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RESUMEN

Se estudio en un suelo no cultivado, bajo condiciones de campo, el efecto del glifosato (*‘Round-up’),
usado en dosis repetidas y equivalentes a 40 1 . ha™ sobre las bacterias aerobias y los microartrépodos que
colonizaban el mismo. El herbicida no produjo cambios significativos sobre la densidad de los OIganismos.
El 2,38 % de las bacterias acrobias resistio al herbicida en concentracién del 1 %.. Se supone que bacterias
Gram negativas pueden utilizar al glifosato como fuente de nutrientes.
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EFFECT OF SUCCESSIVE APPLICATIONS OF GLYPHOSATE
ON THE AEROBIC BACTERIA AND MICROARTHROPODS OF A SANDY SOIL

ABSTRACT

The effect of repeated field treatments of glyphosate at a dosis equivalent to 40 Lha™ on aerobic bacteria and micro-
arthropods was studied in a non-cultivated sandy soil. The herbicide produced no toxic effects as judged by a non-sig-
nificant change in the density of the organisms studied. Under laboratory conditions, 2,38 % of the acrobic soil bacteria
survived the glyphosate al 1w It is suggested that Gram negative bacteria could use glyphosate as a nutrients source.
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INTRODUCCION

Los estudios realizados bajo condiciones de
campo sobre la interaccion de los herbicidas con
los organismos edéficos, abarcan una gran diversi-
dad de condiciones experimentales. En general, las
investigaciones. se han realizado contemplando los
distintos tipos de herbicidas que se utilizan, las do-
sis que se aplican y las épocas de aplicacion (Eijsac-
kers y Van Der Drift, 1976; Simon-Sylvestre y
Fournier, 1979; Gémez y Sagardoy, 1985). Sin
embargo, existen muy pocos estudios que anali-
cen las consecuencias que tienen las aplicaciones
sucesivas de herbicidas, ya sea sobre la fauna (Da-
vis, 1965; Bieringer, 1968; Edwards, 1970) o sobre

la microflora edidfica (Simon-Sylvestre v Fournier,
op. cit.); cuando existen esos datos comprenden es-
tudios de tratamientos anuales y durante largos pe-
riodos de tiempo (Heinonen-Tanski et al., 1986).
El glifosato es un herbicida relativamente nue-
vo que se ha revelado eficaz con una gran variedad
de malezas. Roslycky (1982) observo, en condi-
cines de laboratorio, que el nimero maximo de
bacterias en un suelo tratado con glifosato depen-
dia de la dosis utilizada; con 50-100 ug . g™ de
suelo se alcanzaba la mdxima densidad bacteriana
en tres dias y cuando la dosis aplicada era iguai a
1.000 wg . g™ de suelo se requerian 14 dias para
lograr el valor mdximo. Con respecto a la micro-
fauna, Hendrix y Permelee (1985) demostraron
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que la presencia de materia orgdnica en un suelo
tratado con glifosato en dosis diez veces mayores
que las aconsejadas, producia cambios significati-
vos en el nimero total de microartropodos. A pe-
sar de esos estudios, no hay datos referidos a los
efectos que tienen sobre el suelo, las aplicaciones
sucesivas de ese agroquimico. El objetivo de este
trabajo fue estudiar los efectos que producen, en el
corto plazo y bajo condiciones de campo, apli-
caciones sucesivas del herbicida sobre las bacte-
rias aerobias y los microartropodos totales, dcaros
v colémbolos principalmente, de un suelo culti-
vable de la zona semidrida bonaerense.

MATERIALES Y METODOS

La experiencia se realizd en el campo experi-
mental de la Universidad Nacional del Sur (Bahia
Blanca), en las proximidades del Departamento de
Agronomia. Los suelos, Haplustoles tipicos (San-
chez y Kruger, 1985), son areno francos, levemente
alcalinos (pH = 69 - 7.5), y con bajo contenido
de carbono orginico (menor del 1 % ). Se estable-
cieron seis parcelas de 1 m?, separadas entre si
por 0,50 m, en un suelo arenoso (C % =09, pH =
7.1; Arena % = 80; Limo =% = 12) no cultivado du-
rante los altimos cinco afios. La vegetacion fue re-
movida 30 dias antes de iniciar el ensayo, para ase-
gurar la penetracion del herbicida en el suelo. El
herbicida glifosato (sal isopropilamina del N-fosfo-
nometil glicina) fue aplicado en una dosis de 40
L.ha™! sobre tres parcelas; las restantes, que per-
manecieron como tratamiento control, recibie-
ron igual cantidad de agua. Los muestreos del sue-
lo se distribuyeron de la siguiente forma:tiempo
cero (1/6/87) (previo a las aplicaciones) y luego a
1,3 y 7 dias después de cada aplicacion. La prime-
ra y tercera aplicacion del herbicida se realizo des-
pués del muestreo correspondiente, mientras que
la segunda debio efectuarse al dia siguiente del
muestreo (9/6/87) debido a los fuertes vientos
imperantes.

Las muestras de suelo fueron recolectadas pe-
riodicamente durante 22 dias; cada una estuvo
compuesta de tres submuestras por parcela extra-
idas al azar con un muestreador estéril de 7 cm
de didmetro, a una profundidad de 0-10 cm. Para
la extraccion de las submuestras, cada parcela fue
dividida en 100 cuadrados iguales, de 100 cm? de
superficie, designados con un numero. Previamen-
te a los muestreos, se seleccionaban al azar tres ni-
meros vy en los lugares correspondientes se efectua-
ba la extraccion de las submuestras. De este modo,
al finalizar el estudio se habia muestreado aproxi-
madamente un 30 % de la parcela. Con esta técni-
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ca ningin lugar fue muestreado dos veces;ademds,
cada perforacion era llenada posteriormente con
tierra de las adyacencias de la parcela, para evitar
disturbios en la estructura del suelo. Las tres sub-
muestras de cada parcela eran colocadas en una
bolsa de polietileno y se transportaban al labora-
torio para ser procesadas (30 min). En cada mues-
tra de suelo (800-900 g) se extraia 50 g de suelo
hiimedo para realizar los estudios microbiologicos
v el resto se colocaba en los embudos Berlese-Tull-
gren para la recoleccion de la fauna, la cual era
recogida y preservada en frascos con alcohol para
su posterior recuento e identificacion.

El numero de las bacterias aerobias de cada
muestra se determind utilizando el método de las
diluciones de suelo en medio Fred-Waksman modi-
ficado (WM) (Sagardoy y Salerno, 1983). Simul-
tineamente, se utilizo el medio WM con agregado
de violeta de genciana (50 ug . ml™) (WMVG),
Este medio se utilizé con el objeto de determinar
qué porcentaje de las bacterias aerobias resistian
al colorante en esa concentracion y los caracteres
tintoriales y morfolégicos de las mismas. Con el fin
de analizar qué proporcion de las poblaciones bac-
terianas podran resistir y desarrollar en un medio
de cultivo con herbicida, se sembraron las dilu-
ciones de suelo en un medio base que contenia:
K,P0O,H =05 g:MgS0, .7TH,0=0.2 g;(S04);3Fe;
= trazas; agar = 15 g; agua destilada = 1000 ml.
Luego de esterilizado y enfriado a 60 ° C, se le
agregd una dilucién estéril del glifosato para lograr
una concentracion final igual al 1 % (BG). El pH
final de todos los medios de cultivo fue igual a 7.
Se sembraron por diseminacién en superficie dos
diluciones por repeticién (WM = 107 y 107;
WMVG y BG = 107 y 107™) v tres placas por dilu-
cion. Todas las placas se incubaron a 28 ° C; las
que contenfan medio WM y WMVG durante cinco
dias antes de la lectura final y las del medio BG
fue necesario incubarlas durante 10 dias para ob-

* servar desarrollo bacteriano, a pesar de lo cual las

colonias eran puntiformes. Cada muestra de sue-
lo se estudié por duplicado y los resultados se ex-
presaron en unidades formadoras de colonias
(UFC) por gramo de suelo seco.

De cada muestra de suelo se aisld, al azar, una
colonia bacteriana; para ello se eligio la dilucion
mids alta sembrada en cada uno de los tres medios
de cultivo. Como se realizarondiez muestreos du-
rate este estudio, se aislaron 60 cepas por medio
de cultivo. Fueron purificadas y conservadas en
agar nutritivo para realizar posteriormente un
estudio tintorial ¥ morfoldgico. Se registraron,
en el momento de cada muestreo, los valores de
humedad y temperatura del suelo para cada par-
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cela, o sea que cada dato presentado es la inedia de
seis repeticiones.

El andlisis estadrstico se realizo considerando un
ANOVA de dos factores para los cambios de bacte-
ras aerobias, bacterias resistentes al violeta de gen-
ciana y al glifosato, microartropodos totales, dca-
ros y colémbolos. Previamente se realizaron los
“lest’ para homogeneidad de varianzas y se efec
tuaron las transformaciones necesarias. Para el nu-
mero de UFC . g de suelo se aplico la transfor-
macion Logi o; para el numero de microartropo-
dos se utilizd Logyo (X + 2). Las diferencias entre
medias fueron analizadas con el “test’” de Student-
Newman-Keuls (Sokal y Rohlf, 1979).

RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio el mayor ndmero de UFC . g
de suelo se obtuvo, tanto &n suelo testigo (T) co-
mo en el suelo tratado con glifosato (ST), con el
medio WM (Fig. 1). El valor medio de UFC . g”
que se determiné con los medios WMVG ¥y BG,
para ambos tratamientos, fue aproximadamente
jgual a un 2 % del total de las bacterias aerobias
que se determinaron €n el medio WM. Cada medio
de cultivo utilizado permitio, en ambos tratamien-
tos, que se obtuvieran CUTVaS diferentes de varia-
cion de la densidad microbiana en funcién del
tiempo de muestreo. Esa informacion confirma:
1) la importancia que tiene el medio de cultivo
sobre el crecimiento y aislamiento de bacte rias del
suelo estudiado y 2) que debemos considerar a
cada uno de esos medios de cultivo como un eco-
sistema diferente, donde no desarrollan todas las
bacterias del suelo arenoso sino las que se adaptan
mejor a cada uno de los ambientes que le ofrece-
mos (Mossel, 1971).

No se produjeron grandes cambios en las densi-
dades de las bacterias acrobias del suelo tratado ¥y
no tratado, puesto que en el suelo testigo la micro-
flora desarrollada en el medio WM oscilé entre
68 -325 x 107 UFC. g desuelo,yen el suelo
donde se aplicaron dosis repetidas del agroguimi-
o varié entre 10,5 - 414 X 10® UFC .g' . El
andlisis estadistico detectd cambios altamente sig-
nificativos (p (0,01), con respecto a las diferentes
fechas de muestreo, entre el nimero de UFC . g
de la microflora gue desarroll6 en el medio WMy
la que desarrolld en el BG. No se observaron varia-
ciones significativas en la densidad de la microflora
que desarrollo en ¢l medio WMVG (a = 0,05).
Tampoco se detectaron diferencias significativas,
por efecto de los tratamientos aplicados, €n las
densidades microbianas determinadas.

En este estudio, sobre un total de 60 muestias
de suelo, fueron extraidos 3843 microartropodos,
de los cuales 2383 eran colémbalos y 1391 dcaros.
Estos dos grupos conformaron casi la totalidad de
los microartropodos aislados (982 %), puesto
que el nimero de los restantes ordenes identifica-
dos (Thysanoptera, Hymenoptera, Homoptera,
Protura, Psocoptera, ¥ larvas de Coleopteray Dip-
tera) fue muy reducido: 50 ejemplares en total
luego de tres semanas de estudios. En general, s
observo que un elevado nimero de colémbolos se
correspondfa con un bajo nimero de 4caros y vice-
versa (Fig. 2), demostréndose. ademds, que esos
dos grupos son los mds importantes constituyentes
de la biomasa de los microartropodos del suelo
arenoso.

Es de destacar qué no s¢ produjeron lluvias du-
rante los 22 dias que dur® el ensayo y que s¢ ob-
servo, ademds, una amplia fluctuacion en la tempe-
ratura del suelo (intervalo = 55 -18,6° C)yun
bajo contenido de humedad del mismo (Fig. 3)-
Estos datos demuestran que las bacterias aerobias,
4caros y colémbolos soportan, en el suelo arenoso,
desnudo y con bajo tenor de humedad (intervalo =
53 -75 % ), cambios significativos de la tempera-
tura del suelo (amplitud de aproximadamente
13° C). Esto nos indica que €s probable que el
efecto de esos cambios de temperatura del sue-
lo se manifieste mds sobre los procesos queé cata-
lizan esos microorganismos qué sobre las densi-
dades de las poblaciones estudiadas (Focht y Mar-
tin, 1979).

los tratamientos aplicados, coincidiendo con
los estudios de las bacterias, no provocaron dife-
rencias significativas (@ = 0.05) sobre la densidad
de los microartropodos eddficos, ni aiin cuando se
consideraron separadamente los dos grupos mayo-
ritarios: dcaros ¥ colémbolos. Tampoco s€ detec-
taron cambios significativos en los grupos estudia-
dos entre los distintos tiempos de muestréo prac-
ticados. Finalmente, podemos concluir que la es-
tructura biotica estudiada se mantuvo en los ni-
veles observados para este tipo de suelos (Go-
mez y Sagardoy, Op. cit.).

En relacion al estudio morfologico ¥ cultural
de las bacterias extraidas de cada medio de culti-
vo se observo que de las 60 cepas aisladas del me-
dio WM, 56 sobrevivieron ern agar nutritivo. Ade-
mds, 34 de esas bacterias eran cocobacilos ¥ baci-
los Gram positivos, 12 cepas eran Gram negativas
y 10 Gram variables. Cuando se agregd violeta de
genciana al medio WM se produjo un cambio fun-
damental en el tipo de bacteria aislada, ya que s¢
observd que solo 37 cepas Jesarrollaban en agar
nutritivo y ademds que el 84 % de esas bacterias
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Fig. 1. Efecto del herbicida glifosato, aplicado en altas dosis sucesivas, sobre el numero de Unidades Formadoras de Co-

lonias (UFC) de un suelo arenoso de la Provincia de Buenos Aires (las fechas indican el momento de aphlicacion del
agroquimico).
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eran Gram negativas. Similarmente, sélo un 75 % Los resultados indican que las bacterias Gram
de las 60 bacterias aisladas del medio BG desarro- negativas tienen buenas posibilidades de crecer en
llaron en agar nutritivo y 41 cepas del total eran presencia del agroquimico, coincidiendo con lo
Gram negativas, demostrado por otros autores, que han propuesto
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Fig. 2. Efecto del herbicida glifosato, aplicado en altas dosis sucesivas, sobre el nimero de microartropodos edéficos de
un suelo arenoso de la Provincia de Buenos Aires (las flechas indican el momento de aplicacion del agroquimico).
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que bacterias de los géneros Pseudomonas (Moore esos microorganismos, aislados en este trabajo, per-
et al., 1983, Shinabarger y Braymer, 1986) y Fla- tenecen a los géneros mencionados es motivo de
vobacterium (Balthazor y Hallas, 1986) podrian nuevos estudios.

utilizar a glifosato como fuente de nutrientes. Si

Temperatura (°C) o Humedad

[ ]
o O O n P 3 ®
—/ BN F el BANY s |

r T

6l

9

9%

9/8

[

S/0l

|

9/¢

A ey

99l

091}59NW 3P SBYPD
9/Gl 9/L1

9/¢€2

Fig. 3. Porcentaje de humedad y temperatura del suelo arenoso registrado, en cada muestreo, durante el desarrollo del es-
tudio,

Ciencia del Suelo - Volumen 7 - N° 1.2 - ] 989



Aplicaciones sucesivas de glifosato 61

CONCLUSIONES cual senala la posibilidad de que esos heterotro-
ficos puedan utilizar al agroquimico como fuen-
De los resultados obtenidos puede concluirse que: te de nutrientes.
1) el agregado de glifosato, en altas dosis sucesi-
vas y en cortos periodos de tiempo, no altera AGRADECIMIENTOS
significativamente la densidad de la microflora
aerdbica ni tampoco el namero de los princi- Este trabajo fue realizado gracias a la beca otor-
pales microartropodos, dcaros y colémbolos, gada a uno de los autores (M.A.G.) por el CONI-
del suelo arenoso. CET (Consejo Nacional de Investigaciones Cienti-
2) el 2,38 % de la microflora aerébica resisti6, ba- ficas y Técnicas). Los autores también agradecen la
jo condiciones de laboratorio, una elevada con- colaboracién de Monsanto Argentina S.A.LC. que
centracién de glifosato (19/00). Esas bacterias facilito el herbicida glifosato, en su preparacion co-
eran predominantemente Gram negativas, lo mercial, sin sustancias inertes y sin coadyuvantes.
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