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RESUMEN
El objetivo del presente trabajo fue evaluar, a través de ensayos cré-
nicos de 21 dias, los efectos de cuatro formulaciones comerciales de
glifosato (Eskoba® (Red Surcos), Panzer Gold® (Dow Agrosciences),
Sulfosato Touchdown® (Syngenta Agro) y Roundup Ultramax® (Mon-
santo)) sobre atributos de historia de vida y el parametro poblacional
R,de Daphnia magnay Ceriodaphnia dubia. La fecundidad fue el atri-
buto mas afectado en las dos especies. Se registraron alteraciones
en el ciclo de vida por la produccién de huevos abortados y efipios
en D. magna expuestos a 0,15y 0,62 mg e.a L' de Panzer Gold®. Ade-
mas, a0,1y0,31 mg e.a L' delos dos formulados de mayor toxicidad
(Sulfosato Touchdown® y Panzer Gold®), R para las dos especies de
claddceros fue <1, condicidon que indicaria una disminucién pobla-
cional y posible extincion local en los ambientes perturbados por los
herbicidas evaluados. Se destaca la importancia de profundizar el
conocimiento de los efectos subletales de formulaciones que tienen
al glifosato como principio activo, mediante el andlisis de componen-

tes clave del ciclo de vida de las especies acuaticas.
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ABSTRACT
The objective of this work was to evaluate through 21 days chronic
tests, the effects of four commercial formulations of glyphosate
(Eskoba® (Red Surcos), Panzer Gold® (Dow Agrosciences), Sulfosato
Touchdown® (Syngenta Agro) and Roundup Ultramax® (Monsanto))
on attributes of life history and the population parameter R_of Daph-
nia magna and Ceriodaphnia dubia. Fertility was the life history at-
tribute most affected in the two species. Changes occurred in the
life cycle through the production of aborted eggs and ephippia in D.
magna exposed to 0.15 and 0.62 a.e mg L of Panzer Gold®. In addi-
tion, 0.1 and 0.31 a.e mg L of the two formulations of greater toxicity
(Sulfosato Touchdown® and Panzer Gold®), R, for the two species of
cladocerans was <1, condition that would indicate a population de-
cline and possible local extinction. The importance of further study-
ing on sublethal effects of glyphosate formulations on key attributes

of the life cycle of aquatic species is discussed.

Key words:
herbicides, zooplankton, life history attributes.
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INTRODUCCION

Argentina es el tercer productor mundial de soja, luego de Brasil y Estados Unidos, con
una produccion anual de 57 millones de toneladas, segun las estimaciones de USDA
(2015). Su cultivo se desarrolla con la tecnologia de siembra directa (labranza cero, se-
millas genéticamente modificadas resistentes al glifosato y fumigacion con glifosato
para controlar las malezas). Segun CASAFE (2013), en Argentina el glifosato ([N-fosfo-
nometil] glicina) es el herbicida mas aplicado (180 millones de litros por afio) y tiene el
volumen de produccion y uso mas alto del mundo. Recientemente fue reclasificado por
la Agencia Internacional para la Investigacién sobre el Cancer (WHO, 2015) en el grupo
2A como probablemente cancerigeno para el ser humano, condicién que intensificé el
estudio de sus posibles efectos en distintos organismos no-blanco.

El glifosato puede ingresar a los sistemas de agua superficiales provocando contami-
nacién puntual, en el caso de las aplicaciones directas sobre los cuerpos de agua o por
el lavado en rios y arroyos de bidones o maquinas aplicadoras. También puede generar
contaminacién difusa de los sistemas acuaticos mediante deriva o escorrentia de agua
de lluvia (Ayarragaray et al., 2014; Struger et al., 2015).

Si bien son conocidos los efectos negativos del glifosato sobre diferentes indicadores
biolégicos (Vendrell et al., 2009; Mugni et al., 2011; UrenWebster et al., 2014; Brodeur et
al., 2014), el herbicida se aplica junto con diversos aditivos y coadyuvantes para mejo-
rar su eficiencia. Esta situacion determina que resulte dificil extrapolar la toxicidad del
principio activo a la posible toxicidad de las formulaciones comerciales.

Muy frecuentemente, en los sistemas naturales se encuentran concentraciones bajas
de plaguicidas que pueden estar por debajo de los niveles guia permitidos o resultar
inocuas para los organismos en el corto plazo. Sin embargo es de suma importancia co-
nocer los efectos que pueden causar concentraciones bajas y ambientalmente relevan-
tes en el largo plazo sobre poblaciones de organismos no-blanco expuestas durante
un periodo de tiempo lo suficientemente prolongando, que permita poner en eviden-
cia efectos subletales en atributos de historia de vida y pardmetros poblacionales. Entre
ellos, la supervivencia, el crecimiento, la fecundidad y la madurez sexual son indicado-
res de la estabilidad de una poblacién y de su capacidad potencial para mantenerse
en el tiempo en los ecosistemas (Rand et al., 1995). Los cambios en la asignacién de la
energia pueden alterar el fitness, adecuacion biolégica o desempefio del organismo,
el cual es una medida de la capacidad reproductiva del mismo. En los sistemas acuati-
cos la comunidad plancténica es la mas sensible a los cambios en la calidad de agua y
sus alteraciones podran afectar a los niveles tréficos adyacentes y provocar efectos top
down y bottom up (Hanazato, 2001; McCormick & Cairns, 1997). Las respuestas del zoo-
plancton ante estimulos adversos pueden ser morfoldgicas, cambios en el ciclo de vida
(e.g. huevos de resistencia) o de comportamiento (Lass & Spaak, 2003). En este contex-
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to, y teniendo en cuenta la importancia del zooplancton en las cadenas tréficas acuati-
cas y la necesidad de conocer los efectos de concentraciones subletales de diferentes
formulaciones comerciales de glifosato sobre especies no-blanco, en este trabajo se
seleccionaron cuatro formulados de glifosato de uso frecuente en la pampa argentina.
Se realizaron ensayos crénicos para evaluar comparativamente sus efectos sobre atri-
butos poblacionales de dos especies de cladéceros utilizados como modelos biolégi-
cos: una especie de cladécero muy frecuente en los sistemas acuéticos continentales
de la region Neotropical y por ende en la regién pampasica de Argentina (Ceriodaphnia
dubia) y otra de distribucién holartica (Daphnia magna). Si bien esta ultima especie ha
sido estudiada a nivel mundial, especies de importancia regional son menos tolerantes
a herbicidas (UNL, 2010), por lo cual es necesario profundizar el conocimiento de sus
efectos sobre nuestras especies silvestres.

MATERIALES Y METODOS

Para establecer los cultivos stock de microcrustaceos, D. magna se mantuvo en medio
sintético compuesto por 0,13 gK,SO,, 1,12 g CaCl,, 1 g NaHCO, disuelto en 5 L de agua
destilada y C. dubia en medio propuesto por APHA (1998): 2,4 g SO,Mg, 3.84 g NaHCO,,
0,16 g KCly 2,4 g CaSO,.2H,0 disuelto en 20 L de agua destilada. Los organismos fueron
alimentados tres veces por semana (cada 48 h) con Chlorella vulgaris (absorbancia=1,5
A, 650 nm) y mantenidos en cdmara de cultivo en condiciones controladas y constantes:
fotoperiodo 16L: 80 y temperatura 20£1 °C.

Se seleccionaron cuatro formulaciones de glifosato: Eskoba® (Red Surcos) 48 % (p/v)
de sal de isopropilamina [N-(fosfonometil) glicinal, Panzer Gold® (Dow Agrosciences)
60,8 % (p/v) sal de dimetilamina-[N-(fosfonometil) glicina], Sulfosato Touchdown®
(Syngenta Agro) 62 % (p/v) sal potasica del &cido-[N—(fosfonometil) glicina] y Roundup
Ultramax® (Monsanto) 74,7 (p/p) de sal monoaménica—[N-(fosfonometil) glicina] (CA-
SAFE, 2013), que se encuentran entre las mas utilizadas en la pampayy en el litoral fluvial
de Argentina (CONICET, 2009; UNL, 2010), las dos ecorregiones de mayor productividad
sojera de Argentina.

Previamente a los ensayos, se prepararon soluciones madres de 1000 mg e.a. L' de
los cuatro formulados en agua bidestilada estéril que se mantuvieron en oscuridad a
-4 °C hasta su andlisis. La determinacién analitica se llevé a cabo por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién (HPLC) cromatégrafo Dionex DX-100 ion, bajo las siguien-
tes condiciones: Columna cromatografica: Phenomenex Luna® NH,, 5 um; 250 mm x
3 mm; Fase mévil: Fosfato de potasio monobasico 50 mM (pH 6)/Acetonitrilo (60:40);
Solvente de disolucion de muestras: Tetraborato de sodio 25 mM; Caudal: 0,8 mL min™;
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Temperatura de horno: 40 °C; Detector: Fluorescencia; Detecciéon: Longitud de onda de
excitacion: 206 nm; Longitud de onda de emisién: 320 nm; Tiempo de analisis: 25 minu-
tos; Volumen de muestra a inyectar: 25 pL; Tratamiento de las muestras: Derivatizacion
precolumna con FMOC-CI (9-fluorenilmetil cloroformiato).

La concentracion de glifosato de las soluciones madres fueron: 1067; 1091; 914y 993
mg e.a L' en los formulados Eskoba®, Sulfosato Touchdown®, Panzer Gold® y Roundup
Ultramax®, respectivamente. Estas soluciones se usaron para preparar cada una de las
concentraciones definitivas ensayadas en este trabajo.

Se realizaron ensayos de toxicidad crénicos (21 dias), con neonatos (< 24 h) de D.
magna y C. dubia expuestos a concentraciones de las cuatro formulaciones anterior-
mente mencionadas. Como criterio de seleccion de concentraciones a utilizar, en este
trabajo se consideraron valores cercanos e inferiores a las 48h-CL,  obtenidos para am-
bas especies (datos no publicados).

Para realizar los ensayos con Eskoba®, se emplearon las siguientes concentraciones
nominales, con un factor de dilucién que estuvo entre 1,5y 2: 15 (C1), 10 (C2) y 5 (C3)
y 2,5 (C4) mge.a L' para D. magnay 10 (C1),5 (C2) y 2,5 (C3) y 1,25 (C4) mg e.a L' para
C.dubia. En los ensayos con Panzer Gold": 0,62 (C1), 0,31 (C2) y 0,15 (C3) mg e.a L para
D.magnay 0,25 (C1), 0,125 (C2) y 0,062 (C3) para C.dubia. En los ensayos con Sulfosato
Touchdown’: 0,4 (C1), 0,2 (C2) y 0,1 (C3) mg e.a L' para D.magnay 0,1(C1), 0,06 (C2) y
0,04 (C3) mg e.a L para C. dubia y en los ensayos con Roundup Ultramax®: 1,45 (C1),
0,725 (C2)y 0,362 (C3) mg e.a L' para D.magnay 1,12 (C1), 0,56 (C2), 0,28 (C3) y 0,14 (C4)
mg e.a L para C.dubia. Se realizaron 10 réplicas por concentracién y un control bajo
condiciones idénticas al cultivo stock. Los cladéceros fueron alimentados tres veces por
semana (cada 48 h) con 40 uL de C. vulgaris (absorbancia = 1.5 A, 650 nm). Los valores
de pH y oxigeno disuelto (OD, mgL") fueron registrados al comenzar y finalizar cada
ensayo con el fin de corroborar que se encuentren dentro de los rangos propuestos por
APHA (1998). Tres veces por semana (cada 48 h) se registré el nUmero de organismos
vivos y muertos (como medida de la supervivencia), el nUmero de crias o neonatos
(como medida de la fecundidad), la edad de la primera reproducciéon (como medida de
la madurez sexual) y el nimero de mudas (como medida del crecimiento). Con estos
datos se calcularon los siguientes atributos de historia de vida: supervivencia, fecundi-
dad, edad de madurez sexual y crecimiento respectivamente. También se determiné el
parametro poblacional R (tasa reproductiva neta) para cada cohorte segun la ecuacion
(1), propuesta por Pianka (1982).

M R, =X (Ix-mx)

donde R :tasa reproductiva neta, Ix: sobrevivencia a la edad x, y mx: fecundidad a la edad x.
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Posibles diferencias significativas entre los tratamientos (con glifosato) y sus controles
(sin glifosato) para cada una de las especies, tomando como variables dependientes la su-
pervivencia, la fecundidad, la edad de madurez sexual y el crecimiento, fueron analizadas
con ANOVA y post test de Tukey-Kramer con un nivel de confianza del 95 %, previa com-
probacién de la normalidad y homocedasticidad de los datos (Sokal & Rohlf, 1969). Todos
los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa GraphPad InfoStat (2004).

RESULTADOS
La fecundidad fue el atributo mas afectado por los cuatro formulados comerciales de
glifosato. La Tabla 1 muestra los valores de p correspondientes a los analisis de la va-
rianza (ANOVA) con postest de Tukey-Kramer para los atributos de historia de vida de
D. magna y C. dubia analizados, luego de ser expuestas a las cuatro formulaciones de
glifosato con relacién al control sin glifosato.

La edad de primera reproducciéon de D. magna mostré diferencias significativas
(p<0,05) con el control en todas las concentraciones ensayadas, excepto cuando es-
tuvo expuesta a C3 (0,362 mg e.a L") de Roundup Ultramax®. En el caso de C. dubia,
este parametro mostro diferencias significativas (p<0,05) en 0,1 mg e.a L' de Sulfosato
Touchdown®; 0,25 mg e.a L' de Panzer Gold®y 1,12 mg e.a L de Roundup Ultramax®.

En el ensayo con D.magna, expuesta a Panzer Gold®en C1 (0,62 mge.a L")y C2 (0,31
mg e.a L"), se observé un total de 7 huevos abortados. También se registré la formacion
de un efipio (huevo de resistencia en cladéceros) a los 17 dias. Se destaca que en las
dos concentraciones mencionadas tampoco se registraron eventos reproductivos. Si
bien en C3 (0,15 mg e.a L"), se produjeron neonatos, a los dias 12, 15y 16 se registraron
4 huevos abortados.

En la Tabla 2 se puede observar que a concentraciones de Panzer Gold®y Sulfosato
Touchdown® (los dos formulados de mayor toxicidad) en concentraciones entre 0,31y
0,1 mgeaL’, los valores de R obtenidos para D. magnay C. dubia fueron <1.
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Supervivencia Fecundidad N° de Mudas
D.magna (. dubia D.magna (. dubia D.magna (. dubia
Eskoba®

Control vs C, * * - - * *
Control vs C, ns * * - ns *
Control vs C, ns ns * * ns ns
Control vs C, ns ns * ns ns ns
Panzer Gold®

Control vs C, ns ns - * ns *
Control vs C, ns ns - * ns ns
Control vs C, ns ns * ns ns ns

Roundup Ultramax®
Control vs C, ns * * ¥ ns *
Control vs C, ns ns * * ns *
Control vs C, ns ns * ¥ ns *
Control vs C, ns * ns
Sulfosato Touchdown®

Control vs C, ns ¥ - * ns *
Control vs C, ns ns * * ns ns
Control vs C, ns ns * ns ns ns

Tabla 1. Andlisis de la varianza (ANOVA) con post test de Tukey—Kramer
para supervivencia, fecundidad y nimero de mudas de D. magna (izquierda) y C. dubia (derecha)
luego de ser expuesta a cuatro formulaciones de glifosato durante 21 dias.

ns: no significativo; (*) diferencias significativas (p<0.05); (—) sin eventos reproductivos.
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Ro
D. magna C. dubia

Control 3,55 2,56
Eskoba®

a 0 0

Q 0,51 0

a 0,77 1,45

4 123 2,12

Roundup Ultramax®

a 041 0,05

Q 0,67 0,63

a 1,65 1,1

4 13

Panzer Gold®

a 0 0,89

Q 0 1,28

a 1,04 2,26

Sulfosato Touchdown®

a 0 0,65

Q 0,13 15

a 0.2 232

Tabla 2. Tasa reproductiva neta (R ) calculada para cada uno de las concentraciones
ensayadas de cuatro formulados con glifosato y controles, en ensayos cronicos de 21 dias.

DISCUSION
La toxicidad de las formulaciones de glifosato pueden presentar variaciones segun la
especie que sea considerada como modelo bioldgico y la presentacién comercial que
sea evaluada (Dominguez-Cortinas et al., 2008; Raipulis et al., 2009).
En este trabajo se mostré que la fecundidad fue el atributo mas sensible, mientras que
la supervivencia mostr6 pocas diferencias entre los tratamientos y controles para las dos
especies de cladéceros estudiadas. Melnichuk et al. (2007) reportaron una disminucién
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en la fecundidad de Ceriodaphnia affinis a concentraciones muy bajas (de hasta 0,01 mg
L") en ensayos con el formulado comercial Fakel® (48 % e.a glifosato-IPA). La presencia
de huevos sin eclosionar o embriones abortados, también fue reportada por Cuhra et
al., (2013), luego de exponer a D. magna a 1,35 mg L' de Roundup® en ensayos crénicos.

Los resultados obtenidos en este trabajo aportan a la teoria ecofisiolégica, en el senti-
do de que la supervivencia es el rasgo de historia de vida mas importante de conservar;
para cumplir con este objetivo los organismos pueden adoptar una estrategia de tra-
de-off, que implica disminuir otras funciones bioldgicas, como la movilidad, la madurez
sexual, la fecundidad e incluso el crecimiento, para poder sobrevivir a eventos de estrés
(Dodson & Hanazato, 1995). La contaminacién ambiental por agroquimicos expone a
organismos no-blanco a la urgencia de responder rapida y eficientemente a eventos
de estrés debiendo efectuar un balance entre las distintas demandas energéticas en
conflicto. En este sentido, la necesidad de eliminar una sustancia toxica puede romper
el equilibrio entre los diferentes componentes del presupuesto energético, causando
modificaciones en la dindmica poblacional. Segun Sibly & Calow (1989), puede estable-
cerse un compromiso entre la capacidad de sobrevivir al toxico, la tasa de crecimiento
y la fecundidad. Por otro lado, Calow & Sibly (1990) y Stearns (1993) reportaron que
los organismos generalmente no aportan recursos a todas las funciones que pueden
estar involucradas en una situacion de estrés. En este contexto, este trabajo mostrd
que las dos especies de clad6ceros utilizadas como organismos test asignaron mayores
recursos energéticos a la supervivencia, en detrimento de la fecundidad, en todos los
formulados de glifosato evaluados. Sin embargo, tales desbalances pueden tener con-
secuencias ecoldgicas de relevancia a nivel poblacional, comunitario y ecosistémico.

Las dos especies estudiadas en este trabajo mostraron retraso en el inicio de la pri-
mera reproduccion. Resultados similares fueron reportados por Papchenkova et al.,
(2009) y Gagneten et al., (2014) luego de exponer a C. reticulatay D. magna al formula-
do comercial Roundup®y Ron-do®, respectivamente. Por otra parte, Reno et al. (2014)
informaron que en el cladécero Simocephalus vetulus se atrasoé la edad de la primera
reproduccién asi como en el copépodo Notodiaptomus conifer el tiempo para alcanzar
el estado adulto (pasando de copepodito 5 a copepodito 6). Las mencionadas modifi-
caciones en el ciclo de vida se registraron en ejemplares de ambas especies que sobre-
vivieron a una exposicion aguda (48 h) del formulado con glifosato, Eskoba®.

La formacién de los huevos abortados en los ensayos con D. magna, expuestaa C1y
C2 de Panzer Gold®asi como la formacién de un efipio a los 17 dias de exposicién pue-
den interpretarse como respuestas adaptativa de evasion ante el efecto prolongado
de un téxico. Cabe destacar ademds que en las dos concentraciones mencionadas esta
especie tampoco se reprodujo. Como sefalan Lass & Spaak (2003), los cambios en la
asignacion de la energia pueden alterar el fitness o adecuacién bioldgica del organis-
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mo, el cual es una medida de su capacidad reproductiva. En este contexto, el cladécero
no estaria invirtiendo los recursos energéticos asignados a la reproduccion en la forma-
cién de neonatos (con escasas probabilidades de supervivencia) sino a la formacion de
huevos de resistencia, con mayores probabilidades de supervivencia futura (en el caso
de cesar la exposicion al toxico).

En tanto, algunos estudios que evaluaron toxicidad del glifosato comunicaron efectos
negativos y significativos sobre diversos rasgos de historia de vida del zooplancton (Chu
et al.,, 2005; Gagneten et al., 2014). Ceresoli & Gagneten (2003) demostraron que la tasa
neta de crecimiento poblacional (R ) es un buen parametro de adecuacion biolégica en
ensayos cronicos de exposicion continua y enfatizan la importancia de considerar pa-
rametros poblacionales integradores y no sélo la mortalidad, punto final cominmente
utilizado en ensayos de toxicidad aguda. La comparacién de los valores de R obtenidos
para los cuatro formulados aqui estudiados, permitié conocer sus efectos sobre ambos
atributos combinados: la supervivencia y la reproduccién de D. magna'y C. dubia.

Las diferencias encontradas para R  a similares concentraciones de glifosato, podrian
ser atribuidas a la variedad de compuestos que forman estas formulaciones comercia-
les, independientemente del % de principio activo declarado en el formulado comer-
cial. Sin embargo, esta informacién no esta disponible en el marbete de los productos
que se comercializan, lo cual genera incerteza acerca de su toxicidad real, tal como fue-
ra sefialado por Nielsen (2013) y Annett et al., (2014). Estos autores sostienen que en las
formulaciones comerciales se debe reportar la toxicidad de las presentaciones de her-
bicidas que se ofrecen en el mercado, indicando si la misma corresponde al principio
activo, a los coadyudantes o al efecto conjunto de ambos.

En este trabajo se evaluaron concentraciones de glifosato que estan cercanas o por
debajo de las encontradas en el ambiente (0,0005 - 0,56 mg kg en material particula-
do en suspensién segun datos informados por Aparicio et al, 2013) y las informadas por
la Subsecretaria de Recursos Hidricos de la Republica Argentina (2003), (< 0,24 mg/L")
y el Ministerio de Ambiente de Canada (2,7 y 0,8 mg L"), para exposiciones cortas y pro-
longadas, respectivamente) como valores guia para la proteccién de la biota acuatica
y en las cuales R fue< 1. Esta condicién indicaria una disminuciéon poblacional de las
dos especies de microcrustaceos, lo que pondria en peligro la permanencia de ambas
especies en los ecosistemas acuéticos expuestos al vertido de los plaguicidas mencio-
nados en este estudio.

Cabe destacar que los valores guias de glifosato para la proteccién de la biota acua-
tica informados por los dos entes reguladores mencionados anteriormente se esta-
blecieron sobre determinaciones realizadas en agua dulce superficial. Sin embargo,
Aparicio et al., (2013) y Ayarragaray et al., (2014), cuando analizaron cuerpos de agua

NATURA NEOTROPICALIS 47 | 1| 2016



| 17

superficiales en zonas agricolas de la pampa Argentina, encontraron valores de glifosa-
to mayores en material particulado en suspensién que en el agua. La determinacién de
plaguicidas en material particulado en suspensién no es una practica habitual de mo-
nitoreo en estudios ecotoxicoldgicos. No obstante, la unién del glifosato a esta matriz
aumentaria la toxicidad de este compuesto para organismos que poseen una alimenta-
cién suspensivora por filtracién tales como la mayor parte de las especies zoopancténi-
cas, entre ellas, los cladéceros plancténicos. En este escenario, los actuales niveles guias
basados en una sola matriz de andlisis —el agua dulce superficial— y consignando sélo
el principio activo, no estarian teniendo en consideracion la proteccion de la biota en
general y las especies no-blanco en particular, que son de gran relevancia para el man-
tenimiento de la salud ecosistémica.

CONCLUSIONES

El presente trabajo aporta informacion relevante sobre los efectos de formulaciones
comerciales de glifosato a concentraciones subletales, sobre una especie de microcrus-
taceo de distribucién neotropical de gran relevancia en ecosistemas acuaticos conti-
nentales de la regidon pampasica argentina, y de una especie de distribucion holartica,
datos que pueden ser utilizados en ecosistemas donde las especies son abundantes o
frecuentes. Ademas, se destaca la necesidad de desarrollar valores guia que incluyan
determinaciones ambientales en diferentes matrices, la importancia de realizar ensa-
yos crénicos considerando el ciclo de vida completo de las especies, no sélo la morta-
lidad sino también otros atributos de historia de vida y parametros poblaciones inte-
gradores. Este enfoque integrador permitiria desarrollar evaluaciones de riesgos mas
adecuadas que permitan una gestién integral de los plaguicidas.
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