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RESUMEN: Las muestras de suelo se extrajeron
de un lote agricola a dos profundidades

(4y 8 cm)y se colocaron en macetas. Las
mismas, a capacidad de campo, fueron

tratadas con glifosato (1,5 kg/ha). Se probaron

4 tratamientos de suelo: testigo (T0), tratado
(T1), homogeneizado tratado (T2) y esterilizado
tratado (T3). A las 24 y 96 horas desde la
aplicacion se obtuvo de cada muestra el lixiviado
mediante el agregado de agua destilada.

Se mont6 un bioensayo de germinacién con
semillas de Lactuca sativa var. mantecosa,
utilizando cajas Petri con papel de filtro en la
base humedecido con el lixiviado obtenido en
cada tratamiento y un testigo con agua destilada.
Se realizaron 5 repeticiones de 20 semillas cada
una para cada tratamiento y se colocaron en
cédmara a 23°C. A los 4 dias desde la siembra se
midi¢ la longitud radical con calibre digital. Se
realizd el andlisis de la variancia (ANOVA) y se
utilizé la prueba de Duncan (o. 0,05).

Los ensayos indirectos fueron efectivos para
detectar glifosato en muestras de suelo mediante
bioensayos de germinacién. En T3 se registro

el menor crecimiento radical. Se observd que el
factor profundidad de extraccion de la muestra
no fue significativo.

PALABRAS CLAVE: glifosato, muestras de
suelo, lixiviado, bioensayos de germinacion.

SUMMARY: Detection of glyphosate through
trickling of soil samples from an agricultural lot with
Lactuca sativa L. seed germination bioassays.
Soil samples were firstly extracted from an
agricultural lot at 4 and 8 cm depth and were
placed in pots. The same, at field capacity,

were treated with glyphosate (1.5 kg / ha).Four
soil treatments were tried: control (T0), treated
(T1), homogenized treated (T2) and sterilized
treated (T3) treatment. After 24 and 96 hours of
application, the lixiviated liquid was obtained
adding distilled water. A germination bioassay
with lettuce seeds was carried out using Petri
boxes with filter paper wet in lixiviated liquid,
obtained from every treatment, in the bottom
and a control treatment with distilled water. Five
repetitions of 20 seeds each for every treatment
were done and they were put in growth chamber
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at 23°C. Four days after sowing, root length was
measured with digital caliper. ANOVA was done
and Duncan test was applied (o 0.05). Indirect
assays were effective to detect glyphosate in
soil samples using germination bioassays. T3
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showed the least root growth. Depth factor of
sample extraction was not significant.
KEYWORDS: glyphosate, soil samples, lixiviated
liquid, germination assays.

1. Introduccién

Es conocida la importancia del glifosato
en los sistemas agricolas y los beneficios
que ha producido y produce en el sector
agropecuario. Pero también ha crecido en
importancia la alarma y expresiones contra-
rias a su uso, basadas en su supuesta toxi-
cidad y persistencia en los ecosistemas.

El riesgo de lixiviacién de glifosato es
generalmente considerado muy bajo, prin-
cipalmente porque varios estudios han
demostrado que es biodegradable, fuer-
temente adsorbido en suelos y degradado
por microorganismos (1, 2). Esto determina
una escasa movilidad tanto del glifosato
como de su principal metabolito, el &cido
amino metil fosfénico (AMPA). Sin embargo,
otras investigaciones realizadas en suelos
con distintas caracteristicas muestran que
el glifosato no es tan inmovil ni se degrada
tan réapidamente (3).

Estudios de lixiviacion y escurrimiento
indican que el glifosato puede ser transpor-
tado hacia las capas profundas del suelo
debido al flujo preferencial por macropo-
ros o hacia cursos de agua superficiales
cuando su aplicacion se realiza en momen-
tos anteriores a lluvias intensas (4, 5, 6, 7,
8). Investigadores de la Universidad Nacio-
nal de La Plata sostuvieron que las lluvias
disminuyen la concentracién de glifosato en
el suelo pero al mismo tiempo lo transpor-
tan a los arroyos aguas abajo (3).

Por ello, la permanencia del glifosato en
el suelo es relativa, y depende ademas de
las caracteristicas fisicas y quimicas del
mismo. Diversas investigaciones han com-
probado ademas un porcentaje de desor-
cion de glifosato, lo cual es importante ya
que si es lixiviado existiria menor posibili-
dad de que sea degradado y aumentaria el
riesgo de contaminacion (9).

Existen métodos analiticos por cromato-
grafla, que permiten detectar residuos de
glifosato y su metabolito (AMPA), pero esta
técnica resulta costosa, por lo cual se hace
necesario identificar y validar técnicas alter-
nativas, mas econdémicas y sencillas que
resulten igualmente sensibles para la detec-
cién de residuos de glifosato en suelos y
aguas (10).

La Ecotoxicologia es un término usado
para describir el estudio de los efectos
adversos, sobre los organismos de un eco-
sistema, que las sustancias quimicas pue-
den ocasionar cuando son liberadas en el
ambiente. Dentro de los estudios de eco-
toxicidad se realizan las pruebas de toxici-
dad biolégica o bioensayos, en las cuales
se exponen los organismos a diferentes
matrices ambientales conteniendo la sus-
tancia a probar y se evallan los efectos del
medio sobre la sobrevivencia, crecimiento,
reproduccién, comportamiento y otros atri-
butos del organismo ensayado (11). Los
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bioensayos con plantas indicadoras para
la deteccion de residuos de herbicidas son
por lo tanto una posibilidad (12).

Segun Forero et al. en 2004 (10), mediante
detecciones por cromatografia (HPLC) se
puede determinar la cantidad total del herbi-
cida en una muestra (fraccion biodisponible
y no disponible) y mediante los bioensayos
se puede detectar la disponibilidad del com-
puesto que puede ser tomado por el orga-
nismo indicador (fraccién biodisponible). De
alli la importancia de utilizar los bioensayos
como método econdmico y practico para la
deteccion del herbicida.

Aunque se ha avanzado mucho en el
estudio de la accién del glifosato sobre
las malezas y su inocuidad para el cultivo
transgénico, la comprension de sus vias de
degradacion ambientales (persistencia y
destino después de cumplir con su efecto
fitotoxico) permanece incompleta.

Este trabajo tuvo como objetivos detec-
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tar toxicidad por glifosato en el lixiviado de
muestras de suelo mediante bioensayos
de germinacion y evaluar el efecto de la
profundidad de extraccion de muestras de
suelo en la biodisponibilidad de glifosato en
el liquido lixiviado.

2. Materiales y métodos

2.1. Muestras de suelo y lixiviado

Cincuenta muestras de suelo de un lote
agricola del Dpto. Diamante (Entre Rios)
fueron extraidas luego de la cosecha de
trigo y previo a la aplicacién de glifosato
para la siembra de soja (Fig. 1). Las mis-
mas se tomaron en la media loma a dos
profundidades (4 y 8 cm) con muestreador
manual de 7 cm de diametro y 12 cm de
altura, con dispositivo retractil expulsor de
la muestra y se colocaron inmediatamente
en macetas plasticas sopladas n° 8 (7 cm
de diametro y 9 de profundidad), cuidando
de no modificar el perfil.

Figura 1. Lote agricola de donde se obtuvieron las muestras de suelo luego de la cosecha de trigo.
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En laboratorio 20 muestras de cada pro-
fundidad se mantuvieron humedas con
agua destilada hasta su procesamiento.
Las 5 muestras restantes de cada profun-
didad se apartaron para que se sequen
totalmente en forma natural. Cuando estas
macetas estuvieron totalmente secas se
utilizaron para obtener el volumen necesa-
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rio de agua para llevar este suelo a Capa-
cidad de Campo (CC). Para esto se pesa-
ron individualmente en seco y se registré el
dato. Se agregé en cada una un volumen
de agua destilada conocido y se midié el
volumen percolado. Una vez que las mace-
tas no percolaron mas se pesaron nueva-
mente (Tabla 1).

Tabla1. Determinacion de la capacidad de campo (CC) en muestras de suelo en contenedor, a 4 y

8 cm de profundidad. El agua retenida indica la CC.

PS (g) PCC (9) AP (g) Va (ml) Vp (ml) Agua retenida (ml)
4cm 17,3 175,0 57,7 69,0 11,4 57,6
8cm 234,6 328,5 93,9 104,0 10,0 94,0

PS: peso suelo seco. PCC: Peso suelo a CC.

Va: volumen de agua destilada agregada. Vp: volumen de agua destilada percolada.

A partir de este ensayo preliminar (Tabla
1) se pudo establecer que las muestras
secas a 4 cm de profundidad se llevan a CC
con aproximadamente 60 ml de agua desti-
lada y para el caso de 8 cm de profundidad
se requieren aproximadamente 95 ml.

Una vez obtenido este dato, sobre las
mismas macetas se aplic6 un método de
extraccion o percolado Pour Thru (13) con
el cual se recolectan 50 ml de lixiviado de
un suelo o sustrato saturado. A las mace-
tas con muestras de suelo saturado a 4 cm
de profundidad fue necesario agregarles
aproximadamente 60 ml de agua destilada
para que percole un volumen de 50 ml. A
las muestras a 8 cm hubo que incorporarles
aproximadamente 65-70 ml de agua des-
tilada para obtener el volumen de lixiviado
requerido por la técnica.

Las macetas que se mantuvieron hime-
das desde su extraccién en el campo se
rotularon de la siguiente manera: 4T0, 4T1,
4T2, 4T3 para las muestras de 4 cm de
profundidad y 8T0, 8T1, 8T2, 8T3 para las
muestras de 8 cm. Para cada tratamiento
(Tabla 2) se realizaron cinco repeticiones (1
repeticién = 1 maceta).

Tabla 2. Detalle de los tratamientos realizados.

Nomenclatura  Tratamientos

T0 Suelo testigo

T1 Suelo tratado

T2 Suelo homogeneizado tratado
T3 Suelo esterilizado tratado
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Para homogeneizar el suelo del trata-
miento 2 (T2) se vacio el contenido de cada
maceta por separado en un mortero. Se des-
integraron los terrones, se mezclé con ayuda
de una cuchara para homogeneizar y se vol-
vio a colocar el contenido en cada maceta.

En el tratamiento T3 se esterilizd el suelo
en autoclave a 1,1 atm durante 20 minutos.
Para esto se utilizaron frascos de vidrio de
diferentes tamanos tapados con papel alu-
minio. Antes de colocar el suelo en los fras-
cos se regd a CC con agua destilada (pH
corregido en 7).

Una vez esterilizadas y frias, las muestras
fueron colocadas en macetas limpias debi-
damente rotuladas.

Las macetas con muestras de suelo a
CC (de 4y 8 cm) de los tratamientos T1, T2
y T3 fueron distribuidas al azar en una ban-
deja plastica para realizar la aplicacion del
herbicida con pulverizador manual. El pro-

ducto utilizado fue un formulado granulado
de Sal monoamonica de N-fosfonometil gli-
cina (glifosato): 78 g (Equivalente acido gli-
fosato: 71,2 g/100 g). La dosis utilizada fue
la que mas comunmente se utiliza a campo:
1,5 kg/ha.

A las 24 horas desde la aplicacion (HDA)
se realizo el riego de cada maceta para
obtener el volumen percolado mediante el
método de extraccidon explicado anterior-
mente. Para esto se confecciond un dispo-
sitivo para poder apoyar las macetas y asf
conseguir los 50 ml de lixiviado (Fig. 2). A
las 96 horas desde la aplicacion se realizd
el mismo procedimiento que a las 24 HDA,
utilizandose las mismas macetas para obte-
ner los lixiviados.

Al lixiviado de cada maceta se le midié
pH y conductividad eléctrica, datos que se
utilizaron luego para hacer un promedio de
cada tratamiento a las 24 y 96 HDA.

Figura 2. Dispositivo experimental para obtener el percolado.
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2.2. Bioensayos de germinacion

La germinacién en placa de petri esta
muy generalizada, si bien otros métodos
también son utilizados como el ensayo en
arena impregnada con los extractos (14) y
el ensayo directo sobre el sustrato previa-
mente humectado (15, 16, 17). Los ensa-
yos indirectos consisten en germinar semi-
llas en papel de filtro impregnado con los
extractos acuosos del material objeto de
estudio (18, 19, 20).

El bicensayo de germinacién fue reali-
zado con semillas de lechuga pregermi-
nadas en papel humedecido con agua
destilada durante 24 horas en cédmara de
crecimiento a 23 °C.

Del percolado obtenido de cada maceta
se extrajo una alicuota de 3 ml que se utilizd
para humedecer el papel de filtro colocado
en la base de cada caja de Petri de 9 cm
de didmetro correspondiente a cada trata-
miento y repeticion.

Se montd también un testigo con agua
destilada con 10 repeticiones para utilizarlo
como control negativo.

Luego se procedid a la siembra colo-
cando 20 semillas pregerminadas por caja.
Se taparon y llevaron a camara de creci-
miento a 23 °C. A los 4 dias desde la siem-
bra se midié la longitud radical con un cali-
bre digital (= 0,01).

3. Andlisis de datos

Se utilizd un disefio completamente al
azar con arreglo factorial 2 x 2 x 4, siendo
los factores: Profundidad (Prof) con dos
niveles; 4 y 8 cm. Horas desde la aplicacion
(HDA) con dos niveles; 24 y 96 y Tratamien-
tos realizados sobre las muestras de suelo
(Trat) con cuatro niveles; TO, T1, T2y T3.
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Se realiz6 ANOVA y prueba de supues-
tos para verificar la normalidad de los datos
(Shapiro Wilks) y homogeneidad de varian-
zas. Se utilizd la prueba de intervalos multi-
ples de Duncan con un nivel de confianza
del 95 % mediante el software estadistico
InfoStat (21).

4. Resultados

Los valores de pH estuvieron en un rango
de 5,90 y 6,72 en los momentos y profun-
didades evaluadas. No se observaron cam-
bios significativos de pH en los tratamientos
alas 24 y 96 HDA (Tabla 3).

Con respecto a la conductividad eléctrica
(CE), se observd una disminucion impor-
tante en los tratamientos T2y T3 a los 4 y
8 cm de profundidad y en ambos momen-
tos evaluados (Tabla 3). Esta diferencia
podria deberse a que en ambos casos el
agua destilada agregada en las muestras
para obtener el lixiviado percolé a mayor
velocidad, razéon por la cual no se realizd
un arrastre uniforme y por ello se produjo la
disminucion de CE.

En los ensayos con lixiviados extrai-
dos a las 24 horas desde la aplicacion se
puede observar la diferencia de longitud
radical que existe entre tratamientos. No se
advierte diferencia entre las profundidades
evaluadas, dentro de un mismo tratamiento
(Figuras 3ay 4).

A las 96 HDA se ve un mayor crecimiento
de la raiz en todos los tratamientos al com-
pararlos con el ensayo de 24 HDA. Las lon-
gitudes radicales tienden a equipararse
entre tratamientos (Figuras 3by 5).

La longitud radical del testigo agua desti-
lada fue mayor (32,99 mm) que en los trata-
mientos con lixiviados.
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Tabla 3. Valores promedios de pH y conductividad eléctrica (CE) para cada tratamiento y profundi-
dad de suelo a las 24 horas después de la aplicacion del producto herbicida.

24 HDA 96 HDA

Profundidad Tratamientos pH CE (uS/cm) pH CE (uS/cm)
4cm T0 5,90 234 5,90 234

T 6,08 318 6,20 298

T2 5,96 176 6,04 68

T3 6,38 168 6,72 65
8cm T0 5,92 239 592 239

T 5,92 306 5,94 215

T2 6,05 546 5,95 228

T3 6,42 230 6,51 138

Figura 3. Longitud radical (mm) de plantulas de lechuga creciendo en lixiviados de muestras de
suelo de 4 y 8 cm de profundidad: a) a las 24 horas después de la aplicacién del herbicida y b)
a las 96 horas después de la aplicacion. El testigo agua destilada registré un valor promedio de
32,99 mm, superior a los tratamientos.

a) b)
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Figura 4. Plantulas de lechuga luego de la exposicion a lixiviados de muestras de suelo de 4 cm de
profundidad a las 24 horas después de la aplicacién, en los cuatro tratamientos (T).

Testigo
agua destilada

Figura 5. Plantulas de lechuga luego de la exposicién a lixiviados de muestras de suelo de 4 cm de

profundidad a las 96 horas después de la aplicacién, en los cuatro tratamientos (T).

Respecto a la longitud radical (Tabla 4),
se observa que no es significativa la inte-
raccion entre la profundidad a la que se
extraiga la muestra y las horas desde la apli-
cacion (Prof*HDA). Tampoco es significativa
la interaccion entre la profundidad a la que
se extraiga la muestra y los tratamientos que
se le apliquen a las mismas (Prof*Trat).

En cuanto a la interacciéon HDA*Trat
se observa que es estadisticamente sig-

nificativa. Es decir que la longitud radical
depende de la combinacion HDA y Trat, por
lo que es conveniente realizar pruebas de
diferencias de medias entre horas desde la
aplicacién para un mismo tratamiento de
suelo (o diferencia de medias entre trata-
mientos a 24 HDA 'y luego a 96 HDA).

La interaccion triple Prof*HDA*Trat no
muestra diferencias estadisticamente signi-
ficativas.
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Tabla 4. Cuadro de andlisis de variancia para la variable longitud radical y las interacciones del
modelo. Estadisticos del modelo: N= 76; 12 0,50; CV (%) 18,83; F (4,0) y p (0,0001).

FV SC gl CM F Valor-p
Modelo 1523,03 15 101,54 4,00 0,0001
Prof 7,70 1 7,70 0,30 0,5838
HDA 583,33 1 583,33 22,99 <0,0001
Trat 576,31 3 192,10 7,57 0,0002
Prof*HDA 35,72 1 35,72 1,41 0,2401
Prof*Trat 47,27 3 15,76 0,62 0,6041
HDA*Trat 277,56 3 92,52 3,65 0,0175
Prof*HDA*Trat 17,28 3 5,76 0,23 0,8772
Error 1522,16 60 25,37

Total 3045,18 75

Referencias: Prof, profundidad; HDA, horas desde la aplicacién; Trat, tratamientos.

Si se examina la significacion de los efec-  las horas transcurridas desde la aplicacion
tos principales (Tabla 4) no resulta signifi- (HDA) y de los tratamientos empleados
cativa la profundidad a la que se extraiga (Trat) sobre la longitud radical.
la muestra. Si fue significativo el efecto de

Tabla 5. Pruebas de comparaciones multiples de Duncan (a.=0,05) para la interaccién tratamientos
(Trat) x horas desde la aplicacion del producto herbicida (HDA).

HDA Trat Medias n E.E.

24 T3 20,25 9 1,69 A

24 T2 22,09 10 1,59 A B

24 T 23,09 10 1,59 A B C

96 T3 26,90 10 1,59 B C D

96 T 27,86 10 1,59 C D

24 T0 31,15 9 1,69 D E
96 T0 31,15 9 1,69 D E
96 T2 32,93 9 1,69 E

Medias con una letra comdn no son significativamente diferente (p<= 0,05)
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Analizando la informacion de la Tabla 5
y sus valores medios (Figura 6) se puede
decir que TO y T1 no presentan diferencias
estadisticamente significativas en la longi-
tud radicular entre 24 y 96 HDA. EIl T2 pre-
senta diferencias significativas entre los
dos momentos de observacion y a las 96
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HDA crecidé mas, y el T3 presenta diferen-
cias estadisticamente significativas entre
24y 96 HDA.

Para 24 HDA (Fig. 7), el TO difiere signi-
ficativamente de T1, T2 y T3. Para 96 HDA
T2 difiere significativamente de los demés
tratamientos.

Figura 6. Promedios de longitud radical, segun tratamientos (T) para 24 y 96 horas después de la

aplicacion.
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El tratamiento TO es el suelo testigo sin
aplicacion de herbicida por lo que no varia
su crecimiento entre los momentos eva-
luados después de la aplicacion. El trata-
miento control, realizado con papel de filtro
y agua destilada (sin suelo), tuvo un cre-
cimiento similar al TO (32,99 vs 31,14 mm,
respectivamente) no presentando diferen-
cias significativas, lo cual indicarfa que el
extracto de suelo no tuvo aportes significa-
tivos de nutrientes que mejoraran el creci-
miento radical como podria esperarse.

En el tratamiento T1 (suelo tratado con
glifosato sin modificacién de su perfil) y T2
(suelo homogeneizado tratado) se ven cre-
cimientos radicales diferentes al compa-
rar 24 y 96 horas desde la aplicacion. En el
caso de T1 la diferencia en crecimiento fue
del 17 % pero no fue estadisticamente signi-
ficativo. En T2 hubo diferencias significativas
entre los dos momentos ensayados y a las
96 HDA crecié un 33 % mas. El mayor creci-
miento registrado en T2 a las 96 HDA pudo
deberse a que en el tiempo transcurrido,
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hubo degradaciéon del producto, por lo cual
se colecto menos cantidad en el lixiviado y
la respuesta al crecimiento fue mayor.

De todos los tratamientos evaluados se
observé que en el que menos crecieron las
raices de lechuga fue en el T3. Las mues-
tras en este tratamiento fueron esterilizadas
antes de la aplicacién. Con esto se preten-
dfa eliminar los microorganismos de suelo
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que, segun la bibliografia (1, 2), son uno de
los principales agentes que inmovilizan y
degradan el glifosato y su metabolito. Las
diferencias en el crecimiento de la raiz entre
los momentos ensayados fueron estadisti-
camente significativas y de menor valor res-
pecto al resto de los tratamientos, lo cual
indicarfa que en el suelo quedd mas pro-
ducto herbicida sin degradar.

Figura 7. Promedios de longitud radical, segun horas de aplicacién (HDA) para cada tratamiento (T).
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5. Conclusiones

Los ensayos indirectos, como método
extractivo de lixiviado, fueron efectivos para
detectar toxicidad por glifosato en muestras
de suelo mediante la técnica de bioensayos
de germinacion.

Como las interacciones que incluyen
el factor profundidad de extraccion de la
muestra no fueron significativas, se podria
eliminar este factor en futuros ensayos ya
que no tiene influencia estadisticamente
significativa en los resultados.
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