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RESUMEN

Los microorganismos de suelo son los responsables de numerosas funciones y pueden actuar como “marcador biológico”, 
reflejando rápidamente los efectos negativos de los plaguicidas que son comúnmente usados. Este estudio evalúa el efecto 
de dos dosis de glifosato sobre la actividad microbiana y C de la biomasa microbiana del suelo, abundancia de grupos 
bacterianos y la estructura de la comunidad de bacterias oxidantes del amoníaco (BOA) en un suelo Argiudol típico. Se 
realizó un bioensayo con suelo agrícola de Marcos Juárez, Córdoba. Los tratamientos fueron suelo sin glifosato (control), y 
con 3,1 (dosis a campo) y 31 mg ia.kg-1 suelo (dosis exceso). A los 3, 7, 14 y 21 días de la aplicación se realizó recuento 
de bacterias heterótrofas, celulolíticas, fijadoras de N y nitrificantes, y se determinó la respiración microbiana (RM); C de 
la biomasa microbiana (C-BM) y la actividad enzimática por hidrólisis del diacetato fluoresceína. Además se determinó la 
diversidad genética de las BOA mediante electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante. Las bacterias del ciclo del N 
mostraron incrementos en la abundancia con ambas dosis; mientras que las del C no fueron afectadas y al igual que la RM 
estuvieron condicionadas por los días transcurridos; mientras que el C-BM no cambió debido probablemente al contenido 
de materia orgánica del suelo (MOS). La actividad enzimática disminuyó con la mayor dosis del herbicida al día 14. La 
diversidad de BOA fue mayor con la dosis a campo a los 7 días. Bajo las condiciones estudiadas, las bacterias del ciclo del 
N y la actividad enzimática mostraron mayor sensibilidad al glifosato que el resto de los bioindicadores. Este estudio suma 
evidencias de que el efecto del glifosato sobre la microbiota del suelo es variable y está condicionado por factores edáficos 
principalmente por la MOS y dosis utilizadas. 
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BACTERIAL GROUPS IN A TYPICAL ARGIUDOL WITH APPLICATION 
OF GLYPHOSATE: INFLUENCE ON BACTERIA OF NITROGEN 

ABSTRACT

Soil microorganisms are responsible for many functions and could be considered “biological markers” as these quickly re-
flect the negative effects of pesticides that are commonly used. This study evaluates the effect of two doses of glyphosate 
on soil microbial activity and carbon from microbial biomass, on the abundance of bacterial groups, and structure of the 
community of ammonia-oxidizing bacteria (AOB) in a typical Argiudoll. A bioassay was carried out with the agricultural soil 
from Marcos Juárez, Córdoba. The treatments were: soil without glyphosate (control); soil with application of 3,1 mg ai kg-1 
(field dose) and another of 31 mg ai kg-1 (excess dose). At 3, 7, 14 and 21 days after the glyphosate application, the het-
erotrophic, cellulolytic, N-fixing and, nitrifying bacteria were counted, and microbial respiration (MR); carbon from microbial 
biomass (C-MB) and the enzymatic activity by fluorescein diacetate hydrolysis were determined. In addition, the genetic 
diversity of the AOB was determined by denaturing gradient gel electrophoresis. Bacteria related to the N cycle showed 
increases in the abundance with both doses of glyphosate, while the bacteria related to the C cycle did not show significant 
differences and, like MR, were conditioned by the incubation days. While the C-MB did not show differences probably due 
to the soil organic matter content (SOM). The enzymatic activity decreased with the highest dose of the herbicide, at 14 
days. The diversity of AOB was greater at field dose and after 7 days. Under evaluated conditions, N cycle bacteria and 
its enzymatic activity showed greater sensitivity to glyphosate than other bioindicators. This study adds evidence to the 
glyphosate effects on soil microbiota which are variable and depend on edaphic factors, mainly SOM and the used doses.
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INTRODUCCIÓN
La Argentina es el décimo país agrícola en el 

mundo, con 31 millones de hectáreas dedicadas 
a la agricultura. El 74% de la superficie agríco-
la es ocupada por los cultivos transgénicos (soja, 
maíz y algodón) y en el 78,5% de la misma 
se realiza siembra directa (Aparicio et al., 2013). 
Estas tecnologías conllevan al uso de produc-
tos químicos durante los períodos de barbecho, 
lo cual sitúa al glifosato como el herbicida más 
comúnmente utilizado en el país (Aparicio et al., 
2013). Según un informe del mercado argenti-
no de fitosanitarios (CASAFE, 2012), el glifosa-
to sufrió un incremento del 24% en facturación 
en 2012 con respecto al 2011.

Los microorganismos de suelo son los respon-
sables de numerosas funciones incluyendo el ci-
clo de los nutrientes, la formación de agregados 
de suelo y el ciclado de la materia orgánica (MO); 
es así que, los impactos sobre la comunidad mi-
crobiana podrían afectar la fertilidad del suelo y la 
producción de los cultivos (Nguyen et al., 2016). 
debido a una respuesta rápida, los microorganis-
mos pueden actuar como “un marcador biológi-
co”, reflejando los efectos negativos de los plagui-
cidas que son comúnmente usados (Filip, 2002). 

Los parámetros bioindicadores de suelo más 
utilizados en estudios con aplicación de glifosato 
y otros plaguicidas son la respiración microbia-
na (RM) y C de la biomasa microbiana (C-BM), 
coeficiente metabólico (qCO2), actividad enzimá-
tica global y específica, así como también, indi-
cadores basados en técnicas moleculares, como 
la diversidad genética de bacterias totales y de 
grupos funcionales bacterianos como los del ciclo 
del N (Araújo et al., 2003; Zabaloy et al., 2008, 
2012, 2016; Angelini et al., 2013; panettieri 
et al., 2013; Nakatani et al., 2014; Mukherjee 
et al., 2016). 

En particular, Zabaloy et al. (2016) reportaron 
a la comunidad de bacterias oxidantes del amo-
níaco (BOA) como biomarcadores de toxicidad 
potencial de glifosato. También Angelini et al. 
(2013) y Frioni, (2006) reportan una respuesta 
de sensibilidad en bacterias nitrificantes y fija-
doras de N al aplicar glifosato y otros herbicidas 
en el suelo. 

Numerosas investigaciones han reportado 
efectos diversos y contradictorios del glifosato so-
bre las comunidades microbianas en los agroeco-
sistemas. Esto es debido a que, si bien el glifosato 
puede interferir en la síntesis de algunos com-
puestos que intervienen en el crecimiento micro-
biano (Nguyen et al., 2016) afectando procesos 
biológicos y miembros de la comunidad (Zabaloy 
et al., 2008), también se ha observado que po-
dría actuar como fuente de C, N y p para diversos 
microorganismos (Van Eerd et al., 2000; Gomez 
et al., 2009; Mijangos et al., 2009; panettieri 
et al., 2013).

La degradación microbiana es considerada 
el principal proceso que determina la persisten-
cia de los plaguicidas en el suelo (Kogan & Alis-
ter, 2013; Aparicio et al., 2015). El glifosato 
es una molécula fuertemente quelante y su ca-
pacidad de adsorción a la matriz del suelo hace 
que se acumule y sea muy persistente afectando 
su degradación. En el medio ambiente presenta 
una vida media de 4 a 180 días (revisado por 
Aparicio et al., 2015). La persistencia depende 
entre otros factores, del contenido de MO, textu-
ra, mineralogía y pH del suelo (Kogan & Alister, 
2013; Okada et al., 2016). Así, cada tipo de sue-
lo tendría una tasa variable de descomposición; 
de grado de adsorción a las partículas del suelo 
y de toxicidad de glifosato o sus metabolitos para 
las poblaciones microbianas susceptibles (New-
man et al., 2016). 

Si bien existen trabajos sobre los efectos del 
glifosato en la microbiota de suelos Molisoles 
de la región pampeana Argentina (Zabaloy et al., 
2008, 2012, 2016; Gomez et al., 2009; Rörig, 
2012; Allegrini et al., 2015; Guijarro et al., 
2018), hasta donde alcanza nuestro conoci-
miento, existe poca información sobre los efectos 
de dosis crecientes del herbicida en un Argiudol 
típico. Además no se han reportado trabajos que 
caractericen la diversidad genética y estructura 
de las comunidades microbianas sensibles a la 
aplicación de glifosato como las BOA en este tipo 
de suelo. por lo tanto, el objetivo de este trabajo 
fue determinar el efecto de dos dosis de glifosato 
(utilizada a campo y en exceso) sobre la actividad 
y C de la biomasa microbiana del suelo, abun-
dancia de grupos funcionales bacterianos de los 
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ciclos del C y N; y la estructura de la comunidad 
de BOA en un suelo Argiudol típico bajo condicio-
nes controladas. 

MATERIALES Y MÉTODOS
Descripción del suelo y preparación 
de los microcosmos

Se realizó un bioensayo con suelo proveniente 
de un lote de historial agrícola con aplicación del 
herbicida en la estación experimental agropecua-
ria INTA Marcos Juárez (Córdoba). El suelo está 
clasificado como Argiudol típico perteneciente 
a la serie Marcos Juárez, con capacidad de uso 
I (INTA, 1978). La serie presenta un horizonte 
A (0-19 cm de profundidad) con características 
propias de un suelo franco-limoso (25% arcilla, 
69% limo y 6% arena). El contenido de materia 
orgánica (MO) es de 3,26%; nitrógeno (N) to-
tal 0,18% y 36 ppm de fósforo (p Bray). El pH 
es de 6,4; la CIC 19,3 cmolc. Kg-1 y la saturación 
de bases es del 91% (INTA, 1978). De acuerdo 
al contenido de MO, se lo puede clasificar dentro 
de los suelos con contenido medio (2 a 4%) (Con-
ti, 2000). 

Se extrajo suelo de 0-10 cm de profundidad 
con pala y se almacenó a 4 ºC hasta su procesa-
miento. En el laboratorio se dejó a temperatura 
ambiente durante 24 h y se tamizó por 4 mm. 
Los microcosmos fueron preparados con 200 
g de suelo que se colocaron en bandejas plás-
ticas. Un total de 36 bandejas fueron utilizadas 
(3 dosis de herbicida x 4 tiempos de muestreo 
x 3 repeticiones), las que luego se pre incubaron 
a 25°C durante 48 h. 

Se utilizó glifosato de formulación comercial 
(74,7%) de base seca de ingrediente activo (ia) 
Roundup Ultramax de Monsanto para la prepara-
ción de las dosis, las que se ajustaron de acuerdo 
al tamaño de la bandeja y al peso de suelo utili-
zado considerando su densidad de 1,2 toneladas 
por hectárea (10 cm de profundidad). Las apli-
caciones se realizaron con dispersor. Los trata-
mientos evaluados fueron: a) Suelo sin agregado 
de glifosato (control), b) Suelo con dosis de gli-
fosato recomendada a campo de 1,5 kg de pro-
ducto por hectárea (3,1 mg ia.kg-1 suelo (s)) y c) 
Suelo con una dosis de glifosato 10 veces ma-

yor a la recomendada de 15 kg de producto por 
hectárea (31 mg ia.kg-1 s) para simular una con-
centración potencial diferente al uso convencional 
del herbicida en la zona (Zabaloy et al., 2008). 
Las bandejas con los tratamientos de aplicación 
de glifosato y con el tratamiento control (a las que 
se le adiciono sólo agua destilada) fueron incuba-
das en condiciones controladas de temperatura 
(25°C) y humedad (75% de capacidad de cam-
po). La humedad se mantuvo con riego en forma 
periódica con agua destilada teniendo en cuenta 
el peso de la bandeja. Los muestreos fueron des-
tructivos y se realizaron a los 3, 7, 14 y 21 días 
de realizadas las aplicaciones.

Determinaciones microbiológicas
Abundancia de grupos funcionales bacterianos
En todos los casos para el recuento bacteria-

no se realizaron diluciones decimales seriadas 
de 1 en 10 utilizando solución salina o fisioló-
gica (0,9% NaCl) como diluyente a partir de 1 
g de suelo.

La abundancia de bacterias heterótrofas aero-
bias totales se estimó a través de la técnica de re-
cuento de viables en placa en medio agar trip-
ticasa soya (ATS) (Frioni, 2006). Se sembraron 
0,1 mL de las diluciones 10-2 hasta 10-5 por du-
plicado en cada placa con 25 mL de medio. pos-
teriormente se incubaron a 28 ºC durante 48 h. 
para fijadoras de N de vida libre se utilizó recuen-
to en placa con medio solido selectivo libre de N 
y C como fuente de energía de acuerdo con Frioni 

(2006). Se sembraron 0,1 mL de las diluciones 
10-2, 10-3 y 10-4 por duplicado en cada placa con 
25 mL de medio y posteriormente se incubaron 
a 28 ºC durante 72 h. En ambos casos se con-
taron aquellas placas cuyas diluciones contenían 
entre 30 y 300 colonias y el número de bacterias 
fue expresado como log10 UFC (Unidades forma-
doras de colonias) g-1 de suelo.

para las bacterias nitrificantes y celulolíti-
cas se utilizó la técnica del Número más proba-
ble (NMp) (Alexander, 1965). En nitrificantes 
se utilizó medio líquido selectivo con (NH4)2SO4 
y CaCO3 según Frioni (2006). Las diluciones fue-
ron sembradas por triplicado (1 mL) en tubos que 
contenían 1,5 mL de medio, luego se incubaron 
a 28 ºC durante 28 días. La lectura se realizó 
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con la adición de 10 gotas de H2SO4 concentrado 
y 10 gotas de difenilamina sulfúrica detectándose 
cambio de color a azul. En celulíticos se utilizó 
medio líquido selectivo al que se le adicionaron 
tiras de papel de filtro semi sumergidas en el me-
dio (Frioni, 2006). Se sembró 1 mL de las dilu-
ciones por triplicado en tubos con 9 mL de medio 
y posteriormente se incubaron a 28 ºC durante 
15 días. La lectura se realizó observando cambio 
de color en el papel, lo que se consideró un resul-
tado positivo (degradación). Los resultados fueron 
expresados como log10 del número de bacterias 
g-1 de suelo.

Actividades microbianas del suelo
La actividad enzimática general del suelo 

se determinó a partir de la hidrolisis del diacetato 
de fluoresceína (dAF) propuesta por Schnurer & 
Rosswall, (1982) y descripta por Alef (1995). A 1 
g de suelo en 15 mL de buffer fosfato sodio (60 
mM, pH 7,6) se le adicionó 10 mL de solución sus-
trato DAF (4,8 mM en acetona), se agitó durante 
2 h a 20 ºC. posteriormente se filtró la suspensión 
y se midió el filtrado a 490 nm con espectrofotó-
metro. La actividad hidrolítica fue expresada como 
µg fluoresceína h-1 g-1 de suelo seco (ss). 

La respiración microbiana de suelo (RMS) fue 
determinada por la liberación de CO2 a partir 30 g 
de suelo en frascos herméticamente cerrados a 25 
ºC durante 7 días en oscuridad (Jenkinson & powl-
son, 1976). El CO2 fue capturado con NaOH (0,2 N) 
y titulado con H2SO4 (0,1N) en presencia de BaCl2 
al 20% y fenolftaldeína. La concentración de C libe-
rado fue expresada como µg C-CO2 d-1 g-1 ss. 

Contenido de C de la biomasa microbiana
El C de la biomasa microbiana (C-BM) fue 

medido por el método de fumigación-extracción 
(Vance et al., 1987). Al suelo seco (7,5 g) se le 
agregaron 2,5 mL de agua destilada en un tubo 
de 50 mL y se incubó en forma no hermética du-
rante 15 h a 30°C en oscuridad. Luego se fumigó 
con 0,4 mL de cloroformo durante 30 min tapan-
do herméticamente. Los blancos (no fumigados) 
fueron incubados bajo las mismas condiciones 
que los fumigados. posteriormente se agregaron 
30 mL de solución extractante (0,5 mol/L K2SO4), 

agitando 1 h, se centrifugó y filtró. Luego se ex-
trajeron 4 mL del extracto y se le adicionaron 
1 mL de 0,0667 M de K2Cr2O7 y 4 mL de H2SO4 
concentrado. Finalmente se realizó la digestión 
a 140°C durante 30 min y se midió la absorban-
cia a 590 nm con espectrofotómetro. El C extraí-
do fue expresado como µg C g-1 suelo seco. 

El cociente metabólico (qCO2) fue obteni-
do como la proporción de C-CO2 de la mues-
tra de suelo liberado durante 7 días por unidad 
de biomasa microbiana (Anderson & Domsch, 
1993). Los resultados fueron expresados como 
µg C-CO2 d-1 µg-1 de C-BM.

Diversidad y estructura de la comunidad de 
bacterias oxidantes del amoníaco (BOA) 
A partir de 0,5 g de suelo se realizó la extrac-

ción de ADN con kit Fast DNA Spin para suelos 
(Mp Biomedicals). La calidad del AdN extraído 
se verificó mediante electroforesis en agarosa 
al 1% y la concentración se midió a 260 nm con 
nano espectrofotómetro. para la amplificación 
de los genes 16S ARNr de las BOA se realizó 
la técnica de reacción en cadena de la polimerasa 
(pCR) anidada o Nested pCR. En la primera am-
plificación se utilizaron los cebadores específicos 
CTO F189 y R654 (Kowalchuk et al., 1997) que 
flanquean una región de 465 bp ubicada entre los 
dominios variables V2 y V3 del AdN/ARNr 16S. 
El producto generado fue utilizado como templa-
do para la segunda amplificación con los cebado-
res universales F341-GC y R534 (Muyzer et al., 
1993) que amplifican un fragmento de aproxima-
damente 233 bp del dominio V3 ADN/ARNr 16S. 

La primera reacción de pCR (25 µL volu-
men final) se realizó con buffer Taq polimerasa 
1X (promega) más 1,5 mM de MgCl2, 0,2 µM de 
cada cebador, 1,5 U de enzima Go Taq (prome-
ga), 5% (v/v) de dimetilsufóxido (dMSO), 0,2 
mM de dNTps (promega), 0,2 µg/µL albumina 
sérica bovina (BSA) (Fermentas), 80 ng de AdN 
y agua destilada estéril. En la segunda reacción 
(40 µL volumen final) se utilizó buffer Taq po-
limerasa 1X (promega) más 1,5 mM de MgCl2, 
0,1 µM de cada cebador, 1 U de enzima Go Taq 
(promega), 5% (v/v) dimetilsufóxido (dMSO), 0,2 
mM de dNTps (promega), 0,2 µg/µL albumina 
sérica bovina (BSA) (Fermentas) y se agregó 1,5 
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µL de producto de pCR de la primera reacción. 
Las condiciones de amplificación consistieron 
en una desnaturalización inicial de 5 min a 94 
ºC, seguida de 35 ciclos de 30 seg de desnatura-
lización a 94°C, 45 seg de annealing a 55°C y 45 
seg de extensión a 72°C, con un paso de exten-
sión final de 10 min a 72ºC.

Todos los productos pCR fueron chequea-
dos en agarosa al 1% para verificar su tamaño 
y calidad. posteriormente, los amplicones fueron 
separados por electroforesis en gel de gradiente 
desnaturalizante o DGGE. El gel se preparó con po-
liacrilamida al 8% con un gradiente lineal desna-
turalizante de 35 a 65% (donde el 100% de des-
naturalizante contiene urea 7M y formamida 40% 
(v/v)). Luego se sembraron 38 µL de los produc-
tos de pCR por calle. Las condiciones de electro-
foresis fueron a 60 V durante 16 h a 60°C. El gel 
fue teñido con GelRed en TAE 1X (0,04 M Tris; 
0,02 M Acetato de sodio; 1mM EDTA; pH=7.4) 
durante 30 min y visualizado bajo luz UV. Los 
perfiles DGGE fueron digitalizados y analizados 
con el software Gel Compare II (2005). La po-
sición y la intensidad de las bandas fueron utili-
zadas para el cálculo de diversidad de las mues-
tras mediante el índice de Shannon-Weaver (H’) 
y análisis de conglomerados (AC) para observar 
la similitud entre los perfiles moleculares.

Análisis estadístico
Los datos fueron analizados con el progra-

ma estadístico Infostat (Di Rienzo et al., 2017). 
Se aplicó modelo lineal mixto tomando como 
efectos fijos los tratamientos (dosis) del herbici-
da y las fechas (días de incubación transcurridos 
desde las aplicaciones). para la diferencia entre 
medias se utilizaron test de comparación LSD Fis-
her y dGC con un nivel de significancia menor 
o igual al 5%. 

RESULTADOS 
Efectos del glifosato sobre la abundancia 
de los grupos funcionales bacterianos

Los tratamientos con glifosato cuyas dosis fue-
ron de 3,1 y 31 mg ia.kg-1 s provocaron un in-
cremento significativo (p ≤ 0,05) en el número 
de bacterias fijadoras de N respecto al control 
a los 7 y 14 días (Figura 1a). En las nitrifican-
tes, el tratamiento de mayor dosis 31 mg ia.kg-1 

s aumentó significativamente (p ≤ 0,05) la abun-
dancia a los 3 y 14 días. En esta última fecha, 
la dosis recomendada a campo de 3,1 mg ia.kg-1 

s también superó al control (Figura 1b).

El análisis de abundancia de las bacterias he-
terótrofas aerobias y celulolíticas muestra que 
la aplicación de glifosato no afectó a dicha varia-
ble, pero si existieron cambios significativos en la 

Figura 1. Valores promedio de abundancia de bacterias fijadoras de N (log10 UFC g-1 de suelo) (a) y de nitrificantes (log10 del número 
de bacterias g-1 de suelo) (b) según los tratamientos (dosis) y días transcurridos desde las aplicaciones. Las barras indican el error 
estándar (n = 3). Letras diferentes indican diferencias significativas (P ≤ 0,05) según LSD de Fisher.
Figure 1. Average values of the abundance of N fixing bacteria (log10 UFC g-1 soil) (a) and nitrifying bacteria (log10 of the number of 
the bacteria g-1 soil) (b) according to the treatments (doses) and days after application. The bars indicate the standard error (n = 3). 
The different letters indicate significant differences (P ≤ 0.05) according to Fisher’s LSD.
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misma (p ≤ 0,05) con los días transcurridos en el 
experimento o incubación (Tabla 1). El número 
de ambos grupos aumentó hasta el día 14, fe-
cha a partir de la cual, la abundancia se mantuvo 
en las heterótrofas hasta el día 21; mientras que, 
en las celulolíticas disminuyó.

Efectos del glifosato sobre la actividad micro-
biana, coeficiente metabólico y C de la biomasa 
microbiana

La hidrólisis del DAF presentó un comporta-
miento fluctuante similar con los tres tratamien-
tos evaluados, a excepción de la fecha 14 don-
de se observa una disminución significativa (p 
≤ 0,05) del 53% con la aplicación de la ma-
yor dosis de 31 mg ia.kg-1 s de glifosato respecto 
al control (Figura 2). por el contrario, los valores 
de respiración microbiana del suelo (RMS) y coe-
ficiente metabólico (qCO2) no revelaron efecto del 
herbicida, registrándose en ambos, un aumento 
significativo con los días transcurridos (p ≤ 0,05) 
alcanzando un máximo al día 14 (Tabla 1). En el 
C de la biomasa microbiana (C-BM) no se ha-
llaron diferencias significativas (p > 0,05) entre 

tratamientos ni fechas, aunque se observó una 
tendencia decreciente hacia el día 14.

Efecto del glifosato sobre la diversidad y es-
tructura microbiana de bacterias oxidantes del 
amoníaco (BOA)

El glifosato estimuló la diversidad de las 
BOA y el efecto fue diferente según los días 
transcurridos desde la aplicación del herbicida 
(Figura 3). Si bien a los 3 días de aplicación, 
comienza a observarse un incremento de la di-
versidad con la dosis mayor (31 mg ia.kg-1 s) 
de glifosato, el mayor valor significativo se de-
tectó el día 7 con la aplicación de la dosis 
a campo (3,1 mg ia.kg-1 s). Luego se igualaron 
los tratamientos sin diferencias significativas 
(p > 0,05) con un paulatino descenso en los 
valores de diversidad hacia el día 21, indican-
do que la comunidad hacia el final del período 
estudiado se restablecerse sin diferencias entre 
tratamientos. Este resultado también es refle-
jado por la estructura de la comunidad repre-
sentada en la Figura 4. En general, se observa 
la presencia de patrones de bandas similares 

Tabla 1. Valores promedio y errores estándar de los parámetros microbianos determinados según los tratamientos (dosis) y días 
transcurridos desde las aplicaciones.
Table 1. Average values and standard errors of microbial parameters determined according to the treatments (doses) and days after 
applications.

Heterótrofas Celulolíticas RMS a C-BM b q CO2 
c

Tratamiento (log10 UFC g-1 s) (log10 n.° bact. g-1 s) (µg C-CO2 d-1 g-1 ss) (µg C g-1 ss) (µg C-CO2 d-1 µg-1 CBM)

Control (sin aplicar) 3,73 ± 0,09 2,24 ± 0,09 16,32 ± 1,93 273,58 ± 30,44 0,07 ± 0,01
3,1 mg ia.kg-1suelo 3,82 ± 0,08 2,50 ± 0,09 14,97 ± 3,18 235,21 ± 33,40 0,08 ± 0,03

31 mg ia.kg-1suelo 3,84 ± 0,06 2,51 ± 0,09 15,53 ± 2,25 250,38 ± 14,71 0,07 ± 0,01

Día
3 3,62 ± 0,07 b 2,23 ± 0,14 b 7,66 ± 1,22 b 312,01 ± 49,63 0,03±0,01c
7 3,77 ± 0,12 ab 2,28 ± 0,14 b 18,40 ± 3,44 a 229,00 ± 23,65 0,09±0,02ab
14 3,98 ± 0,04 a 2,96 ± 0,14 a 20,94 ± 2,84 a 215,11 ± 21,44 0,11±0,03a
21 3,84 ± 0,06 a 2,20 ± 0,14 b 15,42 ± 1,02 a 256,11 ± 9,75 0,06±0,01bc

P valor
Trat. NS NS NS NS NS
Día * * * NS *

Trat. x día NS NS NS NS NS

Letras distintas indican diferencias significativas (*P ≤ 0,05) según LSD de Fisher.
Letters refer to significant differences (*P ≤ 0.05) by Fisher LSD.
a Respiración microbiana de suelo. Soil microbial respiration.
b Carbono de la biomasa microbiana. Carbon microbial biomass.
c Coeficiente metabólico. Metabolic quotient.
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tanto en número como en la intensidad, entre 
los días 3 y 21 y entre los días 7 y 14. Tanto 
al inicio (día 3) como al final del experimento 
(día 21) se observa que las bandas inferiores 
son más intensas que las superiores, lo que 

podría estar indicando diferencias en la propor-
ción de especies y por lo tanto, menor diversi-
dad. Contrario a lo observado en los patrones 
de banda de los días 7 y 14, donde no se ob-
servan diferencias en la intensidad de bandas.

Figura 2. Valores promedio de la actividad enzimática del suelo a partir de la hidrólisis del diacetato de fluoresceína (DAF) (µg 
fluoresceína h-1 g-1 de suelo seco) según los tratamientos (dosis de glifosato) y días transcurridos desde las aplicaciones. Las barras 
indican el error estándar (n = 3). Letras diferentes indican diferencias significativas (P ≤ 0,05) según LSD de Fisher.
Figure 2. Average values of the enzymatic activity of the soil from the fluorescein diacetate (FDA) hydrolysis (µg fluorescein h-1 g-1 
of dry soil) according to the treatments (doses) and days after applications. The bars indicate the standard error (n = 3). Different 
letters indicate significant differences (P ≤ 0.05) according to Fisher’s LSD.

Figura 3. Valores promedio de diversidad de bacterias oxidantes del amoníaco (BOA) según los tratamientos (dosis de glifosato) 
y días transcurridos desde las aplicaciones. Las barras indican el error estándar (n = 3). Letras diferentes indican diferencias 
significativas (P ≤ 0,05) según DGC.
Figure 3. Average values of diversity of ammonia oxidizing bacteria (AOB) according to the treatments (doses) and days after 
application. The bars indicate the standard error (n = 3). Different letters indicate significant differences (P ≤ 0.05) according to DGC.
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Figura 4. Fingerprinting molecular de BOA en DGGE. T1: Tratamiento control; T2 y T3: Tratamientos de 3,1 y 32 mg ai.kg-1 s de 
glifosato respectivamente. D3, D7, D14 y D21: Días transcurridos desde las aplicaciones del herbicida. BI y BII: Repeticiones de 
campo. Nótese el patrón de bandas inferiores más oscuro en los días 3 y 21.
Figure 4. AOB molecular fingerprinting in DGGE. T1: Control treatment; T2 and T3: Treatments of 3,1 and 32 mg ai.kg-1 s of 
glyphosate respectively. D3, D7, D14 and D21: Days after applications of the herbicide. BI and BII: Field replicates. Note the darker 
lower band pattern on days 3 and 21.

En el dendrograma (Figura 5), se reflejan las 
diferencias estructurales entre fechas represen-
tadas en la Figura 4, más que entre dosis. Con 
un 80% de similitud, se formaron dos grupos; 

en uno se agruparon las muestras de los días 7 y 
14 a las que se les suman las del día 3 (d3) 
y dosis mayor (T3); y en el otro, aquellas con los 
distintos tratamientos en las fechas 3 y 21.

Figura 5. Dendrograma de similitud expresado en porcentaje a partir del análisis de conglomerados (AC) según Dice y UPGMA. 
T1: Tratamiento control; T2 y T3: Tratamientos de 3,1 y 32 mg ai.kg-1 s de glifosato respectivamente. D3, D7, D14 y D21: Días 
transcurridos desde las aplicaciones del herbicida. BI y BII: Repeticiones de campo.
Figure 5. Similarity dendrogram expressed in percentage from the analysis of conglomerates (AC) according to Dice and UPGMA. 
T1: Control treatment; T2 and T3: Treatments of 3,1 and 32 mg ai.kg-1 s of glyphosate respectively. D3, D7, D14 and D21: Days after 
applications of the herbicide. BI and BII: Field replicates
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DISCUSIÓN
Bacterias del ciclo del carbono

Las poblaciones de bacterias heterótrofas 
aerobias y celulolíticas no fueron afectadas por 
la aplicación de glifosato pero sí aumentaron con 
los días transcurridos en el experimento, debido 
probablemente a la utilización de las fuentes car-
bonadas del suelo durante el experimento. Esto 
indica que, para el suelo en estudio que presen-
ta un contenido medio de MO, el glifosato podría 
no representar una fuente importante de C a dosis 
menores a 150 mg ia.kg-1 s. Al respecto, Zaba-
loy et al. (2012) en microcosmos, en un suelo 
de contenido medio de MO, observaron un incre-
mento significativo en el número de bacterias to-
tales con 150 mg ia.kg-1 s de glifosato pero no de-
tectaron cambios con la misma dosis en un suelo 
de alto contenido de MO (4,6%). Guijarro et al. 
(2018) tampoco detectaron cambios importantes 
en comunidades microbianas de suelos con histo-
rial de aplicación y alto contenido de MO (>4%) 
al utilizar la dosis de 3 mg ia.kg-1 s a campo. 
Según Newman et al. (2016), el impacto del gli-
fosato en las comunidades microbianas es regu-
lado entre otros diversos factores, principalmen-
te por el contenido de MO del suelo; y Nguyen 
et al. (2016) sostienen que la dosis de glifosato 
es determinante en la respuesta microbiana, es-
timulando el crecimiento a dosis superiores a los 
100 mg ia.kg-1 s. Araujo et al. (2003) detecta-
ron un aumento en las bacterias totales con 2,16 
mg ia.kg-1 s de glifosato en un suelo con conte-
nido medio-bajo de MO (2,3%) a los 32 días. 
Este resultado supone que podría existir un efecto 
tardío de la población bacteriana en responder 
a la aplicación. En relación a esto, Mijangos et al. 

(2009) observaron que el glifosato a los 15 días 
de aplicación, estimuló la actividad y diversidad 
funcional de microorganismos heterótrofos con 
dosis de 50 y 500 mg ia.kg-1 s en un suelo con 
2,72% de MO. Los autores destacaron el efec-
to transitorio sobre la comunidad microbiana del 
suelo incluso a dosis elevadas al no observar 
lo mismo a los 30 días de aplicado. Ratcliff et al. 
(2006) y Bórtoli et al. (2012) con dosis elevadas 
de 5000, 2000 y 200 mg ia.kg-1 s, detectaron 
aumentos significativos en la abundancia de bac-
terias totales entre los 7 y 55 días de la aplicación 
del herbicida en suelos con más del 4% de MO. 

A campo, Zabaloy et al. (2008), observaron in-
cremento en la cantidad de bacterias heterótro-
fas aerobias en suelos con un contenido mayor 
al 3% de MO y con dosis de 150 mg ia.kg-1 s de 
glifosato a los 3 días de aplicación. Los diversos 
hallazgos confirman que los efectos del glifosa-
to sobre el número de bacterias además de estar 
influenciados por el contenido de MO del suelo, 
pueden ser dosis dependientes marcadamente 
temporales (Ratcliff et al., 2006). 

Bacterias del ciclo del N 
En este trabajo si bien las BOA respondieron 

puntualmente a las dosis aplicadas sólo en los 
primeros días del experimento, se destaca que 
bajo las condiciones estudiadas, en general, los 
grupos funcionales bacterianos del ciclo del N res-
pondieron positiva y temporalmente a la aplica-
ción de glifosato demostrando mayor sensibilidad 
y capacidad bioindicadora que el resto de los pa-
rámetros medidos. La composición química de la 
molecula de glifosato es C3H8NO5p (CAS 1071-
83-6), lo cual podría desencadenar esta respues-
ta, ya sea a través del aporte de N lo que favorece 
a las bacterias nitrificantes (Van Eerd et al., 2000; 
panettieri et al., 2013); como de p a las bacterias 
fijadoras, ya que según Frioni (2006), el mismo 
incide en el funcionamiento de la enzima nitroge-
nasa. La capacidad de estas bacterias de utilizar 
N y p como nutrientes también determina la res-
puesta, aún cuando los coloides del suelo puedan 
tener influencia en la adsorción de la molecula. 

Eberbach (1998) demostró que las primeras eta-
pas de degradación del glifosato se producen casi 
exclusivamente en la fase de suelo no adsorbi-
do, por lo que el C, N y p de la molécula po-
drían estar fácilmente disponibles (Busse et al., 
2001). Estos resultados sugieren que el glifosato 
puede actuar como un agente de selección sobre 
la biodiversidad del suelo (Bozzo de Brum, 2010; 
Rörig, 2012). Newman et al. (2016) mediante 
secuenciamiento de muestras de suelo expuestas 
a glifosato, demostraron que miembros del grupo 
proteobacterias aumentaron en abundancia rela-
tiva. Sin embargo, en otros trabajos Allegrini et al. 

(2015) para Eubacterias y Zabaloy et al. (2016) 
para BOA, no han detectado cambios importantes 
en la abundancia y diversidad. Los autores atribu-
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yen sus resultados a la elevada variablilidad bioló-
gica entre microambientes, condiciones edáficas 
y a la adsorción del herbicida en suelos de alto 
contenido de MO (4,65%). Hart et al. (2009) 
tampoco observaron cambios importantes en la 
estructura de comunidades de hongos y bacterias 
desnitrificantes en un suelo con 5% de MO. Con-
trario a esto, Angelini et al. (2013) trabajando con 
un suelo de 1,48% de MO (contenido bajo), in-
formaron cambios en la estructura y disminución 
en la abundancia y diversidad de las comunida-
des de bacterias fijadoras de N con la aplicación 
de dosis menores de 150 mg ia.kg-1 s de glifosato 
a campo e invernáculo. 

Respiración, coeficiente metabólico 
y C de la biomasa microbiana

La respiración microbiana de suelo (RMS) 
y el coeficiente metabólico (qCO2), no cambiaron 
con las dosis de glifosato utilizadas, detectándo-
se en ambos un incremento con los días. El C 
de la biomasa microbiana (C-BM) tampoco fue 
afectado por el herbicida y si bien no cambió con 
las fechas, se observó una tendencia de disminu-
ción. Éstos resultados confirman que el glifosato 
no significó una fuente importante de C y energía 
para el metabolisimo del C en el suelo estudia-
do. Al mismo tiempo, existió una mayor libera-
ción de CO2 por unidad de C-MB. Esto determinó 
una baja eficiencia metabólica con el transcurso 
de los días provocada probablemente por una re-
ducción progresiva del C disponible del suelo (Go-
mez et al., 2009; Bohm et al., 2011). Nguyen 
et al. (2016) a partir de un meta-analisis de varios 
suelos, reportaron que la respiración microbiana 
no cambió con dosis menores de 100 mg ia.kg-1 
s, indicando que bajo dichas dosis, la RMS po-
dría ser estimulada en suelos de bajo contenido 
de MO comparados con los de mayor contenido. 
En experimentos con microcosmos Gomez et al. 

(2009) y a campo, Bozzo de Brum (2010) tam-
poco detectaron efecto del glifosato en la RMS 
trabajando con concentraciones menores de 10 
mg ia.kg-1 en suelos con más del 4% de MO. 
Mientras que, Bórtoli et al. (2012) en un suelo 
forestal con 5,39% de MO observaron un aumen-
to significativo en la respiración pero con una do-
sis máxima de concentración (2000 mg ia.kg-1 s); 

al igual que Busse et al. (2001) con dosis de 500 
y 5000 mg ia.kg-1 s y Accinelli et al. (2002), con 
una dosis de 200 mg ia.kg-1 en suelos desde 2 a 
6,7% de MO.

por otra parte, la falta de cambios en el C-BM, 
coinciden con otros estudios realizados en expe-
rimentos a campo y laboratorio. Según perucci 
et al. (1999), la adsorción de pequeñas cantida-
des de herbicida en arcilla o MO limita los efectos 
de los agroquímicos en la biomasa microbiana 
del suelo. Liphadzi et al. (2005) y Bohm et al. 

(2011) con dosis similares y menores a las de este 
estudio en suelos con contenido de MO hasta 
el 2%, no observaron cambios en el C-BM a cam-
po. En experiencias de laboratorio, Bórtoli et al. 

(2012) y Bohm et al. (2011) tampoco detectaron 
cambios importantes con dosis crecientes de gli-
fosato hasta 2000 mg ia.kg-1 s utilizando suelos 
con más del 3% MO. Jakelaitis et al. (2007) al no 
encontrar variación en el C-BM luego de la apli-
cación de agroquímicos, concluye que en suelos 
con alto porcentaje de MO, los herbicidas podrían 
no causar efecto sobre el C-BM. por otra parte, 
un estudio realizado por Haney (2010) en un sue-
lo de 1,06% de MO, reportó que el glifosato esti-
muló la microflora con dosis superiores a los 100 
mg ia kg-1 s a los 56 días de incubación; y conclu-
yó al igual que Accinelli et al. (2002) en un suelo 
con 2,24% MO, que el C-BM no mostró respues-
ta al herbicida en un corto período de tiempo aún 
a dosis excesivas. Esto podría estar indicando que 
el impacto del glifosato sobre el C-BM, además 
de estar condicionado por características del sue-
lo y dosis del herbicida, dependería del tiempo 
transcurrido desde la aplicación (Nguyen et al., 
2016) al igual que la abundancia de bacterias 
del ciclo del C.

Actividad enzimática del suelo
La hidrólisis del diacetato de fluoresceína 

(DAF) ha sido propuesta para estimar la capa-
cidad hidrolítica global del suelo (perucci et al., 
1999). Esta capacidad es de enzimas extracelu-
lares de la microflora edáfica, como proteasas, li-
pasas y esterasas (Shaw & Burns, 2006). Según 
Andrighetti Scopel et al. (2014), la actividad en-
zimática microbiana es considerada un indicador 
sensible a los cambios en el ambiente, causados 
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por factores naturales o inducido por el hombre 
como la aplicación de pesticidas (Chowdhury 
et al., 2008). Además la hidrólisis del dAF repre-
senta un amplio rango de la actividad biológica 
del suelo (perucci et al., 1999), lo que determi-
na que sea más sensible en responder a cambios 
provocados por un disturbio en comparación con 
otras técnicas. En este trabajo, si bien para casi 
todas las fechas evaluadas el comportamiento 
de la hidrólisis del DAF fue similar entre trata-
mientos, en la fecha 14 respondió con una mar-
cada disminución cuando se utilizó la mayor dosis 
del herbicida. De esta manera, la reducción en el 
contenido de fluoreceína a determinadas dosis po-
dría estar relacionada con la reducción de la acti-
vidad microbiana de poblaciones funcionalmente 
activas sensibles al agroquímico (Bórtoli et al., 
2012). En relación a esto, si bien en este estudio 
no se determinaron hongos de suelo, la reducción 
en la DAF podría ser una consecuencia de posi-
bles efectos adversos del glifosato sobre pobla-
ciones de hongos, ya que según estudios reali-
zados in vitro por Busse et al. (2001) y Meriles 
et al. (2006), el glifosato afectó principalmente 
a los hongos de suelo. En coincidencia, Zabaloy 
et al. (2008) en microcosmos y utilizando una 
dosis de 150 mg ia.kg-1 s sobre un suelo Argiu-
dol típico con 4% de MO, observaron una reduc-
ción del 14% en la actividad dAF transcurridos 
7 días en comparación con un control. Un estudio 
de laboratorio realizado por Weaver et al. (2007) 
en un suelo con 1,1% de MO y utilizando dosis 
superiores a los 20 mg ia.kg-1 s, detectaron una 
marcada reducción en la actividad microbiana to-
tal. Mientras que, Bortoli et al. (2012) no registró 
cambios en la dAF con elevadas dosis del herbici-
da en un suelo Haplustol típico de 5,39% de MO.

CONCLUSIONES 
Bajo las condiciones de estudio desarrolla-

das sobre un suelo Argiudol típico, la aplicación 
de glifosato no provocó cambios en la abundan-
cia de bacterias heterótrofas aerobias, celulolíti-
cas ni en los procesos microbianos relacionados 
al ciclo del C debido probablemente al contenido 
de materia orgánica del suelo. Sin embargo, la uti-
lización de ambas dosis del herbicida aumento 
la abundancia de las bacterias del ciclo de N, las 

nitrificantes y las fijadoras. El aumento en la di-
versidad de las BOA fue temporal con la dosis 
de campo. La dosis mayor provocó una disminu-
ción significativa de la actividad enzimática del 
suelo para una fecha en particular. por lo tanto, 
este trabajo suma evidencias de que el impacto 
del glifosato sobre la microbiota del suelo es va-
riable y está condicionado por factores edáficos 
principalmente por el contenido de materia orgá-
nica y dosis utilizadas. 
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