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RESUMEN

La Argentina ha incrementado ampliamente la superficie de cultivos transgénicos resistentes al glifosato, siendo
el Roundup®Max uno de los formulados comerciales de mayor uso. Considerando el impacto que las practicas
agricolas ocasionan sobre ambientes acuéaticos vecinos a agroecosistemas, es importante estudiar la sensibilidad de
especies no blanco a los productos utilizados en las mismas. Se evalud la respuesta de la macroéfita Lemna gibba L. al
Roundup®Max en ensayos estandarizados de laboratorio y a campo. La fitotoxicidad del formulado en el laboratorio
se evaluo sobre la tasa de multiplicacion (TM) y el contenido de clorofila (CTC). La TM se inhibid a partir de 1 mg/L de
principio activo (p.a.) y el CTC a 7.5 mg p.a./L, observandose ademéas reduccion en el crecimiento foliar y radical. Los
efectos variaron a lo largo del ensayo: a bajas concentraciones la toxicidad inicial es mayor, disminuyendo a lo largo
de la exposicion, mientras que a concentraciones mayores la toxicidad se incrementa con el tiempo de ensayo. En dos
estudios a campo en limnocorrales localizados en un arroyo adyacente a un cultivo, se observé que la aplicacion de
Roundup®Max (1 kg/ha) en el cultivo, inhibié significativamente la produccion de biomasa seca (35.5 %) y el CTC (75.5
%), en una primer aplicacion, y solamente el CTC (53.9 %), en la segunda aplicacion. El impacto por deriva, no mostro
efectos en el escenario estudiado. Los niveles de glifosato esperados y medidos en el arroyo donde se emplazaron los
limnocorrales, produjeron fitotoxicidad significativa en L. gibba en ensayos de laboratorio.
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ABSTRACT
The use of the herbicide formulate Roundup® in transgenic crops of the Pampa’s plains of Argentina has extensively
increased, though there is scarce information on its impact on non-target vascular plants from agro-ecosystem related
surface waters. Within this frame, the sensitivity of the macrophyte Lemna gibba L. to Roundup® Max was studied in
standardized laboratory conditions and field experiments. In the laboratory, phytotoxic effects were assessed on the
growth rate (GR) and total chlorophyll content (TCC). The GR was affected at 1 mg/L and TCC at 7.5 mg/L as active
ingredient. Effects varied along testing time: toxicity was higher at low concentrations at the beginning, but diminishing
during exposure, while at higher concentrations toxicity increments during testing. Also, a reduction of frond and root
growth was detected. Field experiments with caged plants placed close to field crops showed an inhibition of 35.5 %
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in biomass production (dry weight) and 75.5 % in TCC when a dose of 1 kg/ha was applied. Although, in a second dose,
only an inhibition effect on TCC of 53.9 % was detected. The assessment of the herbicide drift did not show an influence
of this exposure route on the plants for the studied scenery. The lowest glyphosate concentration producing an effect
in the laboratory is in agreement with the detected levels of the herbicide in the water body associated with effects in

field experiments.
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INTRODUCCION

Dentro de los paises de América Latina, Argentina tiene
desde la Gltima década el liderazgo en la implementacion de
cultivos genéticamente modificados (Pengue, 2000; Mentaberry,
2001). Mas del 95 % de las hectareas sembradas con soja
corresponden a la variedad transgénica resistente al glifosato
(soja RR), cultivada mediante la técnica de siembra directa. Esta
practica agricola implica el uso exclusivo del glifosato como
herbicida y de diferentes insecticidas como la cipermetrina, el
clorpirifos y el endosulfan para el control de diferentes plagas.
Dependiendo del estado del cultivo, los productos formulados de
glifosato o de insecticidas, se aplican solos o como diferentes
mezclas (Pengue, 2000; Jergentz et al., 2004). Teniendo en cuenta
que la superficie sembrada con soja resistente al glifosato ha
superado los 12 millones de hectareas y que consecuentemente
se produjo un aumento significativo del consumo de este herbi-
cida (Satorre, 2005; Trigo, 2005), se ha planteado la necesidad de
realizar estudios que permitan conocer el impacto que generan
los plaguicidas utilizados en estas practicas agricolas sobre los
ecosistemas, en particular el herbicida glifosato.

Existen diversos antecedentes bibliograficos sobre elimpac-
to de herbicidas sobre especies vegetales acuaticas no blanco
representativas de distintos ambientes (Lockhart et al,1989;
Peterson et al,,1994; Boutin et al., 1995; Ralph, 2000; Michel et al.,
2004) y en el contexto de cultivos genéticamente modificados que
usan glifosato (Blackburn & Boutin, 2003; Tsui & Chu, 2003), aun-
que solo recientemente se han iniciado estudios sobre los efec-
tos en la flora de la region pampasica (Martin et al., 2003). Segln
los resultados obtenidos por diferentes autores que evaluaron
la toxicidad en lemnaceas en particular, el glifosato es de baja
fitotoxicidad en comparacion a otros herbicidas con otro modo de
accion (Lockhart et al, 1989; Peterson et al., 1994; Paradiso Giles,
2000; Michel et al., 2004). No obstante, debido a la gran difusion
en el uso de este herbicida, y su consecuente incorporacion en
agroecosistemas, es relevante evaluar la sensibilidad de una
especie representativa de la flora acuatica regional .

Lemna gibba L., junto con otras especies de lemnéceas,
han sido recomendadas como organismo de referencia en pro-
tocolos estandarizados para la evaluacion de la fitotoxicidad de
plaguicidas y otros contaminantes (Boutin et al., 1993; USEPA,

1996; Environment Canada, 1999, OECD, 2000). Dada la amplia
distribucion y representacion de esta especie en los cuerpos de
agua de las regiones templadas y subtropicales de la Argentina
(Landolt, 1996), se ha puesto particular interés en el estudio
de la sensibilidad de un clon local de L. gibba a plaguicidas y
otros contaminantes (Sobrero et al,, 2004) como organismo de
referencia para futuras aplicaciones en evaluaciones de riesgo
ambiental locales o regionales.

El objetivo del presente estudio es evaluar el impacto del
herbicida glifosato (formulado Roundup®Max) en la especie
no blanco L. gibba por exposicién en un ambiente natural y en
condiciones estandarizadas de laboratorio, a distintos tiempos
de exposicion. Para ello se implementaron bioensayos de campo
con poblaciones de L. gibba expuestas al herbicida en limnoco-
rrales ubicados en un cuerpo de agua de la regién pampasica
(Buenos Aires, Argentina), y se realizaron ademas bioensayos
de laboratorio considerando niveles de exposicion al herbicida
equivalentes a los esperados en el ambiente. La fitotoxicidad del
herbicida se evalu6 sobre la tasa de multiplicacion y el contenido
total de clorofila, ademds de la inhibicion sobre el crecimiento
de la raiz y el desarrollo de las frondes. A fin de evaluar la
peligrosidad del uso del glifosato sobre las especies no blanco,
se compararon los niveles de concentracion que producen
efecto significativo en L. gibba, en condiciones experimentales
de campo y laboratorio, con valores tedricos de estimacion de
la concentracion en solucion esperada en el ambiente (CEA),
debida a deriva o escurrimiento superficial (Peterson et al.,1994;
Boutin et al., 1995).

MATERIALES Y METODOS

Bioensayos de toxicidad en laboratorio: se utilizd como
especie diagnastico un clon local de Lemna gibba aislado a
partir de plantas colectadas en el arroyo del Pescado, Buenos
Aires, Argentina (Sobrero et al., 2004). El ensayo de toxicidad
se realizo en condiciones controladas de laboratorio (24 + 2
°C; fotoperiodo de 16 h de luz; 80 pM/-m2-seg de irradiancia
medida con el equipo Data Logger LI Cor LI-1000), en 300 ml
de solucion nutritiva, sin renovacion (250 pM NH;NOs, 220 uM
CaCl,, 406 yM MgSQ,, 30 yM K,HPQ,, 500 uM NaHCO;, 1.8 pM
EDTA-FeCl,, 17.8 pM H3B03, 1.8 uM MnCy, 0.08 uM CoCy, 0.16
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uM ZnS0,, 0.08 yM CuSO0,, 1.4 pM Na,Mo0,, pH 6.5). Todos los
reactivos utilizados para la preparacion de la solucion nutritiva
son de calidad analitica (J.T. Baker, México). A fin de mantener
condiciones exponenciales de crecimiento durante los 10 dias de
exposicion, se realizo el sobreagregado de nutrientes cada 36 4
dias de ensayo (1 ml de solucion 5X). Los cultivos de L. gibba se
mantuvieron en las condiciones experimentales de crecimiento
al menos durante un mes, previo a la realizacion de la experien-
cia. El control de calidad del ensayo incluyé el mantenimiento
del crecimiento exponencial en los controles negativos. La via
de exposicion al herbicida fue en solucién, ensayandose siete
concentraciones del formulado Roundup®Max (0.5; 1; 7.5; 15;
25; 60 y 80 mg/L de principio activo), ademas de los controles
negativos. La seleccion final del intervalo de concentraciones
se realizo a partir de ensayos preliminares, considerando bajos
niveles de glifosato esperables de encontrar en ambientes
acuaticos cercanos a cultivos que reciben la aplicacion del
producto, ademas de concentraciones mayores representativas
de situaciones de lavado de maquinarias o vuelco accidental del
herbicida en el cuerpo de agua. El disefio experimental incluy al
menos 4 repeticiones por tratamiento. Las diluciones del toxico
se prepararon en la solucion nutritiva, llevando a 6.5 el pH de las
soluciones al inicio del ensayo. La variacion del pH se registro
(Metrhom 691) durante el periodo de exposicion (Tsui & Chu,
2003). Los resultados se expresan como la concentracion nomi-
nal del principio activo glifosato en el formulado Roundup®Max
al inicio del ensayo. El 74.4 % del Roundup®Max corresponde
al principio activo glifosato, siendo el resto de los componentes
sustancias coadyuvantes que facilitan la eficiencia en la aplica-
cion del producto. Entre ellos, el surfactante POEA (polioxietilen
amina), esta presente en el Roundup, pudiendo constituir hasta
el 15 % del formulado (Blackburn & Boutin, 2003; Cox, 2003; Tsui
& Chu, 2003). Se verifico la concentracion de glifosato (mg p.a./L)
a los 10 dias de exposicion en los tratamientos correspondien-
tes a 1y 25 mg p.a/L. El pre tratamiento de las muestras y la
cuantificacion del herbicida se realizé de acuerdo a Peruzzo et
al. (2003). La concentracion de glifosato se determiné por HPLC
(Beckman, System Gold modelo 126, detector 166 UV, columna
Supelco RP 18), previa derivatizacion con FMOC-CI (cloruro de
9-fluoroenilmetil cloroformo) y buffer borato. Las condiciones
de corrida cromatograficas fueron: buffer fosfato 0.05 M (pH =
5.5): acetonitrilo (65:35) como fase movil, con flujo de 0.8 ml/min
y deteccion a 206 nm.

Los efectos fitotoxicos en L. gibba por exposicion al
Roundup®Max se evaluaron sobre las curvas de crecimiento
poblacional, la tasa de multiplicacion (TM) y el contenido total de
clorofila (CTC) (Sobrero et al., 2004).

Bioensayos de toxicidad a campo: el drea seleccionada
para los estudios a campo pertenece a la zona nicleo del cultivo
de soja en Argentina. El curso de agua corresponde a un afluente
de primer orden perteneciente al sistema Pergamino-Arrecifes
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(Camilion et al., 2003). Se seleccion6 un sector aledafio a parce-
las con cultivos, y cuya naciente se encuentra en zona cultivable.
El género Lemna estd ampliamente representado en la region y
en particular la especie L. gibba seleccionada en el presente
estudio. En el ensayo a campo las frondes de L. gibba fueron
expuestas en el cuerpo de agua, conteniéndolas (200 frondes
iniciales) dentro de limnocorrales (Fig. 1). El disefio experimental
incluy6 4 repeticiones por tratamiento, ubicando los limnocorra-
les hacia ambhos margenes del arroyo. Los pardmetros medidos
en los organismos expuestos en limnocorrales, fueron el conte-
nido total de clorofila (CTC) y la produccion de biomasa seca (BS)
antes (un dia) y después de las aplicaciones de plaguicidas (5y 2
dias luego de la primera y segunda aplicacion, respectivamente).
Los porcentajes de efecto se expresan en relacion con los paréa-
metros medidos antes de la aplicacion. El pH del arroyo se midi¢
con un medidor multipardmetro de campo (TOA WQC-20A).

Sobre la base de los resultados obtenidos luego de la prime-
ra aplicacion, se realizo un disefio experimental complementario
para discriminar los efectos producidos por las diferentes vias
de exposicion (en solucion y por contacto superficial por deriva).
Para ello en la segunda aplicacion, un grupo de limnocorrales
se cubrieron con una pelicula plastica transparente evitando el
contacto superficial de los plaguicidas.

Los ensayos a campo se realizaron durante dos eventos
de aplicacion de la mezcla del herbicida e insecticidas, realiza-
das por el productor, al inicio de la fructificacion del cultivo de
soja. El formulado comercial de glifosato utilizado en el cultivo
también fue Roundup®Max. La dosis aplicada fue de 1 kg/ha
Roundup®Max + 800 ml/ha clorpirifos (Shooter) (Primer aplica-
cion) y 1kg/ha Roundup®Max + 800 ml/ha clorpirifos (Lorsbhan) +

Figura 1. Limnocorral utilizado en la exposicién de Lemna gibba L.
al Roundup®Max a campo. La tapa, el fondo y las ventanas del
limnocorral son de malla plastica, permitiendo la circulacién del agua a
través del mismo. El dispositivo posee flotadores, para ajustarse a las
variaciones de nivel de la columna de agua.
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100 ml/ha de cipermetrina (Sherpa) (Segunda aplicacion). Ambas
aplicaciones se realizaron via terrestre.

Medicion de los puntos finales de evaluacion de la fito-
toxicidad y analisis estadistico de los resultados: la produccion
de biomasa seca por fronde se determind por gravimetria hasta
peso constante (80 °C). La tasa de multiplicacion se calcula
como: TM = 1000 - (log Ft-log Fo)/t, donde Fo es el n° de frondes
al dia 0y Ft es el n° de frondes al tiempo t de exposicion en dias
(Environment Canada, 1999). El CTC se estimo a partir del extracto
de biomasa vegetal fresca (0.05 g biomasa, 4 ml solvente) con
N, N-dimetilformamida, mediante medicién espectrofotométrica
(Shimadzu UV-1203) a 647 y 664 nm (Moran,1989).

Los resultados se analizaron estadisticamente mediante
analisis de regresion (comparacion de curvas de crecimiento) y
ANOVA, realizandose transformaciones logaritmicas de los datos
no normales y en la linealizacion de las curvas de crecimiento
exponencial. La comparacion de las pendientes de las regre-
siones y de las medias de los diferentes tratamientos, se realizo
mediante el método de Tukey (Zar, 1996). La Concentracion
Inhibitoria (Cl) se estimd mediante un método no paramétrico de
interpolacion lineal (Environment Canada, 1999).

Estimacion teorica de la concentracion esperada en el
ambiente: La estimacion tedrica de la concentracion del herbi-
cida en solucion esperada en el ambiente (CEA), debida a deriva
o escurrimiento superficial, se calculé como el concentracion
resultante de aplicar la dosis de producto recomendada, en un
area de 1 m?con 15 cm de profundidad, (Boutin et al., 1993; 1995).
Considerando las dosis maxima (3.2 kg/ha) y minima (0.8 kg/ha)
de aplicacion del Roundup®Max recomendadas para diferentes
usos en Argentina, la CEA es de 1.59 y 0.40 mg p.a./L, respectiva-
mente. Para las aplicaciones realizadas sobre el cultivo (1 kg/ha
de Roundup®Max), la CEA es de 0.5 mg p.a./L.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos en los bioensayos de toxicidad
en laboratorio se muestran en la Tabla 1y en las Figuras 2, 3y
4. De manera general, se observa fitotoxicidad a todas las con-
centraciones de glifosato ensayadas a partir de la exposicion a
1 mg p.a./L, durante los 10 dias de ensayo. A 0.5 mg p.a./L no se
verifican efectos significativos en ninguno de los parametros
evaluados. La Figura 2 muestra el efecto en el crecimiento pobla-
cional de L. gibba como resultado de la exposicion a diferentes
concentraciones de glifosato. La produccion de nuevas frondes
en el control, a lo largo del periodo de ensayo, sigue un modelo
de crecimiento exponencial, observandose alteraciones estadis-
ticamente significativas (P < 0.05) en las curvas de crecimiento
por efecto del glifosato a partir de 7.5 mg p.a./L. La reduccion
en la tasa de multiplicacion a lo largo del periodo de ensayo
determina curvas de crecimiento lineales a partir de 15 mg p.a./L,

Sobrero, C., et al.

Tabla 1. Sensibilidad de la tasa de multiplicacién en el clon de
Lemna gibba L. expuesto al Roundup®Max.

Concentracion Inhibitoria (mg p.a./L) ®
para la Tasa de Multiplicacion

Tiempo de
EXpOSiCién Clm Clzﬁ C|5g
(dias)
2 05<Cl<09* 05<Cl<09* 32
(44-11.3)
10 25 5.0 11.6
(23-21) (4.5-5.5) (109-121)

Los valores entre paréntesis corresponden al intervalo de confianza (95 %).

? Las estimaciones se realizaron considerando las concentraciones nominales
al inicio del ensayo. *La estimacion de la Clyy 0 Cly; no fue posible para el
intervalo de concentraciones ensayadas.

disminuyendo la pendiente con el aumento de la toxicidad. A60y
80 mg p.a./L el crecimiento poblacional estd completamente inhi-
bido, manteniéndose constante el nimero de frondes iniciales.

En la Figura 3 se observa la variacion de la tasa de multipli-
cacion (TM) con relacion al tiempo de exposicion de los organis-
mos. El patrén de toxicidad en este parametro es dependiente de
la concentracion y del tiempo de exposicion, observandose tres
comportamientos diferentes en las curvas de inhibicion. A 1 mg
p.a./L (en el orden de la CEA) la inhibicion inicial registrada a los
2 dias de exposicion, disminuye con el tiempo, recuperandose los
valores normales a los 10 dias de ensayo. A 7.5y 15 mg p.a./L se
registran valores elevados de inhibicion al inicio de la exposicién
(2 dias), observandose luego, hasta los 5 dias de ensayo, una
leve disminucion de la toxicidad, aunque la respuesta se invierte
a mayor tiempo de exposicion. En las plantas expuestas a 25 mg
p.a./L,y a concentraciones mayores, la toxicidad aumenta con el
incremento del tiempo de exposicion.

En la Tabla 1 se indican las concentraciones inhibitorias
para diferentes porcentajes de efecto (Clyg, Clys y Clsg) en la TM,
comparando la sensibilidad de L. gibba luego de 2y 10 dias de
exposicion. La sensibilidad de L. gibba al glifosato es menor a
mayor tiempo de exposicion, siendo las diferencias mas marca-
das al considerar menor porcentaje de efecto. Estas diferencias
en los valores de Cl a lo largo de la exposicion se corresponden
con las variaciones descritas para las curvas de inhibicion de la
tasa de multiplicacion (Figura 3). Como se puede observar en la
Tabla 1, los valores de Clyy y Cly; a los dos dias de exposicion,
son del orden de las concentraciones estimadas para la CEA,
si bien luego de 10 dias existe una marcada disminucién de la
toxicidad.

En la Figura 4 se puede ver el efecto producido por la
exposicion al glifosato en la reduccion del contenido total de
clorofila. Si bien la clorosis es leve en las frondes bien desarro-
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Figura 2. Efecto en las curvas de crecimiento poblacional de Lemna gibba L. durante 10 dias de exposicion al glifosato. * Las ecuaciones corresponden
al ajuste de regresion lineal (transformacion logaritmica) de los tratamientos que mantuvieron el crecimiento exponencial durante el periodo de

ensayo. A las concentraciones de 25, 60 y 80 mg p.a./L el crecimiento poblacional fue lineal. Las pendientes de las ecuaciones seguidas por la misma
letra no difieren entre si (Tukey, P > 0.05).
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Figura 3. Efecto del glifosato en la tasa de multiplicacion de Lemna gibba L. durante los 10 dias de exposicién al Roundup®Max. a) Recuperacion
total de la inhibicién inicial; b) Recuperacién parcial de la inhibicién inicial seguida de aumento de la toxicidad; c) Aumento de la toxicidad con el
incremento del tiempo de exposicion.
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Figura 4. Efecto del herbicida glifosato en el contenido total de clorofila y en el crecimiento foliar de Lemna gibba L. luego de 10 dias de exposicion:
a) Control negativo, b) Frondes expuestas a 7.5 mg p.a./L de Roundup®Max.

lladas, los efectos son mayores en las yemas hijas. Se evidencia
inhibicidn significativa en el CTC desde los dos dias de exposi-
cion en las plantas expuestas a 7.5 mg p.a./L. Dado que los efec-
tos en el CTC son marcadamente mayores en las frondes hijas
y yemas respecto de las frondes adultas desarrolladas en los
primeros dias de exposicion, sumado a la reduccion en nimero
y tamafio de las frondes nuevas, la cuantificacion de los efectos
en el CTC se ve subestimada, principalmente a mayores niveles
de inhibicion de la TM y del crecimiento foliar. Por ejemplo, si
bien la Clsy para el CTC, estimada para siete dias de exposicion
al Roundup®Max, es de 42 mg p.a./L, se puede observar que la
exposicion a 7.5 mg p.a./L produce yemas totalmente cloréticas
a los siete dias de exposicion, extendiéndose estos efectos a las
frondes mas desarrolladas transcurridos los dias de ensayo. En
la Figura 4 se observan ademas los efectos del glifosato en la
reduccion en el crecimiento foliar, siendo mayor la inhibicién en
el eje transversal de |as frondes respecto del longitudinal, deter-
minando asi el desarrollo de frondes mas pequefias y angostas.
Otros efectos fitotoxicos observados fueron la reduccion en la
elongacion de las raices (registrados a partir de 1 mg p.a./L) y
la elongacion diferencial del estipe que conecta las yemas y
las frondes hijas a las progenitoras a partir de la exposicion a
7.5 mg p.a./L (Fig. 4). Si bien a 1 mg p.a./L la inhibicién en la TM
se recupera, los efectos registrados en el crecimiento foliar,
crecimiento de las raices y en el nimero de frondes por colonia,
siguen siendo significativos a los 10 dias de exposicion (Sobrero,
manuscrito en preparacion).

Los resultados obtenidos en los ensayos en limnocorrales
a campo se indican en la Tabla 2. Para ambas dosis aplicadas y
luego de dos o cinco dias de la exposicidn, se verifica fitotoxici-
dad, observandose reduccion significativa en el contenido total
de clorofila. Sdlo se registrd inhibicion significativa en la biomasa

seca luego de cinco dias de exposicion a los plaguicidas (prime-
ra aplicacion).

Para las condiciones de aplicacion en las que se realizd el
ensayo, no se observaron diferencias en la toxicidad en las plan-
tas expuestas solamente al glifosato en solucion (limnocorrales
cubiertos) respecto de las que lo pudieron recibir por deriva
(limnocorrales sin cubrir).

Simultdneamente con la evaluacion de la fitotoxicidad de las
aplicaciones de plaguicidas mediante los ensayos con L. gibba,
Peruzzo et al. (2003) realizaron el andlisis de residuos de herbi-
cidas e insecticidas en el ambiente. Estos autores informaron
concentraciones de glifosato en el agua del arroyo, luego de la
aplicacion, por debajo de 0.5 mg/L, valor correspondiente al limite
de deteccion para la metodologia utilizada. La evaluacion de la
concentracion de glifosato durante la exposicion de L. gibba en
condiciones de laboratorio, indica un intervalo de decaimiento
entre el 15 % (para 1 mg p.a./L) y el 35 % (para 15 mg p.a./L) luego
de 10 dias de exposicion. Esta disminucion en la concentracion de
principio activo, estaria explicando la recuperacion de los efectos
en la TM luego de 10 dias de exposicion a 1 mg p.a./L.

El pH registrado en el agua del arroyo durante los eventos de
aplicacion de los plaguicidas fue de 8.1 + 0.2 (Media + DS). Durante
el periodo de exposicion en laboratorio, los valores de pH regis-
trados variaron entre 6.5 al inicio del ensayo, alcanzando el valor
maximo de 7.8 a los 10 dias de exposicion (Media + DS: 7.7 + 0.13).

DISCUSION

La sensibilidad del clon de Lemna gibba permitié detectar
efectos fitotdxicos del Roundup®Max debido a exposiciones por
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Tabla 2. Efecto de las aplicaciones de plaguicidas en el contenido total de clorofila y en la produccién de biomasa

en Lemna gibba L. expuesta en limnocorrales.

Primera aplicacion
1 kg/ha Roundup®Max +
800 ml/ha clorpirifos (Shooter)

Segunda aplicacion

1 kg/ha Roundup®Max +

800 ml/ha clorpirifos (Lorshan) +

100 ml/ha de cipermetrina (Sherpa®)

Antes Después % Antes Después %
(5dias) inh. (2 dias) inh.
CTC 384.4 945 75.5% 210.7 cubiertos? 98.5 53.9%
pg/mg PF + 47 +31.7 +28.4 +19.3
s/cubrir 95.6
+20.0
Biomasa 68.0 43.8 35.5% 88.1 cubiertos? 87.0 0
ug/fronde +7.1 +52 +1.2 +16
s/cubrir 95.5
+1.0

* Las medias de los pardmetros medidos antes y después de la aplicacion difieren significativamente (Tukey P < 0.05) Dado que no
se registran diferencias entre ambas vias de exposicion, en la comparacion de medias y en el célculo del porcentaje de efecto, se
consideran juntos los valores de ambos tratamientos. Aclaraciones: inh.= inhibicion; PF = Peso Fresco las variaciones de nivel de la

columna de agua.

su uso en el campo, asi como por la exposicion en hioensayos
de laboratorio a concentraciones del orden de la CEA. La com-
paracion de los resultados obtenidos con los registrados en la
bibliografia para otras especies de lemnaceas, indica una alta
sensibilidad del clon local de L. gibba al glifosato. Por ejemplo,
luego de 7 dias de exposicion al herbicida Lockhart et a/(1989) no
detectaron inhibicidn en las curvas de crecimiento de L. minor a
16.9 mg p.a./L, ni Peterson et al. (1994) en el nimero de frondes a
2 mg p.a./L. Michel et al. (2004) informan, para L. paucicostata,
un valor de Concentracion Efectiva para el 50 % de efecto (CEs)
para latasa de crecimiento (midiendo area foliar) de 66 mg p.a./L,
luego de siete dias de exposicion. Para el caso de L. gibba, un
estudio de la sensibilidad de 20 clones geograficamente diferen-
tes mostrd valores para la CEs; entre 16 y 58 mg p.a./L, evaluando
efectos sobre el nimero de frondes a los 15 dias de exposicion
(Paradiso Giles, 2000). No obstante, en comparacion con la res-
puesta observada en especies algales (Peterson et al., 1994; Tsui
& Chu, 2003) o incluso en plantulas de Lactuca sativa (Martin &
Ronco, 2006), la sensibilidad de L. gibba es menor.

En el presente estudio, la exposicion al Roundup®Max,
como consecuencia de aplicaciones en el campo, produjo
fitotoxicidad en poblaciones de L. gibba de un cuerpo de agua
superficial muy cercano al cultivo. Cabe destacar la respuesta
inmediata de esta especie frente a la exposicion a la mezcla
de plaguicidas, registrandose inhibicion significativa en el
CTC incluso a los dos dias después de realizada la aplicacion
sobre el cultivo. Sin embargo, es de esperar que no se detecten
variaciones significativas en la produccion de biomasa (peso
seco) luego de dos dias de exposicion, debido al breve tiempo
transcurrido y a las condiciones naturales de crecimiento en el
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arroyo, a las que se le asocia una baja tasa de multiplicacion
y, consecuentemente, poca variacion en la produccion de
biomasa.

A hajos niveles de exposicion, el CTC resulta ser un buen
punto final de estudio y de mayor versatilidad para su uso en
campo, indicando a corto plazo signos de estrés en los orga-
nismos. No obstante, la cuantificacion de los efectos en la pro-
duccion de biomasa, si bien implica mayor tiempo de exposicion
para evidenciarse la respuesta, aporta informacion relevante
sobre el impacto de las aplicaciones en la productividad de los
ambientes asociados a los cultivos. A pesar de que la respuesta
en laboratorio de la tasa de multiplicacion es significativa, su
seguimiento a campo con la frecuencia necesaria no siempre
es factible. De alli que se hace necesario disefiar ensayos de
validacion que permitan verificar a campo los efectos en el cre-
cimiento poblacional observados en el laboratorio. No obstante,
el contenido total de clorofila (CTC), puede ser recomendado
como punto final para la evaluacion de la fitotoxicidad en este
tipo de experimentos ya que ademas de su rapida respuesta, no
involucra un seguimiento exhaustivo a lo largo del tiempo.

Teniendo en cuenta los elevados niveles de inhibicion
registrados en el CTC para la exposicion de L. gibba en las
aplicaciones a campo, en comparacion con la sensibilidad en el
laboratorio, y a pesar de los bajos niveles de glifosato detectados
por Peruzzo et al. (2003), los individuos de Lemna debieron haber
estado expuestos a concentraciones mayores, incluso respecto
de las estimadas seg(n calculos tedricos (CEA). Estas aprecia-
ciones son validas para ambos eventos de aplicacion, aln a dos
dias después de ser expuestas al herbicida.
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Si bien los insecticidas clorpirifos y cipermetrina fueron
disefiados para afectar rutas metabdlicas que no se encuentran
en las plantas, la presencia de coadyuvantes en los formulados
comerciales de estos insecticidas, podria conferirle fitotoxicidad
o generar efectos sinérgicos al incorporarlos a mezclas con
otros compuestos. Para el caso de L. gibba, la exposicion a las
mezclas de plaguicidas en los ensayos a campo, también podria
estar contribuyendo a la mayor toxicidad observada con relacién
a las concentraciones de glifosato detectadas en el ambiente y
con la sensihilidad registrada en los ensayos en laboratorio.

Otro aspecto a considerar es que la toxicidad del surfac-
tante POEA (polioxietilen amina) presente en el formulado de
glifosato, es mayor a pH alcalino (Blackburn & Boutin, 2003;
Krogh et al., 2003; Tsui & Chu, 2003). El POEA esta como forma
cationica a pH &cido o neutro, y no iénica a pH alcalino. De esta
manera, la forma no idnica de este surfactante podria generar
una mayor toxicidad a los organismos, principalmente por dis-
rupcion no especifica a nivel de membrana (Krogh et al., 2003;
Tsui & Chu, 2003). Para el caso de las aplicaciones a campo,
dada la alcalinidad de las aguas del arroyo, el aumento en la
toxicidad de los surfactantes también podria estar contribuyendo
a la mayor inhibicion registrada como consecuencia de la expo-
sicion en el ambiente natural. Del mismo modo, el aumento del
pH en las condiciones experimentales contribuiria a la variacion
en la respuesta toxica observada con el aumento del tiempo de
exposicion a 7.5y 15 mg p.a./L (Fig. 3). En este caso, el aumento
de la inhibicion, luego de una leve recuperacion a los b5 dias,
podria deberse a la mayor toxicidad asociada a los surfactantes
al alcalinizarse el medio durante la exposicion (pH 8.1).

No se observaron diferencias en los experimentos a campo
en los limnocorrales con y sin cobertura plastica, ello para las
condiciones particulares de aplicacion, que indiquen mayor
impacto de la via de exposicion por contacto directo por la
deriva, respecto de la exposicion a los toxicos en solucion en la
columna de agua. La ausencia de toxicidad asociada a la expo-
sicion por deriva podria deberse al efecto protector generado
por la flora riparia en el sitio de ubicacion de los limnocorrales
(Dabrowsky et al., 2005). No obstante es necesario incluir en
trabajos futuros, una caracterizacion mas acabada de las vias
de exposicion y niveles de impactos diferenciados, no sélo en el
campo, sino también en condiciones controladas de laboratorio
(Lockhart et al., 1989; Dabrowsky et al., 2005). Por otra parte,
dada la diversidad de productos fitosanitarios utilizados en los
diferentes cultivos, tanto plaguicidas como coadyuvantes, es
importante evaluar los efectos ecotoxicos de diferentes mezclas,
teniendo en cuenta la interaccion de los productos y la genera-
cion de sinergismos o antagonismos.

De los resultados obtenidos, se concluye que el uso del
herbicida glifosato, de acuerdo a las dosis de aplicacion reco-
mendadas para el cultivo de soja transgénica, produce fitotoxici-
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dad en la flora no blanco de cuerpos de agua asociados a estos
ambientes productivos. El clon local de Lemna gibba utilizado
en este trabajo, resulta ser un organismo de referencia de gran
utilidad para la evaluacion del impacto del uso de este herbicida.
Esta especie es muy sensible a niveles de glifosato factibles de
encontrarse en ambientes acuaticos de agroecosistemas de la
region pampaésica.
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