gCO, fueron de 0,0032 pgC-CO,/(ug CBM. gss h)? para MP-G (Grafico 8b) y
de 0,0037 pgC-CO,/(ug de CBM. gss h)* para VB-G (Grafico 8c).

4.2.5. Hidrolisis del diacetato de fluoresceina (FDA)

La actividad enzimatica no mostré interaccion significativa entre los factores evaluados, aunque si
evidencié efectos significativos debidos al manejo y a la aplicacién de Gli. individualmente (Tabla 3). Se
observé una disminucién promedio de 11,4% en MB-G y un aumento de 1,02% en MP-G, un aumento del
11,8 % VB-G con respecto al VB y de 11 % menos en el VP-G con respecto al VP (Grafico 9).
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Grafico 9. Hidrolisis del diacetato de fluoresceina (FDA) en Molisol con buena practica de manejo sin aplicacion de
glifosato (MB) y con aplicacion de glifosato (MB-G), en Molisol con pobre practica de manejo sin aplicacion de glifo-
sato (MP) y con aplicacion de glifosato (MP-G), en Vertisol con buena practica de manejo sin aplicacién de glifosato
(MB)y con aplicacion de glifosato (MB-G) y en Vertisol con pobre practica de manejo sin aplicacion de glifosato (MP)
y con aplicacién de glifosato (MP-G).
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4.2.6. Discusién

La residualidad de Gli. en las buenas practicas de manejo fue menor en comparacion con las pobres
practicas de manejo (Grafico 5). Con respecto a esto, podemos decir que aquellos suelos con buenas
practicas de manejo mostraron mayores contenidos de masa microbiana (CBM), posiblemente debido
a que los suelos presentaron condiciones fisico-quimicas (contenidos de materia organica, humedad,
macroagregados, entre otros) favorables para el desarrollo microbiano, principal responsable de la de-
gradacion del herbicida. Esto coincide con Boopathy (2000), quien mencioné que la velocidad de de-
gradacion de Gli. se increment6 a mayor presencia de microorganismos, la cual a su vez depende de la
cantidad de materia organica del suelo, ademas de otros factores tales como la temperatura, humedad,
pH y contenido en oxigeno.

Elimpacto inmediato de la aplicacion del herbicida mostro, en general, efectos inhibitorios sobre la AR
inmediatamente después de la aplicacion, (Graficos 6a, 6b y 7b), excepto para el Vertisol con buenas prac-
ticas de manejo (Grafico 7a), donde los tratamientos se comportaron de manera diferente. En este ultimo
caso, los contenidos de materia organica sumados a la cantidad y tipo de arcillas quizas fueron factores
importantes que podrian influir de manera inmediata en la adsorcién del Gli.y en la respuesta de la AR. La
estructura molecular de las sustancias humicas, al igual que las superficies de las arcillas, intervienen acti-
vamente en los fenédmenos de adsorcién, lo cual pudo afectar y generar mayor residualidad de Gli. en estos
suelos en comparacién con lo que ocurre en el suelo Molisol (Grafico 5). Lerch et al. (2008) mencionan que
la formacién de residuos no extractables, que resultan de una captura irreversible por un establecimiento
quimico y/o secuestro fisico del agroquimico y sus metabolitos en la matriz érgano-mineral del suelo, es
el mayor impedimento para su completa degradacién por los microorganismos. Nguyen et al. (2018) en-
contraron que los suelos con altos contenidos de 6xido de hierro y arcilla tuvieron mayor adsorcion de Gli.,
lo cual disminuyé la disponibilidad del herbicida para la accién de los microorganismos, y que los suelos
con menores contenidos de materia organica, reflejados a través de la baja actividad microbiana, pueden
aumentar y exacerbar el impacto de los efectos de la aplicacion de glifosato.

La masa de microorganismos (CBM) también disminuyé significativamente en todos los tratamientos
excepto en VP, lo que demuestra que la aplicacion del herbicida provocé la muerte de microorganismos
de manera inmediata.

Anderson y Domsch (2010) plantean que cualquier impacto que afecte a los miembros de la comuni-
dad microbiana deberia detectarse a nivel de comunidad a través del cambio de una actividad particular.
En este sentido, cuando analizamos el cociente metabélico gCO, los mayores valores se encontraron en
MP-G y VB-G y se asociaron a menores contenidos de CBM (Grafico 8b y 8¢, respectivamente), lo que mues-
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tra que la respuesta fisioldgica a la aplicacidn de Gli. fue diferente dependiendo del tipo y manejo de suelo.
En el Molisol con pobre practica de manejo, el efecto germistatico del herbicida sobre AR y CBM se sum6
a condiciones fisicas y quimicas desfavorables para las actividades microbianas: menores contenidos de
humedad, materia organicay N total (Tabla 2). En estos mismos ensayos y tratamientos, Novelli et al. (2011)
encontraron un menor contenido de agregados mayores a 250 um, o macroagregados (60%) en compara-
cién con el Molisol con buena practica de manejo (68%), lo cual estaria asociado a una menor circulacién
de oxigeno y menor estructuracién disponibles para el crecimiento de los microorganismos.

En el VB-G, los mayores valores de qCO, podrian deberse a la reduccion significativa de CBM por
efecto del herbicida y a la mayor AR. Aparicio et al. (2013) mencionan que el Gli. se transporta preferen-
temente adsorbido al material particulado y no disuelto en agua, y rescata la importancia de muchas de
las propiedades del suelo analizados en su trabajo (materia organica, arcilla, pH, cationes, capacidad de
intercambio). Sin embargo, los procesos de degradacion son complejos y multifactoriales e intervienen,
ademas, condiciones agronémicas, agrometeorolégicas y de mineralogia locales.

La FDA es una medida de la actividad enzimatica total y es utilizada ampliamente en estudios para
evaluar cambios en la actividad microbiana del suelo provocados por el efecto de pesticidas y otros con-
taminantes (Adam y Duncan, 2001). Esta relacionada a la presencia de diferentes enzimas que se acti-
varian frente a ciertos procesos de incorporacion de pesticidas al suelo. En este trabajo no encontramos
efectos notorios y claros sobre el nivel de FDA cuando se aplico el Gli. en los distintos suelos y manejos.
Coincidentemente, Dennis et al. (2018), cuando estudiaron los efectos de aplicaciones Unicas de glifo-
sato, glufosinato, paraquat y paraquat-diquat a las dosis recomendadas, sobre la diversidad y funcion
de comunidades de bacterias, archaeas y nematode, encontraron que ninguno de los herbicidas influyé
sobre la actividad total de la enzima microbiana FDA o actividad beta-glucosidasa. Cherni et al. (2015),
al estudiar la respuesta de varios tipos de actividades enzimaticas con aplicacion de glifosato (Roundup,
360g L) en el suelo a dos concentraciones diferentes equivalentes a 1L ha*(dosis recomendada) y 10L
ha?, tampoco detectaron diferencias significativas en la actividad de la fosfatasa, catalasa, proteasas y
FDA, excepto por un ligero aumento de la catalasa y fosfatasa con la dosis de 10L ha* de glifosato.

4.2.7. Consideraciones finales del trabajo

Los contenidos residuales de Gli. y AMPA fueron diferentes para cada tipo de suelo y practica de ma-
nejo, y mostraron, en general, un impacto inmediato inhibitorio en las primeras horas sobre las variables
microbiolégicas evaluadas. En el Vertisol hubo una mayor residualidad en comparacién con el Molisol,
asociada a los mayores contenidos de arcillas y materia organica que adsorbieron el Gli. Los resultados
también mostraron que el impacto inmediato del Gli. es diferente cuando el suelo tiene buenas practicas
de manejo. Las mismas estan relacionadas a mejores condiciones fisico-quimicas del suelo que sustentan
mayores contenidos de microorganismos (mayor CBM) y que, a pesar de verse inhibidas en un primer mo-
mento en las AR, generan una mayor degradacion del herbicida y menor residualidad de Gli. en el suelo.

4.3. Dinamica temporal de algunas variables biolégicas hasta los 28 dias posteriores a la aplicacién de
glifosato en suelo Molisol y Vertisol con distintas practicas de manejo de suelo
4.3.1. Residualidad de Glifosato y AMPA en condiciones controladas de laboratorio

En general, la concentracion residual de Gli. en todas las situaciones y tratamientos de suelos tendio
a disminuir desde el momento de la aplicacion y hasta los 28 dias posteriores (Graficos 10 y 11). A los
28 dias, los contenidos residuales de Gli. fueron de 0,39 pg kgss* para MB, 0,37 pg kgss™ para MP, 0,32 ug
kgss? para VB y 1,32 ug kgss? para VP. La mayor cantidad residual de GLli. fue en VP con el 12% del Gli.
inicial. En los ensayos preliminares de larga duracion, Sterren et al. (2016) también encontraron que des-
pués de 28 dias de aplicado el herbicida hubo mayor residualidad de Gli. en V (0,11 pg kgss') que en M
(0,03 pg kgss?), aunque en ambas situaciones la degradacion del Gli. fue cercana al 99%. Los contenidos
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residuales de AMPA a los 28 dias fueron distintos en ambos tipos de suelos: en M hubo mayor residuali-
dad (MB: 5,72 ug kgss'y MP: 3,64 pg kgss') que en V (VB: 2,73 ug kgss'y VP: 2,82 pg kgss?).

Grafico 10. Cantidad de glifosato y acido aminometilfosfonico (AMPA) residual hasta los 28 dias posteriores a la
aplicacion en suelo Molisol con: a) buena practica de manejo y b) pobre practica de manejo
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Grafico 11. Cantidad de glifosato y acido aminometilfosfonico (AMPA) residual hasta los 28 dias posteriores a la
aplicacion en suelo Vertisol con: a) buena practica de manejo y b) pobre practica de manejo
al bl
L

—8—Glifosato
P codes ANPA

(Hg kgss)

0

0 2 4 6 & 1012 1 16 18 20 2 2 2 28 0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

4.3.3. Evolucién temporal hasta 28 dias del CBM en suelo Molisol y Vertisol con distintas practicas de
manejo en condiciones controladas de laboratorio.

EL CBM no mostré interaccion significativa entre la aplicacion de Gli. y las situaciones evaluadas
(p=0,285). En el Grafico 12 se muestra que a los 2 dias de aplicado el Gli., se observaron diferencias signi-
ficativas entre tratamientos y una disminucion de CBM en: MB-G (4,2%, p=0,0002), VB-G (10%, p=0,0093)
y en VP-G (33%, p=0,001); mientras que en MP-G aumenté un 5,2% (p= 0,19). A los 28 dias, los contenidos
de CBM no mostraron diferencias entre los tratamientos (p=0,227).

Grafico 12. Evolucion temporal del C de la biomasa microbiana (CBM) en suelo Molisol y Vertisol con y sin aplicacién
de glifosato (Gli.): a) suelo Molisol con buena practica de manejo a los 2 dias posteriores a la aplicacion de Gli. (MB-
G2) y sin aplicacién de Gli. (MB2) y a los 28 dias (MB-G28 y MB28), b) suelo Molisol con pobre practica de manejo a
los 2 dias posteriores a la aplicacién de Gli. (MP-G2) y sin aplicacién de Gli. (MP2) y a los 28 dias (MP-G28 y Mp28), c)
suelo Vertisol con buena practica de manejo a los 2 dias posteriores a la aplicacion de Gli. (VB-G2) y sin aplicacion
de Gli. (VB2) y a los 28 dias (VB-G28 y VB28), d) suelo Vertisol con pobre practica de manejo a los 2 dias posteriores a
la aplicacion de Gli. (VP-G2) y sin aplicacién de Gli. (VP2) y a los 28 dias (VP-G28 y VP28). Letras mayusculas y minds-
culas distintas indican diferencia significativa entre tratamientos para CBM segun el test LSD (a<0,05).
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4.3.4. Evolucion temporal hasta 28 dias de la actividad enzimatica total en suelo Molisol y Vertisol con

distintas practicas de manejo en condiciones controladas de laboratorio

La FDA no mostré efecto de tratamiento para las situaciones evaluadas en ninguno de los dos mo-

mentos (Grafico 13).

Grafico 13. Evolucion temporal de la hidrélisis del diacetato de fluoresceina (FDA) a los 2 y 28 dias posteriores a la apli-
cacién de glifosato (Gli.) en: a) suelo Molisol con buena practica de manejo sin aplicacion de Gli. (MB) y con aplicacion
de Gli. (MB-G), b) suelo Molisol con pobre practica de manejo sin aplicacién de Gli. (MP) y con aplicacién de Gli. (MP-
G), €) suelo Vertisol con buena practica de manejo sin aplicacion de Gli. (VB) y con aplicacién de Gli. (VB-G) y d) suelo
Vertisol con pobre practica de manejo sin aplicacion de Gli. (VP) y con aplicacion de Gli. (VP-G). Letras mayUsculas y
mintsculas distintas indican diferencia significativa entre tratamientos para FDA, segtn el test LSD (0<0,05).
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A partir de los estudios realizados, se observé que el comportamiento de Gli. y AMPA fue distinto en
las dos practicas de manejo de suelos. En los suelos con buenas practicas agricolas, la degradacion de
Gli.en el tiempo fue mas rapida, posiblemente debido a que los mayores contenidos de CBM sustentaron
una mayor diversidad microbiana asociada a mejores condiciones fisico-quimicas de suelo y a las dife-
rentes especies vegetales que integran las rotaciones de cultivos. La diversidad de especies de plantas
de un suelo tiene efectos sobre la comunidad microbiana (actividad, abundancia y composicion) por los
aportes de restos vegetales y exudados radiculares (Eom et al., 2000; Habekost et al., 2008).

A partir de estos resultados, se propuso continuar con estudios relacionados a los suelos con buenas
practicas agricolas para evaluar la proporcién de los grupos microbianos que estarian presentes en los
distintos momentos luego de la aplicacién del herbicida y en las actividades metabélicas (AR) para cada
momento.

4.3.5. Actividad respiratoria (AR) y cociente metabdlico (qCO2) en suelo Molisol y Vertisol con buenas
practicas de manejo en dos momentos

En M, la AR acumulada mostro diferencias entre tratamientos a los 2 y 28 dias y se inhibié en ambos
momentos desde la aplicacién (Grafico 14). Resultados similares se encontraron en los ensayos de corto
plazo (Grafico 6) en suelos Molisoles y en Vertisol con pobre practica d emanejo (Grafico 7b).

Grafico 14. Actividad Respiratoria (AR) en suelo Molisol con buena practica de manejo (MB) a los 2 dias (a) y a los 28

dias (b) posteriores a la aplicacién, con y sin aplicacién de glifosato (MB-G y MB). Lineas verticales en la curva son
barras de error graficadas como el desvio estandar con respecto a la media.
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En V, la AR tampoco mostré diferencias entre tratamientos y no se observé un efecto inhibitorio de
Gli. sobre el metabolismo microbiano, sino que se encontraron mayores valores de AR en los suelos con
Gli. En los otros ensayos (Grafico 2) tampoco se encontré un efecto inhibitorio y en el ensayo de corta
duracién (Grafico 7a) se encontré un comportamiento similar de AR con un valor acumulado a las 48 h
de 29,6 mgC-CO, kgss'y, en este caso, la AR acumulada a las 20 h fue de 27 mgC-CO, kgss™. Tampoco se
observaron diferencias entre tratamientos en el gCO, en ninguno de los dos momentos, aunque los va-
lores fueron mayores en los tratamientos con Gli. (3C0,=0,0017 para 2 dias y gC0O,=0,0034 para 28 dias).
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Grafico 15. Actividad Respiratoria (AR) en suelo Vertisol con buena practica de manejo (VB) a los 2 dias (a) y a los 28
dias (b) posteriores a la aplicacion, con y sin aplicacién de glifosato (MB-G y MB). Lineas verticales en la curva son
barras de error graficadas como el desvio estandar con respecto a la media.
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En los ensayos anteriores de laboratorio, la variable gCO, dio indicios de que podrian estar actuando
diferentes grupos microbianos en algunos momentos después de la aplicacién de Gli.: a los 28 dias en el
suelo Vertisol (Grafico 3b, Grafico 8by 8c) y en algunos casos el qCO, aument6 y estuvo asociados a me-
nores contenidos de CBM lo cual presupuso la presencia de organismos que tienen una menor eficiencia
en el C respirado por unidad de biomasa microbiana como es el caso de los hongos.

Se realiz6 un ensayo de laboratorio complementario para evaluar la proporcién de dos de los grupos
microbianos mayoritariamente presentes en los suelos: bacterias y hongos para saber si dichos grupos
microbianos cambiaban en relacién a la aplicacién de Gli. y el tiempo trascurrido desde su incorpora-

cion al suelo. La proporcién de ambos grupos en dos momentos diferentes y para las buenas practicas
de manejo se muestran en el Grafico 16.

Grafico 16. Proporcion de hongos (H) y bacterias (B) en a) suelo Molisol sin y con aplicacion de glifosato (Gli.) a los 2
dias (MB2 y MB-G2) y a los 28 dias (MB28 y MB-G28) después de la aplicacién de Gli. y en: b) suelo Vertisol sin y con
aplicacion de Gli. a los 2 dias (VB2 y VB-G2) y a los 28 dias (VB28 y VB-G28) después de la aplicacion.
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4.3.6. Proporcion de grupos microbianos a los 2 y 28 dias posteriores a la aplicacion de glifosato
En ambos tipos de suelos después de 2 dias de aplicado el Gli. la proporcion de bacterias aumenté
con respecto al control para ambos tipos de suelos (Grafico 16). A los 28 dias, en el Vertisol la proporcion

de hongos y bacterias fue similar entre tratamientos, pero en el Molisol la proporcion de hongos aumen-
t6 (Grafico 16b).

4.3.7. Discusion

En este ensayo, la concentracion de AMPA aumenté hasta los 10 dias después de la aplicacion y se
asocié a menores contenidos de Gli. (Grafico 10 y 11). Resultados similares se encontraron en los ensayos
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preliminares de hasta 28 dias después de la aplicacién de Gli. sobre suelos Molisoles y Vertisoles de Entre
Rios (Sterren et al., 2016) y por Al-Rajab y Schiavon (2010), quienes sefalan apariciones rapidas de AMPA
en el dia 12 que se incrementaron con el transcurso del tiempo y que se asociaron a la rapidez con que se
mineralizo el herbicida en cada tipo de suelo. Los contenidos residuales de Gli. a los 28 dias fueron simila-
res a los rangos encontrados por Aparicio et al. (2013) trabajando en 16 suelos agricolas de la provincia de
Buenos Aires con valores de Gli. entre 0,035y 1,5 ug kgss™. Sterren et al. (2016) también habian encontrado
mayores contenidos residuales de AMPA en M en comparaciéon con V en ensayos anteriores en suelos de la
provincia de Entre Rios, con valores de 0,9 ug kgss* para My de 0,59 ug kgss* para V.

La pendiente de descenso de los contenidos de Gli. fue mas rapida cuando el suelo tuvo una buena
practica de manejo, lo cual demuestra que la flora microbiana fue mas especifica y mas activa en la
degradacion. En el Grafico 16 se muestra que a los 2 dias hubo una mayor proporcién de bacterias en
MB y VB, que estuvieron asociadas a microorganismos mas activos en degradacién del Gli. Esta mayor
proporcion de bacterias pudo participar mas activamente en la degradacién de Gli. en el corto plazo.
Posiblemente, este grupo de microrganismos es quien tiene mas adaptado el sistema enzimatico para su
rapida degradacion y para actuar cometabélicamente en suelos con historia agricola y con aplicacién
de Gli. Wardle y Parkinson (1990) observaron que la presencia de Gli. en el suelo se relacioné tempo-
ralmente a un incremento en el nimero de bacterias y, en general, a la actividad microbiana, y que el
numero de hongos y actinomicetes no fue afectado.

Las AR en My V tuvieron un comportamiento diferente entre tratamientos, aunque esto no afecté
en el corto plazo las mayores tasas de degradacién de Gli. para ambos suelos con buenas practicas
agricolas (degradacion del 64% en MBy 62% en VB del Gli. inicial). La AR en M fue inhibida y en V fue
estimulada a los 2 y 28 dias en los suelos con Gli. Resultados similares en V se encontraron en los ensayos
preliminares de largo plazo (Sterren et al., 2016). Las diferentes respuestas entre suelos pueden deberse
aque el tipo de suelo es el primer factor que determina la diversidad y actividad de los microorganismos
del suelo (Bossio et. al., 1998; Buyer et. al., 1999; Gelsomino et. al., 1999; Girvan et. al., 2003; Rasche et.
al., 2006 citados por Wakelin et. al., 2008). En los suelos con pobres practicas, la disminucion de Gli. fue
menor (52% para MP y 44% para VP), encontrandose en VP la mayor residualidad de Gli. (Grafico 11b).

Krzysko-Lupicka et al. (1997) sostienen que la abundancia y diversidad de los microorganismos son
importantes en los procesos metabolicos del suelo. Sefalan que el Gli. es utilizado como Unica fuente
de Co Py queinhibe la poblacién de los hongos del suelo y cambia la composicion de cepas, actuando,
por lo tanto, como un agente ambiental de seleccién. Zabaloy et al. (2010) evaluaron el impacto de 2,4-D
sobre las comunidades microbianas y bacterias nativas del suelo y encontraron un nimero relativamen-
te alto de degradadores al inicio de la incubacioén, tolerantes al herbicida como resultado de los afios
de exposicién.

A partir de los 10 dias, los contenidos residuales de AMPA también comenzaron a disminuir, aunque
hubo diferencias entre My V a los 28 dias (Graficos 10 y 11). La relevancia biologica de este metabolito
es tan importante de discutir como la del Gli. Si bien el AMPA puede ser degradado y utilizado, posee
una mayor persistencia y es también un compuesto que puede resultar perjudicial en el sistema suelo,
ya que puede tener otros destinos que pueden afectar la sustentabilidad del sistema, en la medida que
no se degrade. Al-Rajab y Hakami (2010) encontraron que la aparicién de AMPA estuvo asociada a la
rapida mineralizacion de Gli. en los primeros dias, y que después de 80 dias de incubacioén se liberé el
85,1% de AMPA, en tanto las cantidades de residuos no extractables que quedaron estuvieron asociadas
a caracteristicas y propiedades fisicas del suelo. De acuerdo a estos autores, los contenidos de AMPA en
el tiempo seran menores en la medida en que dichos metabolitos retornen a la solucién del suelo por
difusién y gradiente de concentracion para ser degradado por los microorganismos. EL P del suelo es
una caracteristica importante a considerar en el comportamiento de Gli. y del AMPA. Prata et al. (2005)
mostraron que el Gli. compite con el P por sitios especificos de adsorcién, especialmente en suelos con
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niveles elevados de P. EL Gli. y los fosfatos poseen una estructura molecular semejantes, y asi el Gli. se
une a particulas de suelo a través del grupo fosférico y de este modo compite con el P por dichos sitios.
Sasal et al. (2015) encontraron una interaccion significativa entre el Py el Gli. en los sitios de adsorcion en
un suelo Argiudol acuico de Entre Rios, y la aplicacion de fertilizante fosfatado aument6 la pérdida de Gli.
con la escorrentia causada por la lluvia un dia después de su aplicacién. Con respecto al metabolito AMPA,
su degradacioén se produce mayoritariamente por la accion de C-P liasas, cuya regulacién es también de-
pendiente del P disponible; por lo tanto, su actividad se ve inhibida en presencia de P, retardando su degra-
dacién. En M, hubo mayores contenidos de P disponible (Tabla 2), lo cual propicié una mayor liberacién de
Gli. para ser degradado por los microorganismos del suelo y gener6é mas residualidad de AMPA, contraria-
mente a lo que ocurrié en V, donde los contenidos de P fueron menores (Tabla 2) y estuvieron asociados a
menores cantidades residuales de AMPA. Sin embargo, habria que mencionar que en VP alin quedaba mas
Gli. residual sin degradar, posiblemente a un efecto de adsorcién por parte de las arcillas.

En general, el CBM se inhibi6 a los 2 dias de la aplicacién del herbicida para los suelos con buenas
practicas de manejo y con efectos similares a los encontrados en un trabajo anterior (Sterren et al,
2019). Cabe mencionar que en los suelos con pobres practicas agricolas las respuestas encontradas de
la variable fueron mas erraticas. A los 28 dias de la aplicacion, los valores de CBM no mostraron diferen-
cias significativas entre tratamientos, tendiendo a ser similares entre ellos (Grafico 12) y presentaron, en
todas las situaciones, contenidos menores al momento anterior, posiblemente debido al largo periodo
de incubacioén transcurrido en condiciones de laboratorio. Nguyen et al. (2018) también encontraron
variaciones en el CBM y mencionan que es mas probable que aumente bajo condiciones de exposicién
a corto plazo (menores a 100 dias) y alta concentracién de Gli. (> 200 mg kg%), mientras que la biomasa
microbiana tuvo mas probabilidades de disminuir a mas largo plazo (mayores a 100 dias), a pH neutro y
a una concentracion de Gli. mas baja.

Si bien las condiciones controladas de laboratorio permitieron el analisis del efecto de la aplicacion
de Gli. en muestras de suelo homogéneas, manteniendo constante variables tales como temperatura,
humedad, etc., estas situaciones no reflejan las condiciones reales en las que este herbicida interactua
con la biota del suelo. Benintende et al. (2017) proponen que, entre las variables biolégicas que resul-
taron mas adecuadas para caracterizar los manejos en suelos Molisoles y Vertisoles de la provincia
de Entre Rios, se encuentra el potencial de mineralizacion de Nitrégeno por incubaciones anaerébicas
(PMN-IA) y el C de la Biomasa Microbiana (CBM), y en nuestro trabajo fue una de las variables que mos-
tré en el corto tiempo efecto de la aplicacién del Gli.

Los resultados descriptivos de CBM mostrados en el Grafico 17 son, en general, similares a lo encontra-
do en el corto plazo (2 dias) en condiciones de laboratorio, y muestran que el herbicida impacté de forma
inhibitoria sobre la masa de microorganismos. A los 10 dias, algunos efectos persisten y otros cambian,
dependiendo de las situaciones. Zabaloy et al. (2012), al trabajar en condiciones de campo, no encontraron
respuestas dosis-dependientes para las variables biolégicas respiracion basal, actividad deshidrogenasa,
CBM, gCO,. Lo atribuye a lo mencionado por Nakatsu et al. (2005) y Stenrad et al. (2006), quienes hacen
referencia a la gran variabilidad espacial en la mineralizacién del glifosato y utilizacién del C por la co-
munidad microbiana que puede existir entre distintos micro-ambientes en el sistema suelo, sumado a la
variabilidad climatica, que dificultan la deteccion de diferencias debidas a los tratamientos.

4.3.8. Consideraciones finales

Mas del 60 % del Gli. se degradd dentro de los 2 dias posteriores a la aplicacion en los suelos con
buenas practicas de manejo. Sin embargo, la residualidad de AMPA adquirié importancia en el tiempo y
se relaciond tanto a las practicas de manejo como a los contenidos de P disponible y a los contenidos de
arcillas en los suelos. En el Molisol, hubo mayores contenidos de P disponible, lo cual propicié una mayor
liberacion de Gli. para ser degradado por los microorganismos del suelo y gener6 mas residualidad de
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AMPA, contrariamente a lo que ocurrié en el Vertisol, donde los contenidos de P fueron menores y hubo
menor residualidad del metabolito. También hay que mencionar que las pobres practicas agricolas en el
Vertisol generaron mas Gli. residual asociado a la adsorcion por parte de las arcillas.

EL Gli. tuvo un efecto inhibitorio sobre el CBM a los 2 dias de aplicado, tal como ocurri6é en ensayos
anteriores; sin embargo, esto no afectd la mayor degradacién del herbicida en ese momento, donde
se encontraron mayores proporciones de bacterias. EL CBM a los 28 dias no mostré diferencias entre
tratamientos para ninguno de los suelos y practicas de manejo. En las buenas practicas de manejo, la
AR de los tratamientos fue diferente en cada tipo de suelo, asociada posiblemente a la diversidad de
microorganismos presentes que fueron afectados por el herbicida o el AMPA. En los ensayos a campo,
el Gli. mostr6 una tendencia a inhibir la masa de microorganismos a los 2 dias, aunque las condiciones
edaficas y climaticas impiden observar un efecto notorio de tratamiento.

4.4. Ensayos preliminares a campo

A partir de los resultados obtenidos en los ensayos de laboratorio, se realizd un ensayo preliminar de
respuesta de variables biologicas a la aplicacién de Gli. Para ello, en los ensayos de larga duracion del
INTA se planificé un muestreo de suelos luego de la aplicacion de Gli. Los muestreos se hicieron a los 2
y 10 dias posteriores a la aplicacion.

Grafico 17. Evolucion temporal del C de la biomasa microbiana (CBM) en suelo Molisol y Vertisol con y sin aplica-
cion de glifosato (Gli.): a) suelo Molisol con buena practica de manejo a los 2 dias posteriores a la aplicacién de Gli.
(MB-G2) y sin aplicacién de Gli. (MB2) y a los 10 dias (MB-G10 y MB10), b) con pobre practica de manejo a los 2 dias
posteriores a la aplicacion de Gli. (MP-G2) y sin aplicacién de Gli. (MP2) y a los 10 dias (MP-G10 y MP10), c) suelo
Vertisol con buena practica de manejo a los 2 dias posteriores a la aplicacion de Gli. (VB-G2) y sin aplicacion de Gli.
(VB2) y a los 10 dias (VB-G10 y VB10) y d) con pobre practica de manejo a los 2 dias posteriores a la aplicacién de
Gli. (VP-G2) y sin aplicacién de Gli. (VP2) y a los 10 dias (VP-G10 y VP10).
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En el Grafico 17 se puede observar que, a los 2 dias de aplicacion, la respuesta del CBM fue similar a
lo encontrado en condiciones de laboratorio. EL CBM disminuy6 en todas las practicas de manejo y sue-
los excepto para MB. A los 10 dias, el CBM se comport6 distinto de acuerdo al suelo y practica de manejo,
pero tendié a aumentar o permanecer en igual cantidad que el periodo anterior.

Las condiciones ecolégicas que afectaron el comportamiento tienen mas influencia a partir de los 10
dias, por cuanto es variable el CBM encontrado en cada tratamiento.
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5. Conclusiones finales del proyecto

Los contenidos residuales de Gli. y AMPA fueron diferentes para cada tipo de suelo y practica de
manejo. En el suelo Vertisol hubo una mayor residualidad en comparacion con el Molisol, asociada a los
mayores contenidos de arcillas y materia organica que adsorbieron el Gli. Hasta los 28 dias posteriores a
la aplicacion, la concentracion de Gli. fue disminuyendo. Los contenidos de AMPA tendieron a aumentar
hasta los 10 dias para luego comenzar a disminuir, lo cual indica que este compuesto comenz6 a degra-
darse o bien a tener otros procesos fisicos y/o quimicos ligados a condiciones edafoclimaticas, ademas
del tipo de suelo y practica de manejo. A los 2 dias posteriores a la aplicacién del herbicida, se observo,
en general, un impacto inmediato inhibitorio sobre las variables microbiologicas evaluadas. Los resul-
tados también mostraron que el impacto inmediato del Gli. es diferente cuando el suelo tiene buenas
practicas de manejo, las cuales estan relacionadas a mejores condiciones fisico-quimicas del suelo que
sustentan mayores contenidos de microorganismos (mayor CBM) que, a pesar de verse inhibidas en un
primer momento, generan una mayor degradacién del herbicida y menor residualidad de Gli. en el suelo.
A partir de los 10 dias, los tratamientos con aplicacion de Gli. aumentaron los contenidos de CBM con
respecto al periodo anterior (2 dias) y tendieron a ser similares a los tratamientos controles e incluso a
superarlos, pero en ninguno de los casos hubo diferencias significativas entre los tratamientos para cada
practica de manejo y tipo de suelo evaluado. En ambos tipos de suelos, después de 2 dias de aplicado el
Gli. la proporcion de bacterias aumentoé con respecto al control. A los 28 dias, la proporcion de hongos y
bacterias para ambos tratamientos fueron similares en el Vertisol, y en el Molisol, la proporcién de hon-
gos en el tratamiento con Gli. aumenté. Con respecto al ensayo preliminar en condiciones de campo, se
observé que, a los 2 dias de aplicacion, la respuesta del CBM fue similar a lo encontrado en condiciones
de laboratorio: el CBM disminuyd en todas las practicas de manejo y suelos excepto para MB. A los 10
dias, el CBM tuvo una dinamica distinta de acuerdo al suelo y practica de manejo, pero tendié a aumen-
tar o permanecer en igual cantidad que el periodo anterior, con lo cual se podria pensar que el efecto
del herbicida dejo de tener un efecto inhibitorio sobre los microorganismos. Las condiciones ecolégicas
que afectaron el comportamiento posiblemente tuvieron mas influencia a partir de los 10 dias que el
efecto del herbicida.
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