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Resumen
Los plaguicidas utilizados en la agricultura, han  favorecido la obtención de mayores rindes y mejorar  
la calidad de los productos obtenidos. El cultivo de soja bajo el sistema de siembra directa, continúa ex-
pandiéndose en la provincia de Entre Ríos y es altamente demandante de la utilización de plaguicidas. 
El objetivo principal del Proyecto es determinar la presencia de plaguicidas como principales contami-
nantes en los componentes del sistema soja y evaluar su toxicidad sobre especies no blanco  a través 
de  la aplicación de diferentes técnicas  de bioensayos.
Para ello se  evaluó el manejo de plaguicidas y la presencia de residuos  en  un sistema de producción 
de soja, aplicando las  prácticas habituales para la zona y se procedió a: 1) caracterizar el suelo del 
campo experimental; 2) aplicar glifosato y cipermetrina en parcelas de ensayo; 3) realizar muestreos 
de suelo, de las parcelas del ensayo, para la determinación de residuos de glifosato y cipermetrina 
por procedimientos analíticos clásicos; 4) la aplicación de bioensayos para la determinación de la con-
centración efectiva media y detección de residuos (de glifosato y cipermetrina) en rastrojo y suelo; 5) 
la determinación de fauna edáfica hipogea; 6) estudio de la oligoquetofauna edáfica y bioensayos de 
toxicidad con Eisenia fetida. El abordaje multidisciplinar, posibilitó el desarrollo y aplicación de métodos 
que permitieron valorar la presencia de residuos contaminantes y el potencial efecto negativo en el 
ambiente. 
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Marco teórico

La intensificación agrícola, las técnicas modernas aplicadas en la producción agropecuaria y el cono-
cimiento de efectos que ponen en peligro la sustentabilidad de los sistemas productivos, significan un 
nuevo reto al conocimiento científico, debiendo recurrir por el grado de complejidad, a su resolución  a 
través del abordaje interdisciplinario.

El cultivo de la soja ha mostrado un avance muy claro en la agricultura argentina. La superficie culti-
vada en todo el país creció casi 50% en los últimos 30 años, pasando de ser un cultivo casi inexistente 
en la década del 70 a ocupar cerca de la mitad del área sembrada. En la Argentina cada año, la soja le 
gana superficie a la ganadería y al resto de  los cultivos extensivos (Souza Casadhino, 2009).

En Entre Ríos la soja bajo el sistema de siembra directa, ocupa cada año mayor superficie, situación 
que justifica analizar  de cerca  las particularidades que tiene el cultivo, entre ellos los aspectos del 
manejo fitosanitario y su posible impacto negativo en el ambiente. Las prácticas más sobresalientes las 
constituyen el uso del herbicida glifosato y  la utilización  de  insecticidas, entre ellos la cipermetrina.

Glifosato es el nombre común de la sustancia N-(fosfonometil)-glicina, cuya fórmula molecular es 
C3H8NO5P, herbicida de amplio espectro usado en agricultura. En el suelo, el glifosato es fuertemente 
adsorbido por los minerales de arcillas y materia orgánica, compitiendo con el fósforo por sus sitios de 
unión. Se considera al glifosato como un herbicida que se adsorbe (une) fuertemente a los suelos, por 
lo que a pesar de ser muy soluble, tiene poca movilidad (Informe UNL, 2011). El glifosato es considerado 
como de rápida degradación en suelos y aguas por los microorganismos y con alta capacidad para ad-
sorberse a las partículas de suelo. Sin embargo se detectó una cierta capacidad de desorción en suelos 
de Entre Ríos y Santa Fe, lo que permitiría (dadas condiciones de precipitaciones abundantes) lixiviar 
a través del suelo con la consiguiente contaminación de los mismos. (Maitre, et al.2008).

Piccolo et al (1994), estudiaron cuatro tipos de suelos y concluyeron que el herbicida glifosato pue-
de ser muy móvil en el ambiente edáfico; sus resultados indican que de la cantidad aplicada entre el 
15 y el 80 % del glifosato aplicado se desorbe rápidamente, puntualizando que en uno de los suelos 
el 80 % fue desorbido en menos de dos horas. Por lo tanto los últimos estudios realizados en suelos 
con distintas características edafológicas muestran que el glifosato no es inmóvil ni se degrada tan 
rápidamente.

Debido a que el glifosato es un herbicida utilizado a gran escala y en grandes cantidades en el mun-
do, ha estimulado numerosos estudios referentes a su comportamiento y persistencia en los suelos 
(Forlani et al., 1999; Araujo et al., 2003, tomado de Forero, V 2004). Por derivaciones de la aplicación 
de glifosato, éste puede enriquecer el suelo a través de varios mecanismos: aplicación sobre malezas 
emergidas en el barbecho, procedente de las pulverizaciones foliares realizadas sobre el cultivo y/ o 
de sus metabolitos de degradación, contaminación indirecta por deriva de las pulverizaciones (Ellis y 
Griffin (2002, citado en Bozzo, 2010), exudación radicular o muerte y descomposición de los residuos 
de las plantas tratadas  Laitinen, et al. (2007 citado en Bozzo, 2010). 

Rampoldi et al. (2008 citado en Bozzo, 2010) señalan que la siembra directa introduce un componen-
te extra en el análisis de la performance del glifosato que es la presencia de los rastrojos sobre el suelo, 
donde el glifosato puede permanecer por períodos de tiempo variables. 

El glifosato es degradado por microorganismos edáficos dependiendo del tipo de suelo, concen-
tración de nutrientes, pH, temperatura y humedad (Haney et al., 2002; Rodríguez, 2005; Sørensen et 
al., 2006; Cuervo, 2007; Santos et al., 2009; Keshteli et al., 2011, citado en Martínez-Nieto, 2012). La 
degradación co-metabólica del glifosato depende de la actividad microbiológica del suelo. Los microor-
ganismos pueden romper los enlaces C-P (carbono-fósforo) dando como producto la sarcosina o el 
ácido aminometil fosfónico. Posteriormente el AMPA (ácido aminometil fosfónico) puede ser degradado 
a tasas más lentas que el glifosato. (Informe UNL, 2011)
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La utilización de productos químicos constituye una importante fuente de contaminación en zonas de in-
tensa actividad agrícola (Guarrancino et al., 1999, tomado de Forero, 2004). La contaminación, en el suelo 
o el agua por una sustancia química, ha sido entendida solamente en relación a su concentración, o sea 
una propiedad intensiva. Este indicador no provee información sobre su difusión en el medio, sus efectos 
sobre el bioma ni su biodisponibilidad (entendida como una medida del potencial de una sustancia para 
producir respuestas en los seres vivos, generalmente mediante receptores biológicos), por lo que se con-
sideró importante, predecir las respuestas biológicas que puedan ocurrir por efecto de la contaminación. 

Los métodos tradicionales de análisis fisicoquímicos, informan sobre la composición (componentes y sus 
concentraciones) en una muestra, pero no sobre su biodisponibilidad ni toxicidad. Algunas sustancias pueden 
resultar nocivas a través de un derivado originado luego de la captación y transformación de un precursor.

Debe tenerse en cuenta que el método fisicoquímico permitiría predecir todas las respuestas bio-
lógicas posibles, solo en el caso de conocerse la concentración de cada una de las formas químicas 
de una sustancia dañina, y además conocer los efectos biológicos de cada una de ellas per se o en 
combinación (sinergismos, antagonismos, sumas), (Lapoint, T. - Waller, P.; 2000).

Las pruebas analíticas de laboratorio sobre muestras de suelo, pueden pasar por alto importantes 
daños subletales en los organismos. Estos efectos subletales también son llamados “señales tempra-
nas de advertencia”, que dan información muy importante cuando se trata de determinar el nivel de 
riesgo biotoxicológico por una contaminación ambiental (Denneman, A.; van Staalen, N.  1989).

Una gran cantidad de sustancias químicas han sido encontradas en suelos y aguas, pero su ac-
tividad biológica generalmente no ha sido probada. Actualmente se acepta que la caracterización y 
medición fisicoquímica de sustancias reconocidas como tóxicas o sus componentes por separado, 
no es suficiente para asegurar la ausencia de efectos indeseables, ya que tanto la presencia de estas 
sustancias como sus posibles transformaciones ambientales, pueden modificar aquellos efectos, de 
aquí que el uso de bioensayos está siendo considerado cada vez con mayor frecuencia para evaluar la 
toxicidad global de los contaminantes (Martínez Yepes, P. y Osorio J.; 2002).

No es fácil detectar residuos de sustancias altamente solubles en agua como el glifosato, en labora-
torio, porque en las pruebas de laboratorio se trabaja comúnmente con solventes orgánicos. De ahí que 
sean importantes las pruebas biológicas, los cuales pueden permitir detectar presencia de herbicidas 
cuando ya no se detecten residuos en laboratorio.

La biodisponibilidad de una sustancia es una medida de su potencial para producir efectos observa-
bles sobre los seres vivos. La biodisponibilidad es específica tanto de la sustancia como del organismo 
receptor sensible a la misma, y se informa como concentración del compuesto químico activo que 
efectivamente tiene efecto biológico.

En un primer relevamiento realizado sobre las posibilidades de encarar un proyecto de investiga-
ción, a través de un planteamiento holístico, se visualizaron campos comunes de actividad donde las 
condiciones y  experiencias previas podrían ser potenciadas avanzando en la integración de objetivos 
y ampliando sus proyecciones. Esta situación es la que convocó a los grupos de diferentes cátedras 
de la Facultad de Ciencias Agropecuarias y al INTEC (Laboratorio de Ecotoxicología. Grupo Medioam-
biente - UNL) para la realización de una presentación conjunta, enmarcada en el programa UNER 
orientado a problemas sociales y productivos. (Convenio de Cooperación Técnica entre la UNER y la 
UNL 0000031/2015 (Proyecto: Bioensayos para detección de plaguicidas en).

Objetivo general

Determinar la presencia de glifosato y cipermetrina como principales contaminantes en los compo-
nentes del sistema soja y evaluar su toxicidad sobre especies sensibles a través de  la aplicación de 
bioensayos.
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Con esa finalidad, se desarrollaron las siguientes actividades: se caracterizó el suelo del lote expe-
rimental; se aplicaron tratamientos con glifosato y cipermetrina en un cultivo de soja, durante dos cam-
pañas agrícolas consecutivas; se estudió la presencia de residuos (en suelo y rastrojos) del herbicida 
e insecticida incorporados al ensayo; se estudió la riqueza y diversidad de la fauna edáfica hipógea; se 
aplicaron bioensayos de elongación radical con plantas indicadoras, para determinar efecto tóxico de 
los residuos de glifosato y cipermetrina; se estudió la oligoquetofauna presente en el lote experimental, 
se desarrollaron bioensayos de toxicidad con Eisenia fetida y se aplicó el test de huida.

Metodología utilizada y resultados obtenidos 

Las actividades de investigación en campo se realizaron en el período  noviembre de 2012 - marzo  de 
2014,  en un  lote implantado con soja, en el campo experimental José Ramón Roldán (FCA – UNER), 
ubicado en Colonia Ensayo, Departamento Diamante provincia de Entre Ríos (S31º51’46-9”; W60º 38’ 
25.8”). El diseño consistió en bloques al azar con tres repeticiones y 12 parcelas de 10 m x 10 m. Los 
tratamientos aplicados fueron: glifosato en barbecho; glifosato en barbecho y en postemergencia; glifo-
sato en barbecho, glifosato en postemergencia y cipermetrina; testigo absoluto.

El suelo del  lote en estudio, pertenece a: Orden Molisol – Gran Grupo Argiudol – Subgrupo Argiudol 
ácuico – Serie Tezanos Pinto (TP) – Fase moderadamente erosionada (INTA- Gob. Entre Ríos 1998). 

El paisaje característico es de peniplanicie ondulada con pendientes entre 2 y 4 % y el material ori-
ginal sedimento loess calcáreos, de textura franco arcillo limosa. La permeabilidad es lenta a muy lenta 
y su limitante principal es la erosión hídrica. El perfil modal presenta una secuencia de horizontes: Ap 
- B21t - B22t - B31 - B32 - CCa. 

Para conocer sus condiciones, en el inicio del ensayo se realizó un muestreo del suelo cuyo material 
fue analizado en el Laboratorio de Suelos de la Facultad de Ciencias Agropecuarias – UNER arrojando 
los siguientes resultados. (Tabla 1)

Tabla 1. Análisis de suelo del ensayo

Situación Bloque
pH1

1:2,5
MO2

%

Cap. Int.3

Catiónico
(CIC)

Fósforo4

Disponible
(mg/kg)

N de5

Nitratos
(mg/kg)

DAP6

(Mg/m3)

T E X T U R A7

Arena 
(%)

Limo
(%)

Arcilla
(%)

Clase
Textural

Media 
Loma 
Alta I 6,72 3,33 27,1 11,2 8,9 1,10 12,4 49.9 37.7

Franco
arcillo 
limosa

Media 
Loma 
Baja II 6,69 3,89 22,97 36,8 14,3 1,21 7.9 58.1 34.0

Franco
arcillo 
limosa

Bajo III 6,72 3,03 22,23 36,5 9 1,00 14.3 50.2 35.5
Franco
arcillolimosa

1- pH por el método potenciométrico en relación suelo-agua 1:2,5 p/v (Jackson, 1976). 2- MO por el método de 
Walkley y Black (Jackson, 1976); 3-Capacidad de Intercambio Catiónico (CIC) Extr. Acetato amonio 1 N  (Jackson, 
1976); 4- Método Bray Kurtz 1 modificado Norma IRAM-SAGPyA 29570-1; 5- Nitrógeno de Nitratos; 6- Densidad 
Aparente (DA) por el método del cilindro (Baver et al., 1973); 7- Textura por análisis granulométrico por sedimentación 
con pipeta de Robinson (Baver et al., 1973). 
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Los tratamientos aplicados en las parcelas de ensayo, fueron: glifosato en barbecho; glifosato en 
barbecho y en postemergencia; glifosato en barbecho, en postemergencia y cipermetrina; testigo 
absoluto. (Tabla 2)

Tabla 2. Tratamientos aplicados

Fecha Principio activo Producto comercial Dosis
31/10/2012 Glifosato (sal monoamónica 67,9 % equiv. Ácido) Roundup ultra max SG 74,7 % 1,5 Kg/ha de p.c.
27/12/2012 Glifosato (sal amónica 67,9 % equiv. Ácido) Roundup ultra max SG 74,7 % 1,5 g/ha de p.c
28 /02/12 Cipermetrina LIBREK Red Surcos  CE 26.1 100 cc/ha
14/11/2013 Glifosato Sal amónica e.ácido 36 % Glifotop Zamba SL 42.8 % 4 l/ha de p.c.
06/01/2014 Glifosato Sal amónica 42.8 %;e.ácido 35.6 % Glifotop Zamba 4 l/ha de p.c.

Residuos de glifosato en el suelo

Se evaluó su concentración a través de determinaciones analíticas realizadas por cromatografía líqui-
da en el Laboratorio de Pesticidas INTA Balcarce.  Las dosis de principio activo (glifosato) expresado 
como equivalente ácido, empleados en los tratamientos, fueron de 1.018 kg/ha-1 por aplicación para la 
primera campaña y de 1,424 kg/ha-1 por aplicación durante el segundo ciclo agrícola.

Las  determinaciones de glifosato y AMPA se realizaron a los quince días de la aplicación en la 
primera campaña agrícola y a los 30 días de la aplicación en la segunda. La determinación de residuos 
se realizó  con un cromatógrafo líquido de ultra performance acoplado a un espectrómetro de masas 
con fuente de ionización electrospray (UHPLC- MS/MS ESI).

Los residuos de glifosato detectados en el suelo del ensayo, en las campañas agrícolas 2012/13 
mostraron un rango de concentraciones que varió de 1,5 µg/kg – 189.72 µg/kg, y en la campaña 
2013/2014, las concentraciones registradas variaron entre 1 µg/Kg – 30 µg/Kg, respectivamente.

Al comparar los valores promedio de residuos obtenidos en las dos campañas agrícolas, 
mediante ANOVA (diseño completamente aleatorizado, aplicando software Infostat versión 2015) 
para las evaluaciones realizadas 15 dda y 30 dda, respectivamente, no se presentaron diferencias 
estadísticamente significativas (p≤ 0,05). (Figura 1).

.

 
Figura 1. residuos de glifosato en dos campañas agrícolas      Figura 2. residuos de glifosato en cada tratamiento
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Cuando se consideraron los valores promedio de residuos de glifosato hallados en relación con el 
número de aplicaciones del herbicida (tratamientos) realizadas en cada campaña, las concentraciones 
se incrementaron, pero no se presentaron diferencias estadísticamente  significativas (p≤0,05).(Figura 2).

Los valores promedios de residuos de glifosato determinados para cada bloque, indican que en el 
bloque I, o sector más alto, son más elevados respecto a los obtenido en los dos sectores restantes. 
A la vez, los valores promedio de residuos obtenidos en los bloques II y III son valores similares y 
menores a lo determinado en el bloque I. La dispersión de los valores, no permite marcar diferencias 
estadísticas significativas. (Figura 3).

Figura 3. residuos de glifosato en cada bloque

En caso de alcanzar el suelo, gran parte de este herbicida es adsorbido, mientras que otra parte es 
degradada principalmente por actividad microbiológica. Por tal motivo, su persistencia en el ambiente 
edáfico depende de la capacidad degradadora de los microorganismos del suelo (Gómez Ortíz, 2015). 
Se hallaron residuos de AMPA, en el suelo estudiado aún en los tratamientos (Testigo) en los que no se 
aplicó el herbicida. Los valores de AMPA alcanzaron niveles superiores al glifosato, en cada valoración 
realizada y en cada tratamiento, confirmando la actividad microbiana del suelo y la susceptibilidad del 
herbicida a la degradación.

El AMPA es posiblemente adsorbido más fuertemente a las partículas del suelo que el glifosato y por 
lo tanto, su degradación es más lenta. Al ser estructuralmente similar al glifosato, se acumula debido 
a que los organismos responsables no presentan la suficiente variedad de enzimas para dar lugar a 
la transformación completa, en particular como intermediario en las secuencias metabólicas normales. 
(Bozzo, A. 2010). A la vez se afirma que el producto es biodegradado con velocidad variable según las 
condiciones de cada suelo (Monsanto, 2007).

Cuando se efectuó la comparación de los residuos de AMPA hallados en las dos campañas, no se 
hallaron diferencias estadísticamente significativas (p≤ 0,05). (Figura 4).

De la comparación efectuada entre los residuos de AMPA y los tratamientos, los valores de 
residuos hallados se incrementaron con las aplicaciones pero no presentaron diferencias estadísticas 
significativas entre los tratamientos (p≤0,5). (Figura 5)
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Figura 4. Residuos de AMPA en dos campañas agrícolas        Figura 5. Residuos de AMPA en cada tratamiento 

Los valores promedios de residuos de AMPA determinados para cada bloque, indican que el bloque 
I o sector más alto, son más elevados respecto a los obtenido en los dos sectores restantes. A la vez, 
los valores promedio de residuos obtenidos en los bloques II y III son valores similares y menores a 
lo determinado en el bloque I, presentando diferencias estadísticas significativas Duncan (p≤0,05). 
(Figura 6).

Figura 6. Residuos de AMPA en cada bloque
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Las concentraciones de glifosato y AMPA fueron superiores en la primera de las repeticiones realiza-
das (Bloque I). El suelo del ensayo presentó algunas diferencias en cuanto a los contenidos de arcilla, 
grado de alcalinidad y contenido de Materia Orgánica (M.O.), que si bien no son significativos podrían 
ayudar a explicar la diferencia en los valores residuales de glifosato hallados y para considerar su des-
tino ambiental habida cuenta que la adsorción y desorción del herbicida depende de las propiedades 
del suelo, textura, pH y el contenido de materia orgánica, entre otras.

Los registros obtenidos para el AMPA, metabolito primario y predominante, confirman la actividad 
microbiana del suelo y la degradación del producto.

Los resultados obtenidos en la evaluación de residuos de glifosato a través de las muestras de sue-
lo, presentaron marcada variabilidad en las concentraciones halladas, tanto en muestras obtenidas a 
los quince días de la aplicación, como en aquellas donde el tiempo transcurrido entre la aplicación y el 
muestreo, fue de treinta días. Estos resultados indicarían que el producto es biodegradado con veloci-
dad variable según las condiciones de cada suelo (Monsanto, 2007).

La heterogeneidad del terreno y la historia agrícola de la superficie experimental, que incluyó la 
aplicación 

del glifosato más allá del aplicado en la etapa del ensayo, hace que sea difícil obtener una conclu-
sión clara de lo que ocurrió en las diferentes parcelas. La evaluación del comportamiento del glifosato 
en un suelo, permitió conocer la situación del lote y estimar el posible impacto ambiental del producto 
independientemente de la posible sinergia del herbicida con otros productos fitosanitarios utilizados en 
cada campaña.

Residuos de cipermetrina en el suelo

Se evaluaron  utilizando cromatografía gaseosa y fueron realizadas en el Laboratorio de Medio am-
biente  INTEC (CONICET/UNL). Se utilizó la técnica QuEchERS y la identificación y cuantificación se 
realizó por cromatografía gaseosa, con equipo VARIAN modelo 3400 provisto con columna capilar y 
detector de captura electrónica. Para el limite de determinación se utilizó un estándar certificado para la 
calibración del equipo y la mínima cantidad cuantificable es de 46 µ /kg de alfa - cipermetrina.

El resultado obtenido mostró que en el lote en estudio, no fue detectado el compuesto en las 
parcelas tratadas con el insecticida, sobre el límite de determinación utilizado (46 µg/kg de alfa ci-
permetrina).

Fauna edáfica hipogea

La fauna del suelo influye en el tipo de humus, en las propiedades físicas y químicas, en la tasa de 
descomposición de la materia orgánica y en el ciclado de nutrientes (Vedder et al., 1996; Michelena et 
al., 1998; Kandeler et al., 1999; Momo & Falco, 2003). En el suelo existen diversas comunidades cuya 
organización se basa en las relaciones funcionales entre los distintos organismos que allí habitan. Así, 
cada componente biológico juega un rol funcional determinado en su nicho específico y difícilmente 
puede ser reemplazado por otros presentes en este complejo sistema (Decaens et al., 2006). En par-
ticular, la importancia de la mesofauna edáfica en un ecosistema radica en su diversidad estructural y 
funcional al contribuir, en interacción con la microflora, a la descomposición de la materia orgánica y al 
ciclo de nutrientes. Sus representantes han mostrado ser, además, indicadores excelentes de la calidad 
del suelo (Paoletti et al., 1991).

La fauna edáfica requiere condiciones edafoambientales determinadas para cada especie siendo 
muy sensibles a cambios en el hábitat de cada una; es esa la razón que se comportan como muy buen 
indicador del funcionamiento del suelo y sus características principales.
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El objetivo de este ensayo fue realizar el estudio de la fauna edáfica de un suelo cultivado con soja 
(Glicine max) luego de los tratamientos con Glifosato y con Cipermetrina. 

Al diseño general del ensayo (tratamientos con glifosato y cipermetrina), en tres bloques (media loma 
alta, media loma baja y bajo), se incorporaron los subtratamientos que correspondieron a los muestreos 
efectuados a las 24 horas,10 días y 30 días. Se extrajeron 2 muestras simples de suelo sin disturbar de 
10cm x 10cm x 20cm de profundidad, tomadas al azar dentro de cada parcela experimental, para cada 
tratamiento y bloque y en el tiempo de muestreo previsto.

El método utilizado para relevar la mesofauna del suelo fue descripto en primer lugar por Berlese 
(1905) y luego fue modificado por Tullgren (1918) el cual le agregó el uso de una fuente de luz. El mismo 
constó de un embudo sobre el cual se colocó un tamiz con un diámetro de malla de 3 mm. Sobre 
el tamiz se colocó un volumen de 150 cm³ de suelo, de forma invertida y ligeramente desagregada 
manualmente y sobre el conjunto se aplicó una fuente de luz durante 10 días.

Posteriormente al muestreo de campo,  las muestras fueron llevadas inmediatamente a laboratorio, 
las cuales fueron acondicionadas y colocadas según indica el método de Berlesse-Tullgren (Tullgren, A. 
1918), se colocaron en un sistema armado a tal fin que consistió de un embudo sobre el cual se colocó 
un tamiz con un diámetro de malla de 10 mm. Sobre el tamiz se colocó un volumen de 150 cm3 de 
suelo, de forma invertida y ligeramente desagregada manualmente  y sobre el conjunto se aplicó una 
fuente de luz y calor durante 10 días. Se relevó la cantidad de individuos por metro cuadrado para cada 
muestra utilizando una lupa óptica binocular de 10x, y luego determinó Riqueza mediante el conteo 
de los individuos y Diversidad mediante el índice de Diversidad de Shannon (H). (Shannon y Weaver, 
1949).

El índice de Shannon se define como:

La diversidad máxima (Hmax= lnS) se alcanza cuando todas las especies están igualmente 
presentes. Un índice de homogeneidad asociado a esta medida de diversidad puede calcularse como 
el cociente H/Hmax=H/lnS, que será uno si todas las especies que componen la comunidad tienen igual 
probabilidad (pi = 1/S).

Para el caso del glifosato barbecho 10 días, el muestreo no se pudo realizar debido a que ocurrió una 
lluvia de 35,8 mm, lo cual dificultó el acceso al ensayo. Y para los muestreos de Glifosato postemergencia 
a los 10 y 30 días, el muestreo se realizó de acuerdo a lo propuesto, pero no se registró la presencia 
de edafofauna en ningún caso. Esto puede deberse a las condiciones de alta temperatura ambiente 
y baja humedad del suelo reinantes al momento del muestreo a campo, condiciones en las que los 
Artrópodos presentes migraron a mayor profundidad, en búsqueda de zonas de mayor humedad y 
menor temperatura, por debajo de la profundidad de muestreo, tanto para los tratamientos como para 
los testigos.

Se presenta una tabla resumen de las condiciones climáticas observadas en la estación meteorológica 
de la EEA Inta Paraná, distante 10 km del ensayo. (Tabla 3). En los que se observa la temperatura 
media del día de la aplicación y del muestreo, la precipitación observada en el día y las precipitaciones 
acumulada, desde el día de la aplicación del tratamiento (día 0) hasta los 30 días luego de la aplicación 
del tratamiento.
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Tabla 3. Datos climáticos EEA Inta Paraná.  Temperatura Media, Precipitación del día, y Precipitaciones 
acumuladas. (Campaña 2013/14)

  
Temperatura 
Media (°C)

Precipitaciones
(mm)

Precipitaciones 
Acumuladas (mm)

Gli B (aplicación) 14/11/2013 25,35  0 0
24 horas 15/11/2013 19,3 18,7 18,7
10 días 25/11/2013 20,6 35,8 54,5

30 días 14/12/2013 27,1 0 113,7
 
Gli Post (aplicación) 06/01/2014 27,5 0 0
24 horas 07/01/2014 29,5 0 0
10 días 16/01/2014 28,4 0 0

30 días 05/02/2014 27,3 0 106,9
 
CIPER (aplicación) 18/02/2014 24,2 1,2 1,2
24 horas 19/02/2014 23,9 0 1,2
10 días 28/02/2014 21,7 0 22

30 días 20/03/2014 19 0 154

De acuerdo al relevamiento realizado, los grupos Taxonómicos encontrados fueron; Coleópteros, 
Hemípteros, Himenópteros, Lepidópteros, Ácaros y Miriápodos. La Riqueza varió entre 398 y 4776 
individuos por metro cuadrado para el Testigo, entre 199 y 3980 para los tratamientos. El índice de 
Diversidad de Shannon varió entre 0 y 2,12 para el Testigo, entre 0 y 1,77 para los tratamientos con 
Glifosato y Cipermetrina. De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 4, no se observan 
diferencias significativas (LSD Fisher p > 0,05) entre los tratamientos con Glifosato en barbecho y 
postemergencia, Cipermetrina y los testigos, para los valores de Diversidad de Shannon. 

Tabla 4. Medias para el índice de Diversidad de Shannon de acuerdo a cada tratamiento. Letras diferentes indican 
diferencias significativas (LSD Fisher p > 0,05).  Glifosato en Barbecho (GB),  testigo (T),  Glifosato Postemergencia 
(GP) y Cipermetrina (C).

Tratamiento DDA Media
GB
GB T
GB
GB T
GP
GP T
C
C T
C
C T
C
C T

1
1
30
30
1
1
1
1
10
10
30
30

1,27  a
1,04  a
0,51  a
0,83  a
0,67  a
1,04  a
0,94  a
1,17  a
1,14  a
0,95  a
0,33  a
0,98  a
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En Tabla 5 se presentan los valores medios de Riqueza para cada tratamiento y testigo. No se 
observan diferencias significativas entre los tratamientos Glifosato en Barbecho y Glifosato en 
Postemergencia. Para el caso de los tratamientos con Cipermetrina, se observan diferencias a partir de 
los 10 días de aplicado. Donde se registra una diferencia entre el tratamiento aplicado (C 10) y el testigo 
(C T 10), a favor del testigo. Para el caso del tratamiento con Cipermetrina a los 30 días, se observa 
una disminución en los valores de Riqueza de individuos, aunque se observa una mayor cantidad de 
individuos en el tratamiento aplicado sobre el testigo.

Tabla 5. Riqueza de individuos/m2  de acuerdo a cada tratamiento. Letras diferentes indican diferencias 
significativas (LSD Fisher p > 0,05) Glifosato en Barbecho (GB),  testigo (T),  Glifosato Postemergencia (GP) y 
Cipermetrina (C).

Tratamiento DDA Media
GB
GB T
GB
GB T
GP
GP T
C
C T
C
C T
C
C T

1
1
30
30
1
1
1
1
10
10
30
30

1127,67 a  
1061,33 a
331,67 a
862,33 a
663,33 a
796,00 a
1127,67 a
2918,67 bc
3383,00 c
1658,33 ab
862,33 a

De acuerdo a los resultados obtenidos en cuanto a Riqueza y Diversidad de individuos de la 
mesofauna del suelo, no se observaron diferencias estadísticas significativas, en cuanto a la población 
de organismos ante la aplicación de Glifosato en barbecho, Glifosato en postemergencia y Cipermetrina, 
con respecto a los testigos. Se observan en general, valores de índice de Shannon muy bajos con 
respecto a otros ecosistemas naturales, denotando ambientes que han perdido la diversidad. En 
cuanto a la riqueza de individuos por metro cuadrado, se observan en general valores similares a los 
encontrados por Sandler, et al (2010), en poblaciones de artrópodos en suelos Argiudoles típicos de la 
provincia de Buenos Aires, bajo utilización agrícola.

Estos sistemas se hallan desde hace muchos años, bajo el sistema agrícola de siembra directa, 
con uso de estos mismos fitosanitarios utilizados en el ensayo, por lo cual podemos inferir que las 
poblaciones de artrópodos de suelo, se pueden haber adaptado a las condiciones del lugar, debido a 
que no se obtuvieron diferencias entre el testigo y los tratamientos aplicados. 

Bioensayos de germinación 
Los bioensayos de germinación llevados a cabo con especies terrestres sensibles (rúcula, lechuga, 
rabanito, tomate, arroz, entre otras) resultan muy útiles para ser aplicados en muestras ambientales 
o en el monitoreo de procesos de destoxificación, saneamiento, control de efluentes o reutilización de 
biosólidos (Wang, 1991; IDRC/IMTA, 2004), detección de salinidad o presencia de herbicidas en aguas 
(Iannacone et al., 2000; Foti y Lallana, 2005) y suelo (Forero et al., 2004). 
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En estos bioensayos el crecimiento de la raíz como punto final de lectura, resulta más sensible a la 
toxicidad que la germinación de las semillas (Wang, 1991; IDRC/IMTA, 2004). Una variante para evaluar 
el grado de toxicidad es la Concentración Efectiva 50 (CE50) que representa la concentración requerida 
de un compuesto tóxico para disminuir el crecimiento (longitud radical) en un 50 % en relación con el 
testigo (Dutka, 1989).

El objetivo fue detectar el efecto de los residuos de agroquímicos en suelo y rastrojo de un cultivo 
de soja, mediante bioensayos de elongación de la raíz de especies sensibles, en dos campañas 
consecutivas.

El trabajo se realizó en las campañas 2012/ y 2013/14. En la primera campaña se sembró soja sobre 
rastrojo de maíz y en la segunda sobre rastrojo de soja. Las aplicaciones de glifosato se realizaron con 
equipo pulverizador terrestre y un volumen de 100 L.ha-1.

Se aplicó el modelo de análisis de varianza: Parcelas Divididas en el tiempo, con diseño en bloques 
al azar; siendo los tratamientos la parcela principal y las condiciones suelo y rastrojo la subparcela 
(Cochran y Cox, 1992; Di Rienzo, et al., 2014). Cada tratamiento consistió en una parcela de 10 x 
10 m. Los tratamientos fueron: testigo (T1); glifosato en barbecho (T2); glifosato en barbecho y en 
postemergencia (T3). En cada bloque se tomaron muestras de suelo, profundidad de 3 cm y de rastrojo 
sobre una superficie de 0,50 m2. Las muestras se colocaron en heladera a 4 ºC, hasta el momento de 
inicio de los ensayos. 

Las aplicaciones de glifosato y cipermetrina para cada campaña, se indican en  la Tabla 2. Los 
muestreos tanto de suelo como de rastrojo se iniciaron a 1 día después de cada aplicación (dda), a los 
2, 4, 7, 14 y 30 dda, en las parcelas tratadas y en las testigos. 

En Laboratorio, los bioensayos se realizaron siguiendo el protocolo para lechuga mantecosa (Lactuca 
sativa L. var. mantecosa) y rúcula (Eruca sativa Mill.), adaptado por Lallana et al. (2009) y de acuerdo 
a las normas ISTA (2003) para tomate. Todas las semillas utilizadas tenían un poder germinativo entre 
80 y 85 %, razón por la cual se decidió utilizar semillas pre-germinadas en cámara de crecimiento 
a 23º ±1ºC, hasta obtener una radícula no mayor a 1 mm. Se realizaron ensayos preliminares para 
acotar las concentraciones de glifosato o de cipermetrina según correspondiere a fin de determinar la 
concentración efectiva 50 (CE 50) para cada producto utilizado; es decir la concentración que reducía 
al 50 % el crecimiento radical de la lechuga (rúcula y/o tomate), a fin de usarlo como control positivo en 
los ensayos con suelo y rastrojo.

Los bioensayos para detección de glifosato se hicieron siempre con lechuga mantecosa. En cambio 
los bioensayos para detección de cipermetrina en la primera campaña se hicieron con rúcula y en la 
segunda con tomate, dado que en ensayos previos se observó que la lechuga no detectaba la presencia 
de cipermetrina. Se colocaba en caja de petri, parte de la muestra de suelo o rastrojo (no más de la 
mitad de la profundidad de la base de la caja) según correspondiere, se humedecía con agua destilada 
y se sembraban en cada una 20 semillas pregerminadas. Cada tratamiento tuvo cinco repeticiones. 
Posteriormente todas las cajas se llevaron a cámara de crecimiento (23 ºC ± 1ºC y un régimen de 16 
h de luz) hasta totalizar 96, 72 y 144 horas para lechuga, rúcula y tomate, respectivamente. Luego se 
sacaban las plántulas de las cajas y se medía la longitud radical de cada una de las semillas con calibre 
digital.

Los resultados de los bioensayos considerando las dos campañas de soja y abarcando todas las 
fechas de muestreo, indicaron interacciones entre la parcela y la subparcela. El modelo de análisis 
de varianza: Parcelas Divididas en el tiempo aplicado a un nivel de significación p<0,05 mostró que 
los tratamientos se comportan diferente en condiciones de suelo y rastrojo y la interacción entre los 
tratamientos y la condición suelo rastrojo resultó estadísticamente significativa (p-valor 0,0324). En 
todos los tratamientos se registraron menores crecimientos radicales en el rastrojo que en el suelo 
(Figura 7).
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Figura 7. Longitud radical (mm) de lechuga sobre suelo y rastrojo en ambas campañas de soja, en los tratamientos 
testigo (1); tratado con una aplicación (2) y tratado con dos aplicaciones (3) de glifosato. 

El análisis estadístico mostró diferencias significativas entre las parcelas tratadas con dos aplicaciones 
de glifosato (T3) respecto al testigo, tanto en suelo como en rastrojo (Tabla 6).

Tabla 6. Longitud radical de lechuga (mm), promedio de dos campañas de soja, en suelo (condición 1) y rastrojo 
(condición 2) en los tratamientos 1 (Testigo), 2 (tratado con una aplicación de glifosato), 3 (tratado con dos 
aplicaciones de glifosato). Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Tratamiento Condición Medias D.E
1 1 35,62 3,94 A
2 1 34,94 9,47 A
3 1 25,55 6,87    B
1 2 24,85 6,89    B
2 2 21,97 4,50    B
3 2 15,63 7,51        C

Las parcelas tratadas con dos aplicaciones de glifosato mostraron una reducción en el crecimiento 
radical respecto al testigo del 28 % en la condición suelo y del 37 % en rastrojo (Tabla 6). En las dos 
campañas de soja el efecto de residualidad en el rastrojo del cultivo tratado con dos aplicaciones de 
glifosato, significó una reducción del crecimiento radical respecto al testigo del de 44 % a los 2 dda y 
del 49 % a los 4 dda y el efecto también se observó a los 14 dda con 38 % de disminución. Los valores 
de residualidad registrados se hallaron muy próximos a los límites de toxicidad, hasta los 4 dda. A los 
30 dda no se observó efecto residual luego de las 2 aplicaciones de glifosato sobre el rastrojo. En la 
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condición suelo en ambas campañas de soja el crecimiento radical de las plantas de lechuga luego de 
la primera aplicación de glifosato (T2) fue similar al testigo (Figura 8). Esta situación estaría indicando 
un bajo efecto residual en el suelo por una sola aplicación de glifosato en soja. 

Figura 8. Crecimiento radical de lechuga sobre suelo en las dos campañas de soja, según los días transcurridos 
desde la aplicación del glifosato. T1 (Testigo), T2 (una aplicación de glifosato), T3 (dos aplicaciones de glifosato). 
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05).

La situación cambió con dos aplicaciones de glifosato (T3). La trayectoria de esta línea se separa del 
testigo en todas las fechas de muestreo. La mayor reducción del crecimiento radical se observó a los 
14 dda donde el tratado experimentó una reducción del 39,8 % respecto al testigo. 

De acuerdo a los resultados obtenidos tanto en el suelo como en  el rastrojo, el efecto de toxicidad se 
observó hasta los 14 dda y a los 30 dda, no fue evidente. Si bien los síntomas de toxicidad desaparecieron 
en los bioensayos, pueden quedar igualmente residuos del herbicida en uno y otro componente del 
sistema. 

Bioensayos en suelo y rastrojo con cipermetrina
Los bioensayos con rúcula (campaña de soja (2012-2013) mostraron un menor crecimiento radicular en 
el rastrojo que en suelo. El análisis en forma separada de ambas condiciones suelo y rastrojo, mostró 
que en el suelo tratado con cipermetrina, el crecimiento radical de rúcula (T2) fue menor que en el tes-
tigo (T1). Sin embargo no hubo efecto de residualidad ya que la reducción en el crecimiento radical fue 
de 8,4 % en T2, sin diferencias significativas entre las parcelas tratadas y testigo. Situación similar se 
observó en el rastrojo, sin diferencias estadísticamente significativas entre rastrojo testigo y rastrojo tra-
tado donde la reducción en el crecimiento radical fue de 7,5 % (Figura 9). La aplicación de cipermetrina 
sobre el cultivo de soja en la campaña 2012/2013, no manifestó toxicidad en suelo ni en los rastrojos.  
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Figura 9. Crecimiento radical de rúcula sobre suelo testigo T1(S) y tratado T2 (S) y sobre rastrojo testigo T1 (R) y 
tratado T2 (R). Campaña de soja 2012/2013. 

Bioensayo con tomate 
En la campaña 2013/2014 en el suelo no se observó diferencia entre parcelas tratadas y testigo (Tabla 7) 

Tabla 7. Longitud radical media (mm) de plántulas de tomate en la condición suelo (1) y rastrojo (2) en los 
tratamientos testigo (1) y tratado con cipermetrina (2). 

Tratamientos Condición Medias D.E.      
 2 1  46,48 9,55 a    
 1 1  43,36 8,85 a    
 1 2  40,23 13,80 a    
 2 2  34,21 10,29  b 
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05)

En rastrojo, si bien se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre las parcelas 
tratadas y las parcelas testigo, la reducción en  el crecimiento radical fue de un 15 %, marcando con ello 
leves efectos fitotóxicos.

Estudio de la oligoquetofauna en Campo y en Laboratorio

Las lombrices de tierra (Annelida: Lumbricina) forman parte de la macrofauna del suelo y son las prin-
cipales representantes del gremio funcional “ingenieros del ecosistema” (Lavelle, 1997; Jiménez et al., 
2001a) y por su alta sensibilidad a los cambios en el entorno edáfico son eficaces indicadores del grado 
de perturbación del ambiente suelo (Edwards & Bohlen, 1996; Domínguez et al., 2009). A través de sus 
actividades de excavación y mezcla de los sustratos orgánico y mineral, las lombrices producen estruc-
turas físicas que facilitan la disponibilidad y acceso de los recursos para otros organismos; regulan la 
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actividad microbiana, intervienen en la degradación de la materia orgánica, aportan al suelo sus excre-
mentos y exudados que repercuten en la estructura y fertilidad del suelo (Lavelle et al., 1994; Kladivko, 
2001; Bedano et al., 2004; Coleman et al., 2004) sumado a su alta sensibilidad para responder a los 
cambios en el entorno edáfico. 

Los objetivos planteados fueron: a) determinar la oligoquetofauna presente en un suelo con uso 
agrícola bajo el sistema soja: rastrojo-suelo; b) estudiar la toxicidad de residuos de plaguicidas en suelo 
y rastrojos de soja en lombrices de tierra.

Densidad y riqueza de la oligoquetofauna
Para determinar la densidad y riqueza de la oligoquetofauna se realizaron muestreos en otoño y pri-
mavera de 2013 en las zonas Alta, Media y Baja según la pendiente. Los tratamientos de aplicación 
fueron: Glifosato/barbecho (G/B); Glifosato/barbecho, Glifosato/postemergencia (G/B, G/P); Glifosato/ 
barbecho, Glifosato/postemergencia-Cipermetrina (G/B, G/P-C) en las tres zonas. Se extrajeron al azar 
bloques de 30x30x30 cm, segun el método estándar TSBF (Andersen & Ingram, 1993). Cada bloque se 
revisó manualmente para la extracción de lombrices adultas, juveniles y ootecas. En el laboratorio de 
Ecotoxicología del Grupo Medio Ambiente (INTEC-UNL-CONICET) de Santa Fe se realizó la diagnosis 
siguiendo las claves taxonómicas de Righi (1979) y Mischis (1991). Los datos se analizaron mediante 
análisis de varianza (ANOVA) y test pos hoc de Tukey (p<0,05), del programa estadístico SPSS 17. El 
muestreo se repitió en otoño de 2014 al finalizar los tratamientos de aplicación de plaguicidas con el fin 
de contrastar estos resultados con los datos obtenidos en 2013. 

En el otoño-primavera de 2013, la abundancia fue mayor (p<0,01) en otoño que en primavera, 
registrándose 306 y 15 individuos, respectivamente y también varió respecto a la pendiente del lugar 
(p<0,01), en particular en la estación primavera donde la zona Baja mostró el mayor número de 
individuos, 14 lombrices.

El número de individuos juveniles y adultos en otoño fue de 290 y 16 respectivamente. En tanto 
que en primavera se cuantificaron sólo 15 juveniles, de tamaño pequeño y varios de ellos en estado 
de aquiescencia. La aquiescencia está relacionada a factores ambientales de estres tales como 
compactación y contenido de humedad del suelo (Edwards & Bohlen, 1996; Jiménez et al., 2001b; Jiménez 
et al., 2001c; Domínguez et al., 2009). Las especies halladas en ambos muestreos estacionales fueron 
Microscolex dubius y Aporrectodea rosea, pertenecientes a las familias Acanthodrilidae y Lumbricidae 
respectivamente. M. dubius registró para otoño 278 juveniles y 16 adultos, y en primavera 6 juveniles; 
mientras que para A. rosea se hallaron en otoño y primavera 12 y 9 juveniles respectivamente. Cuendet 
(1984) y Momo et al. (1993) relacionan la presencia de ejemplares del género Aporrectodea con ambientes 
perturbados por actividad agropecuaria, y a M. dubius con suelos ricos y poco perturbados. Asimismo 
Burela & Cazzaniga (2001) postulan que A. rosea y M. dubius muestran un nicho ecológico más amplio, 
adaptándose a condiciones adversas tales como estrés hídrico o baja estabilidad estructural, en tanto 
que Momo et al. (2003) las caracteriza como especies de transición. 

En el otoño de 2014, el número de oligoquetos mostró un valor cercano al registrado en otoño 2013, 
obteniéndose un total de 317 individuos, no hallándose diferencias (p=0,221) entre las zonas Alta, Media 
y Baja. La abundancia en relación a los tratamientos varió significativamente (p=0,039), destacándose 
G/b con el mayor valor, 151. Según Mele & Carter (1999), Clemente et al. (2003) y Domínguez et al. (2009) 
la siembra directa sobre el sistema suelo, integrando el efecto de la misma tanto en lo que respecta a 
propiedades fisicoquímicas como a la aplicación de agrotóxicos pueden afectar significativamente las 
poblaciones de lumbrícidos. La dinámica poblacional también mostró variaciones en los tratamientos, 
primando el número de juveniles. En G/b y G/b-G/p-C el recuento no varió significativamente (p=0,03) 
145 y 87 respectivamente, pero si en G/b-G/p con un total de 64. Respecto al número de adultos 
fue parejo (6, 7 y 8 en G/b, G/b-G/p y G/b-G/p-C respectivamente). La riqueza de especies en otoño 
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2014 fue de 2, A. rosea y M. dubius, con los muestreos 2013. A. rosea presentó una abundancia de 
213 individuos y M. dubius 104. A diferencia de lo hallado en otoño 2013, en el muestreo de 2014 M. 
dubius (especie epigea-endogea), disminuyó su abundancia registrando 91 juveniles y 13 adultos, 
mientras que A. rosea (especie endogea), incrementó el registro de juveniles respecto a adultos, 205 
y 8 respectivamente. Según Fragoso et al. (1997) y Brown et al. (2004), la predominancia de especies 
endogeas es interesante por el rol que juegan en los procesos edáficos al ingerir grandes cantidades de 
partículas orgánicas y minerales, formar luego bioagreagados, construir extensas galerías a través de 
los horizontes del suelo y establecer relaciones mutualistas con la microflora del suelo en sus intestinos 
acelerando las tasas de mineralización y la disponibilidad de agua y nutrientes.

Bioensayo de toxicidad con Eisenia fetida
Las lombrices de tierra son organismos muy sensibles ante la exposición o perturbación del medio edá-
fico y por su amplia capacidad de respuesta son consideradas eficaces bioindicadores, actuando como 
organismos blanco de la contaminación antropogénica del ambiente suelo. 

De acuerdo al cronograma de aplicación de los plaguicidas, el bioensayo constó de 4 tratamientos a 
saber: Testigo Absoluto (TA); G/B; G/B-G/P; G/B-G/P-G/C y 3 réplicas de acuerdo a la topografía (zona 
Alta, Media y Baja). El sustrato estuvo compuesto por suelo-rastrojo del sitio en estudio y organismos 
adultos de E. fetida que provinieron del cultivo propio del bioterio del Grupo Medio Ambiente. 
Esta especie está estandarizada debido a su amplia distribución mundial, fácil manejo, cultivo y 
mantenimiento en laboratorio (OECD 1999). Al momento de la aplicación de Glifosato/Barbecho, en el 
predio experimental se colocaron in situ 3 cajones de 50x30x25cm conteniendo suelo-rastrojo del sitio 
y asegurando que reciban el mismo asperjado que el lote, más un cajón conteniendo suelo del sitio 
de referencia o testigo absoluto (TA) que no recibió asperjado del plaguicida. Inmediatamente los 4 
cajones fueron llevados a laboratorio y en cada uno se colocó 30 lombrices adultas siendo mantenidos 
en condiciones de temperatura y humedad requeridas por la especie (OECD, 1999). Semanalmente 
se alimentó con estiércol de vaca seco y finamente molido. Dos días antes de la aplicación de los 
tratamientos subsiguientes G/B, G/P y G/B, G/P, G-C, se revisó cada cajón para registrar la biomasa 
en peso vivo y el número de ootecas y juveniles. El bioensayo finalizó al momento de la cosecha en el 
predio de estudio. Los datos obtenidos se analizaron mediante ANOVA (p≤ 0,05). 

La variación en el peso de las lombrices fue mínima para los tratamientos G/B; G/P y G/B-G/P-
G-C siendo de 4,5% y 5,6% respectivamente. Por el contrario al momento de la cosecha la mayor 
diferencia significativa (p<0,05) acusó un descenso de 25,9% respecto al TA. Respecto a la abundancia 
de adultos, el número de individuos varió pero sólo fue significativo (p≤0,05) en la tercera aplicación 
presentando el mayor valor (107 individuos) el TA respecto del tratamiento G/B-G/P-G/C (74 individuos). 
La cuantificación de ootecas en la última aplicación y cosecha mostraron diferencias significativas 
(p<0,05) siendo 25 y 59,5% menor en ambos tratamientos respecto al TA. En tanto que el número 
de crías registradas también varió con los tratamientos de manera significativa respecto al TA; en 
la primera aplicación es donde se cuantificó el mayor número (26 individuos en G/B-G/P) de los 
organismos expuestos. La biomasa de los individuos inmaduros solo difirió significativamente en la 
segunda aplicación (G/B-G/P) y en la cosecha. Se destaca que en todos los tratamientos fue notoria la 
disminución de la movilidad de las lombrices, hecho atribuible a la neurotoxicidad de los piretroides en 
general (de Sousa & de Andréa, 2011), y que se manifestó en la menor cantidad de galerías excavadas 
y una mayor compactación del sustrato. Verrel & Van Buskirk (2004) informan de resultados semejantes 
cuando exponen a E. fetida a concentraciones de aplicación recomendadas para un formulado a base 
de glifosato conteniendo 5% del principio activo (como sal de isopropilamina). Estos autores registraron 
mínima mortalidad (1,42% y 3,57% a 24 y 48 horas de exposición respectivamente) y actividad motriz 
seriamente afectada. La disminución de la movilidad afectaría la capacidad de bioturbación (mezclado) 
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de la matriz edáfica, función primaria de las lombrices que cumplen excavando túneles y galerías 
junto a la ingesta de distintas proporciones de materia orgánica e inorgánica (Meysman et al., 2006). 
Con respecto a la baja tasa de eclosión de los capullos registrada en el bioensayo, Casabé et al. 
(2007), no obtuvieron diferencias en la producción de ootecas, pero sí en la viabilidad de las mismas. 
En consecuencia el número de ootecas eclosionadas estuvo significativamente reducida (~40%) en 
los tratamientos expuestos al glifosato a dosis recomendadas de aplicación y 28 días de exposición. 
En el trabajo realizado, se suma también el retardo en el crecimiento y maduración de los juveniles 
eclosionados que puede deberse también tanto a las prácticas agrícolas como a la utilización de 
agrotóxicos (Domínguez et al., 2009; Muthukaruppan et al., 2005; Cox, 2004), entre ellos el glifosato 
ampliamente utilizado en los sitios estudiados. 

Respecto a los atributos biológicos de la oligoquetofauna se concluye que: 
- La comunidad de lombrices de tierra presentó una riqueza baja predominando los ejemplares 

juveniles respecto a adultos.
-  La dinámica poblacional de los organismos resulta de la interacción entre los factores ambientales 

(precipitaciones, temperaturas), las características edáficas, las prácticas de manejo y la disponibilidad 
del recurso alimenticio. 

- La utilización de los suelos con fines agrícolas, y de forma intensiva, conlleva necesariamente la 
modificación de sus aspectos físicos, químicos y biológicos. Dicha modificación genera cambios en el 
ambiente edáfico que lo vuelven menos favorable para el desarrollo de las lombrices de tierra, cuya 
abundancia, actividad, y madurez se ven seriamente disminuidas.

- Se destaca la necesidad de avanzar en el conocimiento del impacto producido por los sistemas 
agrícolas implementados en la actualidad sobre la calidad, química y biología de los suelos.

Test de Huída. Bioensayo con Eisenia fetida (lombriz californiana)
Las lombrices de suelo, colaboran en el mantenimiento de la estructura y fertilidad del suelo debido 
a que ingieren materia orgánica que se mezcla con enzimas digestivas generando estructuras muy 
importantes en la agregación y nutrición del suelo.  El glifosato es uno de los herbicidas más utilizados 
en agricultura en nuestro país. Es una sustancia de baja persistencia y limitada potencialidad de bioa-
cumulación y toxicidad sobre organismos no blanco.  No obstante su uso masivo y extendido ha sido 
motivo de estudio sobre los efectos que puede provocar en la salud humana y el ambiente.

El objetivo del bioensayo fue evaluar el efecto del herbicida Glifosato a dosis crecientes, en Eisenia 
fetida (lombriz californiana).

Se desarrollo el Test de Huida (Ricardo, T. 2010) para determinar la preferencia o rechazo de Eisenia 
fetida (lombriz californiana) a la aplicación del glifosato en el suelo.  Se utilizaron ejemplares adultos 
clitelados de Eisenia fétida pertenecientes al lombricario instalado en el laboratorio de suelos de la FCA 
UNER.   Las mismas se expusieron a una serie de 3 concentraciones, las cuales fueron establecidas 
de acuerdo a las dosis medias propuestas por la Cámara de Sanidad Agropecuaria y Fertilizantes 
(CASAFE) (2007) “Guía de Productos Fitosanitarios”.  La aspersión de glifosato C.S. 42,8% y 35,6% 
de equivalente ácido (1,25 lts de p.c. /100 lts de agua; 2,5 lts p.c./100 lts de agua; 5 lts p.c./100 lts de 
agua).Teniendo en cuenta el valor promedio de tres bloques de acuerdo a la posición topográfica en la 
que se extrajo la muestra de suelo (media loma alta, media loma baja y bajo), correspondientes al sitio 
experimental donde se ubicaron los bloques para los ensayos a campo. Las cajas se dividieron en dos 
compartimentos por un separador removible, marcando exteriormente la posición donde se realizó el 
tratamiento. (Loureiro et al., 2005). Luego el separador fue removido y se colocaron diez ejemplares 
clitelados en la línea de división entre tratamiento y control. Los recipientes se mantuvieron en ambiente 
estable durante 48 horas. Luego de este tiempo se determinó la preferencia o rechazo, mediante el 
conteo de individuos de uno u otro lugar.  (García, 2004; Loureiro et al., 2005; García et al., 2008).



Ciencia, Docencia y Tecnología - Suplemento | Nº 7 | Año vii | 2017 | (18-42) | 36

ANGLADA, M.M. et al. | Bioensayos para la detección de plaguicidas como agentes contaminantes en los componentes del sistema soja…

Cuando se encuentra una distribución del 50% de los ejemplares en el suelo tratado, se considera 
que no existe preferencia por determinado suelo. Cuando el porcentaje hallado en el suelo tratado es 
del 20% o menos, se considera que el  tratamiento tiene un efecto sobre el comportamiento de los 
individuos.

La proporción de individuos que responden (huyen) se calcula según la ecuación: 

Donde N es el número de individuos por réplica;  T es el número de individuos en el suelo tratado;  
A es la respuesta neta (valores de A negativos indican que hay huida).

De acuerdo a la Tabla 8 no se observó respuesta a la huida ante la aplicación de Glifosato aún 
en altas concentraciones del herbicida (LSD Fisher p>0,05).   Además no se observaron diferencias 
significativas en ambos compartimentos de acuerdo a la situación topográfica analizada ante la 
aplicación de diferentes dosis de glifosato (LSD Fisher p>0,05).   

Tabla 8. Valores de A (promedio) letras diferentes demuestran diferencias significativas
(LSD Fisher  p>0,05)

Bloque Glifosato 1,25lt*ha-1 Glifosato 2,5 lt*ha-1 Glifosato 5 lt*ha-1

I 0,06   a 0,06  a 0,06  a
II 0,06  a 0  a -0,06  a
III 0  a 0  a 0,4  a

Luego del ensayo se observó que en ningún caso de mortalidad ni de morbilidad de los individuos 
fue afectada. No se observó respuesta a la huída ante la aplicación de Glifosato aún en altas 
concentraciones del herbicida (LSD Fisher p>0,05). Además no se observó diferencias significativas 
en ambos compartimentos de acuerdo a la situación topográfica analizada (bloque) ante la aplicación 
de diferentes dosis de glifosato (LSD Fisher p>0,05). Por lo cual se observa que no existe rechazo de 
Eisenia fetida ante la aplicación de Glifosato en suelo.

Conclusiones

• El glifosato y su principal metabolito AMPA fueron detectados en el suelo del ensayo, en las evalua-
ciones realizadas en las campañas agrícolas 2012/13 y 2013/14, en un rango de concentraciones que 
varió de 1 µg/Kg – 189.72 µg/Kg y 18.19 µg/Kg – 572.17 µg/Kg, respectivamente.

• Los resultados obtenidos en la evaluación de residuos de glifosato, presentaron marcada variabilidad 
en las concentraciones halladas, tanto en las muestras obtenidas a los quince días de la aplicación, 
como en aquellas donde el tiempo transcurrido entre la aplicación y el muestreo, fue de treinta días. 

• La riqueza de individuos por metro cuadrado y la diversidad de las especies integrantes de la meso-
fauna del suelo, no fueron particularmente afectadas por las aplicaciones de glifosato. 

• En la riqueza de individuos por metro cuadrado, se observaron en general valores similares a los 
encontrados por Sandler, et al (2010), en poblaciones de artrópodos en suelos Argiudoles típicos de 
la provincia de Buenos Aires, bajo utilización agrícola.  
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• Se obtuvieron valores de índice de Shannon muy bajos con respecto a otros ecosistemas naturales,  
denotando que el trabajo se realizó en un ambiente que ha perdido la diversidad.

• Los estudios con oligoquetos (riqueza y densidad) en el lote experimental  a través de muestreos 
estacionales, determinó que antes de la aplicación de los tratamientos la densidad resultó mayor en 
otoño respecto del muestreo efectuado en la primavera.

• Luego de la aplicación de los tratamientos, la densidad de oligoquetos terrestres no mostró diferen-
cias significativas entre otoño 2013 y 2014 y las especies halladas fueron las mismas que se determi-
naron en las zonas sin tratamiento. Se registraron 306 individuos antes del inicio de los tratamientos 
y 317 después de los mismos. 

• El número de oligoquetos hallados fue mayor (139 ind/m2, cuando el tratamiento aplicado fue glifosato 
sólo en el barbecho.

• La dinámica poblacional también mostró variaciones entre los tratamientos, primando los organismos 
en estadio juvenil.

• Se hallaron dos especies presentes. Microscolex dubius y Aporrectodea rosea, pertenecientes a las 
familias Acanthodrilidae y Lumbricidae, respectivamente.

• A diferencia de lo registrado en otoño 2013, en el muestreo de 2014, M. dubius disminuyó su abun-
dancia registrando 104 organismos, mientras que A. rosea incrementó marcadamente el registro, 213 
individuos. 

• En los bioensayos de germinación con especies sensibles, todos los tratamientos registraron meno-
res crecimientos radicales en el rastrojo que en el suelo.

• Las parcelas tratadas con dos aplicaciones de glifosato mostraron una reducción en el crecimiento 
radical respecto al testigo del 28 % en la condición suelo y del 37 % en rastrojo.

• En las dos campañas de soja el efecto fitotóxico por la residualidad en el rastrojo del cultivo tratado 
con dos aplicaciones de glifosato, significó una reducción del crecimiento radical respecto al testigo 
del  44 % a los 2 dda, del 49 % a los 4 dda y de 38% a los 14 dda.

• A los 30 dda, no se observó efecto fitotóxico por residualidad del glifosato, en el rastrojo, cuando se 
evaluó la realización de dos aplicaciones.

• En los ensayos de toxicidad con Eisenia fetida, la cuantificación de ootecas en la última aplicación y 
cosecha fue menor en los tratamientos con respecto al testigo absoluto. 

• El número de crías registradas también varió con los tratamientos de manera significativa respecto 
al testigo.

• Fue notoria la disminución de la movilidad de las lombrices, en todos los tratamientos, manifestándo-
se  en la menor cantidad de galerías excavadas y mayor compactación del sustrato.

• Cuando se aplicó el test de huida, no se observó respuesta a la huida ante la aplicación de Glifosato 
aún en altas concentraciones del herbicida y no se observaron diferencias significativas en ambos 
compartimentos de acuerdo a la situación topográfica analizada ante la aplicación de diferentes dosis 
de glifosato.

• En las parcelas tratadas con cipermetrina, no fue detectado el insecticida, sobre el límite de determi-
nación utilizado (46 µg/kg de alfa cipermetrina).

• La riqueza de individuos por metro cuadrado y la diversidad de las especies integrantes de la meso-
fauna del suelo, no fueron particularmente afectadas por las aplicaciones de cipermetrina.

• La aplicación de cipermetrina sobre el cultivo de soja en la campaña 2012/2013, no manifestó pre-
sencia de toxicidad en suelo ni en los rastrojos, en los bioensayos realizados con rúcula y  tomate.

• Los residuos cuantificados de glifosato, denotan la presencia del herbicida y de su metabolito  en el 
suelo, como consecuencia de las aplicaciones realizadas y también de la historia agrícola continua, 
del lote en estudio.
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• Con los estudios realizados, se cumplieron los primeros pasos de un abordaje interdisciplinar de 
relacionados con la capacidad potencial de contaminación de los sistemas agrícolas, por el uso de 
productos fitosanitarios.

• El estudio realizado brinda una valiosa información en cuanto a las aplicaciones de glifosato en el 
cultivo de soja realizado en suelos de altos contenidos de arcilla utilizados en agricultura continua.
Los valores detectados de Glifosato y AMPA, indican la presencia del herbicida y de su metabolito en 
todas las parcelas aun en las testigos. Esto indica que los ensayos con Glifosato y los sistemas de 
aplicación deberían ajustarse a las condiciones del ensayo, aumentando las borduras, la superficie 
de parcelas y el número de repeticiones. Este último punto, es tan esencial como crítico, por el costo 
que el procesamiento de cada muestra implica. 

• Resulta muy Importante la información relevada sobre las diferentes vías de captación y evolución del 
glifosato en el cultivo de soja glifosato resistente, sobre todo en la detección de efectos en rastrojos, 
que pudieron haber incorporado y conservado el glifosato aplicado.

• Los resultados obtenidos, referidos a la presencia de residuos de glifosato y cipermetrina en un suelo 
agrícola de Entre Ríos y los efectos de su biodisponibilidad en especies vegetales sensibles y en oli-
goquetos, impactan en el campo de la producción agrícola y posibilitan dar continuidad  a  través de 
nuevas líneas de investigación en el tema cuyos resultados posibiliten establecer pautas básicas para 
el manejo y aplicación de plaguicidas en los sistemas  agrícolas actuales. A la vez, aportan informa-
ción sobre metodologías que pueden ser empleadas para el seguimiento de prácticas agropecuarias 
orientadas a la sostenibilidad y bajo impacto ambiental.
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