Deteccidn de residuos biodisponibles de glifosato en aguas y suelos:

Optimizacion de una técnica de bioensayo con plantas indicadoras
Detecting bioavailable glyphosate residues in water and soil: Optimising a bioassay
technique using indicator plants
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Resumen: Se optimiz6 una técnica de bioensa-
yo para la deteccion de residuos biodisponibles de
glifosato en agua y sueclos, utilizando plantas indi-
cadoras. Se evalu6 la respuesta de varias especies
(lechuga, pepino, tomate, coliflor y brocoli) al herbi-
cida, a concentraciones entre 0 y 100 ppm. Para los
bioensayos en agua, semillas pregerminadas fueron
sometidas a concentraciones del herbicida entre 0 y
10 ppm. La lechuga fue la especie mas sensible con
ED, =8,38 ppm; detect6 residuos a partir de 2,22
ppm. El glifosato en soluciéon acuosa se degrado
después de 21 dias por accién de microorganismos.
Para los bioensayos en suelo se emplearon dos tipos
de suelo del Tolima (arroz, pastizal). Se trataron 10 g
de suelo homogéneamente con glifosato en solucién
a concentraciones entre 0 y 10 ppm, se sembraron
10 semillas pregerminadas en el suelo tratado con el
herbicida. Se encontraron diferencias significativas
entre concentracién y tipo de suelo, e interaccién
concentracion*tipo de suelo. Se sembraron semillas
pregerminadas en materos llenos con suelo de arroz,
pastizal y lote de Fedearroz, el Gltimo asperjado con
glifosato tres dias antes en una dosis equivalente a
1.440 g ia-ha’', no se aplic6 ningin tratamiento a
esta muestra; los demas se trataron superficialmente
con glifosato en dosis equivalentes a 960, 1.920 y
4.800 g ia-ha’, se midi6 el peso seco de plantas de
lechuga ocho dias después de la siembra; no se de-
tecto fitotoxicidad, no hubo diferencias significativas
entre tratamientos por efecto de dosis ni por efecto
del suelo, no fue posible calcular el valor de ED_
para los bioensayos en suelo.

Palabras clave: Sal isopropilamina de N-fosfono-
metil glicina, disipacién en aguas y suelos, lechuga.

Abstract: A bioassay technique for detecting
bioavailable glyphosate residues in water and soil
was optimised in laboratory conditions. Different
plants’ (lettuce, cucumber, tomato, cauliflower and
broccoli) response to glyphosate was evaluated in
concentrations ranging from 0 to 100 ppm. See-
dlings were exposed to 0 to 10 ppm concentrations
for bioassays performed in water. Lettuce was the
most sensitive plant having a ED_ =8.38 ppm value;
sensitivity began at 2.22 ppm concentrations. The
kinetic of dissipation was found; glyphosate was de-
graded by micro-organism action following 21 days
in liquid media. Two types of soil (rice, grass) from
the Tolima region were used for bioassays perfor-
med in soil. Soil was treated and homogenised with
glyphosate solution in 0 to 10 ppm concentrations;
the seedlings were then planted in the soil with the
herbicide. Statistical differences were found accor-
ding to concentration and soil type; interactions
were also noted between concentration*soil type. A
test was performed in pots filled with rice soil, grass
soil and commercial rice field soil (FEDEARROZ); the
last had been spread three days earlier with glypho-
sate in a 1,440 g ai-ha™' dose (no treatment was also
applied as control). The rice and grass soil samples
were spread with glyphosate in doses of 960, 1920
and 4,800 g ai-ha’'; lettuce seedlings were then
planted. The plants’ dry weight was measured after
8 days; no phytotoxic effect was found nor were sta-
tistical differences according to either dose or soil
type. ED_, values for bioassays performed in soil
could not be calculated.
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pylamine salt, dissipation in water and soil, lettuce.
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Introduccion

LA PRODUCCION EXTENSIVA del cultivo de arroz duran-
te las Gltimas décadas, ha conllevado el uso intensivo
de productos agroquimicos para el control de insectos,
patogenos y malezas, aumentando, entre otros, los cos-
tos de producciéon. En arroz irrigado, el manejo de las
plagas (insectos, patdogenos y malezas), en general, re-
presenta en Colombia el 35% de los costos de produc-
cion, de los cuales 23% es tinicamente para control de
malezas (Pantoja et al., 1997). En los altimos anos, el
uso intensivo de herbicidas en la produccion de arroz
en Colombia se ha venido incrementando, situacién
que preocupa desde el punto de vista ambiental, por
sus efectos en diferentes compartimentos del ambiente,
como suelos y aguas.

Debido a que el glifosato es un herbicida utilizado a
gran escala y en grandes cantidades en el mundo, ha
estimulado numerosos estudios referentes a su compor-
tamiento y persistencia en los suelos (Forlani et al., 1999;
Araujo ¢t al., 2003).

El glifosato (sal isopropilamina de N-fosfonometil glici-
na) es un herbicida sistémico de amplio espectro, con una
alta actividad sobre casi todas las plantas anuales y pe-
rennes, tanto mono como dicotiledéneas (Chorbadjian
& Kogan, 2001). Es un potente inhibidor de la 5-enol-
piruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSP sintasa), enzima
clave en la ruta biosintética de aminoacidos aromaticos.
Causa acumulacion del shikimato, el substrato defosfori-
lado de EPSP sintasa, en diversas especies (Amrhein et al.,
1980; Becerril ¢t al., 1989; Rubin ez al., 1982).

Este herbicida ha sido extensivamente utilizado por
cerca de 30 anos y se espera que su uso se incremente
con la disponibilidad de cultivos resistentes (Powles et al.,
1998). Es un herbicida de accién lenta y pueden pasar
varios dias antes de que el dano pueda ser observado;
las plantas mueren alrededor de 10 a 20 dias después de
la aplicacion (Singh y Shaner, 1998).

En los altimos afos se ha prestado especial atencion
al estudio de la contaminacion tanto del suelo como de
aguas subterraneas por el uso de plaguicidas. La utiliza-
cion de productos quimicos constituye una importante
fuente de contaminacién en zonas de intensa actividad
agricola (Guarrancino et al., 1999). En Colombia, se ha
validado una técnica analitica de cromatografia liqui-
da de alta eficiencia (HPLC), para la determinacion de
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residuos de glifosato y su metabolito, el acido amino-
metilfosfonico (AMPA) en aguas, pero ésta resulta dis-
pendiosa, costosa, y ademas existen problemas técnicos
con el equipamiento para su aplicacion, debido al tipo
de solventes que se hace necesario emplear (Rodriguez,
2001); por lo cual, es necesario identificar y validar téc-
nicas alternativas que resulten mas econémicas, senci-
llas, y que puedan ser igualmente sensibles para la de-
teccion de residuos de glifosato en aguas y suelos. Los
bioensayos con plantas indicadoras para la deteccion
de residuos de herbicidas son una posibilidad (Gunther
et al., 1989), como se ha demostrado en investigacio-
nes anteriores hechas en la Universidad Nacional de
Colombia, por Blanco (1997) y Sanchez y Hernandez
(1999) con atrazina.

Los métodos de bioensayos ofrecen la oportunidad de
detectar la presencia de un compuesto en cantidades
biolégicamente activas de compuestos toxicos. Adicio-
nalmente, los bioensayos generalmente no requieren
equipos costosos (Selim et al., 1989). Los bioensayos
son utiles para confirmar la presencia de residuos
biodisponibles de un herbicida, que podrian causar
dano a organismos sensibles (e.g. cultivos subsiguien-
tes sensibles) o estar contaminando otros componentes
del ambiente (Richardson, 1985). Es un método que
permite determinar la respuesta biologica de un orga-
nismo a un compuesto en un medio dado (agua, sue-
lo). Estos bioensayos se llevan a cabo con organismos
indicadores (susceptibles al herbicida) (Santelman,
1977). Los bioensayos permiten cualificar y cuantifi-
car la presencia de compuestos quimicos en diferentes
medios de acuerdo con el parametro de medida que
se utilice (peso, longitud de la planta, del coleoptilo o
radicula), y pueden ser utilizados de diferentes formas
de acuerdo con el tipo de material biol6gico que se
use (plantas, microorganismos) para estudiar el desti-
no y el comportamiento de los plaguicidas en suelos y
aguas (Horwitz, 1976 y Richardson, 1985).

Algunas veces los bioensayos han sido utilizados como
sustitutos de las pruebas quimicas para la deteccion de
residuos de compuestos quimicos en agua y suelo (Gin-
ther et al., 1989).

Un aspecto de interés, desde el punto de vista del
comportamiento de los plaguicidas en el ambiente, es el
estudio de la cinética de degradacion y disipacion de es-
tos compuestos en compartimentos del ambiente, como
son aguas y suelos.
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La degradacion de un plaguicida puede ser biotica o
abiotica. La degradacion bidtica es posible por la ac-
tividad microbial o por la toma y transformacién del
compuesto por parte de las plantas. La degradacion
abiotica es gobernada principalmente por procesos
quimicos, y por la fotodescomposicion. La mayoria de
estos procesos pueden ser estudiados con métodos ins-
trumentales, pero los bioensayos son una herramienta
de gran valor cuando los métodos analiticos conven-
cionales no se encuentran disponibles o resultan de-
masiado costosos o dispendiosos.

Sprankle ez al. (1975a, b) reportan que el glifosato se in-
activa rapidamente debido su adsorcion al suelo. Haney
et al. (2000) y Araujo et al. (2003) encontraron aumentos
en la actividad de los microorganismos del suelo, al au-
mentar las cantidades de glifosato adicionado, lo cual de-
muestra que los microorganismos desempefian un papel
importante en los procesos de transformacion del herbi-
cida, afectando asi su persistencia en el ambiente.

Estudios comparativos entre metodologias analiticas
convencionales y bioensayos han mostrado una alta
correlaciéon en varios de los compuestos evaluados
(Schmidt, 1993). El proposito de los ensayos biologicos
o bioensayos, es medir y comparar las actividades fisica,
biologica, quimica o estimulo biolégico dado, mediante
la respuesta de un material biologico vivo.

El presente estudio se orient6 a identificar una especie
de planta suficientemente sensible al glifosato que per-
mitiera detectar residuos biodisponibles de este com-
puesto en aguas y suelo, y optimizar un procedimiento
de bioensayo en estas dos matrices; para lo cual se hizo
necesario determinar valores de ED, de las especies in-
dicadoras en estudio para agua y suelo, determinar la
cinética de disipacion de glifosato en aguas utilizando la
especie indicadora mas sensible y comprobar si la espe-
cie indicadora detecta glifosato en el agua a concentra-
ciones equivalentes a ED ; ED, ; ED_;ED, .

10° 30° 50°

Materiales y métodos

Se hicieron cinco experimentos, tres de ellos para agua
y dos para suelo bajo condiciones de laboratorio (21° C
en promedio) en el laboratorio de Malherbologia y Ra-
diotrazadores de la Facultad de Agronomia, Universi-
dad Nacional de Colombia, sede Bogota. Para todos los
experimentos se us6 Roundup SL®, el agua empleada
fue destilada y esterilizada. Como plantas indicadoras
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fueron evaluadas cinco especies: lechuga (Lactuca satwa
L. var. Great Lakes), tomate (Lycopersicon esculentum M.
var. Maxi Rio Grande), coliflor (Brassica oleraceae L. var.
Snow Ball), rabano (Raphanus satious L. var. Crimson
Giant), pepino (Cucumzs sativus L. var. Point Set). Se to-
maron semillas de estas especies y se hidrataron con 10
ml de agua destilada en cajas de petri con papel de filtro;
luego se llevaron a una incubadora (Firmly Incubation
WTB Binder (precision £ 0,1° (), se probaron diferen-
tes temperaturas de incubacion, se determiné el tiempo
de germinacion para cada una de las especies y tempe-
raturas. También se hicieron pruebas para observar el
crecimiento de las semillas germinadas bajo diferentes
condiciones: luz, oscuridad, temperatura de laboratorio
(21° C) y temperatura de incubadora (28° C).

Una vez las semillas germinaron y sus radiculas te-
nian una longitud promedio de Imm, se llevaron a cajas
de petri de 90 mm de diametro, con doble hoja de papel
de filtro (filtrak, rundfilter grade 3 hw 65 g'm™), el papel
de filtro se hidrato6 con soluciones de glifosato a concen-
traciones de 0; 0,05; 0,50; 1,00; 2,50; 5,00; 7,50; 10,00
y 100,00 ppm obtenidas a partir de una solucién stock.
Se tuvieron cinco repeticiones por tratamiento y diez
semillas por caja de petri.

La sensibilidad se evalu6 a diferentes tiempos, hacien-
do la medicion de la longitud de la radicula después de
la exposicion al herbicida para cada una de las especies
de plantas e identificar la especie mas sensible.

Para la deteccion de glifosato en solucion acuosa en
concentraciones equivalentes a ED ; ED, ; ED_;ED, ,
a partir del modelo Log-logistic se determinaron las
concentraciones equivalentes a ED s ED, ; ED, ; ED, .
Se prepararon soluciones acuosas del herbicida a con-
centraciones equivalentes a ED ; ED,; ED,; ED_,
mas un tratamiento testigo (0 ppm). Para el experimen-
to se usaron cajas de petri con doble papel de filtro; en
cada caja se depositaron diez semillas pregerminadas
y el papel de filtro se hidrat6 con 10 ml de la solucion
del herbicida. Las cajas se sellaron con film plastico y
se dejaron en condiciones de laboratorio. Se tuvieron
cinco replicaciones y el ensayo se replico tres veces en el
tiempo. La respuesta se midié mediante la longitud de
la radicula, 72 horas después de exponer las semillas a

la solucion del herbicida.

Para medir la cinética de la disipacion del glifosato en
agua, se prepararon soluciones del herbicida (un litro)

65|



a concentraciones equivalentes de 0, 3, 5y 10 ppm, se
dejaron en frascos de vidrio transparente con capacidad
para 5 litros, en el laboratorio, y expuestos a luz directa
del sol en una ventana, durante 30 dias. El procedimien-
to para evaluar la cinética de la disipacion del herbicida,
consistié en: (1) germinar semillas, 18 horas antes de so-
meterlas a las soluciones del herbicida, 0, 3, 6, 9, 12, 15,
18, 21 y 24 dias después de preparar las soluciones; (2)
sembrar 10 semillas en cajas de petri con doble hoja de
papel de filtro; (3) agregar 10 ml de la solucion del herbi-
cida; (4) tapar y sellar las cajas con film plastico y dejarlas
en condiciones de laboratorio y (5) medir la longitud de
la radicula 72 horas después de la exposicion al herbici-
da. Se tuvieron cuatro replicaciones.

La deteccion de residuos biodisponibles de glifosato
en el perfil del suelo consistié en comparar la respuesta
de la planta indicadora a concentraciones del herbici-
da equivalentes a 0, 0,05, 0,50, 1,00, 2,50, 5,00, 7,50
y 10,00 ppm, en dos tipos de suelo provenientes del
Tolima; uno que se habia dedicado a la siembra de
arroz, en el cual se emplean dosis comerciales de gli-
fosato (1,5 a 2 kg ia-ha''*a™), y otro proveniente de un
pastizal. Para cada uno de estos suelos se determind el
porcentaje de materia organica, arenas, limos, arcillas
y pH; fue secado al aire y cernido a través de un tamiz
de dos mm de tamano de grano, luego fue tratado en
el laboratorio con la cantidad de herbicida requerido
para obtener concentraciones de 0, 0,05, 0,50, 1,00,
2,50, 5,00, 7,50 y 10,00 ppm distribuidas uniforme-
mente en todo el perfil del suelo. El procedimiento
para tratar el suelo con la solucién herbicida para cin-
co cajas de petri, consisti6 en tomar en bolsas plasticas,
10 g de arena cuarzitica (tamafo de particula 20-40),
se adicionaron 6 ml de solucién de cada concentracion
(1 ml-g") y se homogenizo, luego se agregaron 50 g de
suelo y se homogeniz6 (arena, herbicida y suelo). Para
obtener concentraciones en suelo de 0, 0,05, 0,50,
1,00, 2,50, 5,00, 7,50 y 10,00 ppm.

Para cada concentracion se utilizaron cuatro cajas de
petri. Se depositaron 10 g de la mezcla de suelo-arena
en cada caja de petri, se sembraron 10 semillas preger-
minadas, y se hidrat6 con 10 ml de solucién de cloruro
de calcio (0,01 mol) para evitar el apelmazamiento del
suelo. Las cajas de petri se sellaron con film plastico, y se
dejaron en condiciones de laboratorio. Cuando emer-
gieron los cotiledones (48 horas después de la siembra),
las cajas fueron destapadas y se evalu6 la longitud de
la radicula 72 horas después de la emergencia de los
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cotiledones. Se tuvieron cinco repeticiones y el experi-
mento se replico dos veces en el tiempo.

En la deteccion de residuos biodisponibles de glifosa-
to en suclo, se utilizaron muestras de tres tipos de sue-
lo provenientes del Tolima, Suelo 1 (cultivo comercial
de arroz), Suelo 2 (suelo de pastizal) y Suelo Fedearroz
(cultivo comercial de arroz), Fedearroz tratado con gli-
fosato 72 horas antes con una dosis de 1.440 g iaha™.
Se prepararon soluciones del herbicida a dosis equi-
valentes a 0; 960; 1.920 y 4.800 g ia-ha!, se utilizaron
materos plasticos con dimensiones de 60 mm diametro
superior, 48 mm didmetro inferior, 57 mm altura y un
area de superficie de 0,0028274 m?. El procedimiento
consistio en llenar los materos con el suelo hasta 3 mm
antes del borde, se adicionaron 10 ml de agua destilada-
esterilizada a cada matero y posteriormente se sembra-
ron 20 semillas pregerminadas, a una profundidad de
2,0 mm. Para los suelos uno y dos, se aplicaron 10 ml
de solucién herbicida de manera superficial a concen-
traciones equivalentes a 0, 960, 1920 y 4.800 g ia-ha™,
dejando sobre la superficie una lamina de solucion del
herbicida. Con el suelo Fedearroz, se llenaron materos
con el suelo hasta 3 mm antes del borde, y se sembraron
20 semillas pregerminadas de lechuga por cada matero,
se adicionaron 20 ml de agua destilada—esterilizada; en
este caso, no se le agregd ninguna solucion del herbici-
da, debido a que estaba recién tratado con glifosato a
una dosis de 1.440 giaha’'.

Los materos se dejaron bajo condiciones de labora-
torio, se taparon con film plastico y se mantuvieron se-
llados usando bandas de caucho, hasta la emergencia
de los cotiledones; una vez los cotiledones emergieron,
se destaparon los materos, 96 horas después de desta-
pados los materos se sacaron las plantas completas, se
secaron en un horno (WTB Binder) durante 24 horas
a 80° C para obtener peso seco. La respuesta a la pre-
sencia de los residuos biodisponibles del herbicida se
registraron como peso seco de las plantas. En todos los
casos se tuvieron cuatro repeticiones y se duplico el
experimento en el tiempo.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos de longitud de la radicula se so-
metieron a un analisis matematico bajo el modelo Log-
logistic, para determinacion de la curva de dosis de res-
puesta, identificar la especie mas sensible a la presencia
del herbicida, calcular los valores de ED, , ED, , ED |
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y ED,, mediante la utilizaciéon del programa SAS (v.
8.2). Los datos obtenidos se registraron y se sometieron
a analisis estadistico bajo un diseflo completamente al

azar (DCA).

La expresion matematica del modelo Log-logistic,
que relaciona una respuesta y con la dosis x, genera una
curva tipica de dosis-respuesta de forma sigmoidal, que
se expresa por la siguiente ecuacion:

y=c+—D-C __
1+ (X/ED, )
D-C

1+ exp (b(log(X)-log (ED, )

=C+

Donde C es el limite inferior, D es el limite supe-
rior, b es la pendiente alrededor de la ED,, ED, es
la concentracién a la cual se reduce en un 50% el
crecimiento del organismo indicador, en respuesta a
la presencia de un compuesto. Las ventajas que se tie-
ne al usar la ecuaciéon 1, es que los parametros son
biolégicamente significativos; el limite superior D co-
rresponde a la respuesta media del testigo no tratado
y el limite inferior C es la respuesta media a concen-
traciones muy altas, sin ocasionar necesariamente la
muerte del organismo indicador (Streibig et al., 1993,
1995; Seefeldt et al., 1995).

Resultados y discusion

Se encontr6 una germinaciéon promedio de 82% a tem-
peratura constante de 28° C, con rango de tiempo de
germinacion entre 18 y 24 horas en oscuridad para to-
das las especies. Se determind que las condiciones 6p-
timas para el crecimiento de la radicula después de la
germinacion son 21° C en presencia de luz y se deter-
mind que 72 horas después de la exposicion al herbici-
da, era el tiempo 6ptimo de medicidén en los bioensayos
en agua, debido a que existian la mayores diferencias de
crecimiento de la radicula entre el testigo sin glifosato y
los tratamientos.

Para las especies de pepino, rabano, tomate y coliflor,
no se encontr6 un buen ajuste al modelo matematico
Log-logistic, esto es, que no se encontr6 convergencia al
modelo, mientras que lechuga fue la especie que mostro
la mejor respuesta. Para esta especie se encontr6 con-
vergencia del modelo matematico Log-logistic con 8
iteraciones; asi, se determind la lechuga como la mejor
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especie bioindicadora de residuos de glifosato, entre las
cinco especies evaluadas.

Se determinaron los parametros de la ecuacion 1,
obteniendo valores para D =19,789 mm, que repre-
senta el limite superior de la curva en donde las con-
centraciones de herbicida son mas bajas y se obtiene el
mayor crecimiento de la planta; ED, = 8,3884 ppm,
representa la concentracion requerida para disminuir
el crecimiento de la planta en un 50%; C = 8,3518
mm, es el limite inferior de la curva que representa el
crecimiento de la planta a concentraciones muy altas,
y b = 41,6554, que es la pendiente de la curva ajusta-
da con el modelo Log-logistic incluye el valor de ED, |
(8,39 ppm) (Figura 1). Los resultados obtenidos indi-
can que la lechuga result6 sensible a la presencia del
herbicida y que el crecimiento de la radicula fue una
buena variable para medir la respuesta.

My i -

Limee supcnor ()

Longitud radicula {mm)

: N
Limute imferior ( )k R

0,01 0.1 1 10 105
Log Concentracicn {ppm)

Figura 1. Curva dosis-respuesta para lechuga (Lactuca sativa
L.) ajustada con el modelo Log-Logistic, del efecto del in-
cremento de la concentracion de glifosato en solucion acuo-
sa sobre la longitud de la radicula, para la cual se encontro:
y =8.3518 + (19.789-8.3518) / (1+(x/8.3884)"%>"); con ED
= 8.3884 ppm.

Para el presente trabajo se usa el modelo matematico
Log-logistic, pero se pueden usar otros procedimien-
tos, como por ejemplo, transformacion de los valores a
valores probit (Fuentes y Leroux, 2003) o utilizar otros
modelos matematicos.

Deteccion del glifosato en solucion acuosa
10 EDy3

ED,; usando lechuga como planta indica-

en concentraciones equivalentes a ED
ED,;
dora. Para calcular las concentraciones del herbicida
; ED,; ED_ y ED,, a partir de la

equivalentes a ED ; 400 00
ecuacion 1 (modelo matematico Log-logistic), se despe-
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J6 la variable ED , que representa la concentracion de
herbicida a la cual se reduce el crecimiento de la radi-
cula en un porcentaje X.

Al despejar la ecuacién 1 del modelo Log-Logistic se
tiene ques
ED, = ED (Eq. 2)
(x / (100—x))!"

Despejando la ecuacion 2

ED_= ED_*(x/ (100—x))""") (Eq. 3)
Aplicando la ecuacion 3 para la lechuga, se calcu-

laron las concentraciones equivalentes a ED ; ED,;
ED_;ED,.

Segun el analisis estadistico, para este experimen-
to, se encontr6 efecto de las dosis del herbicida sobre
la longitud de la radicula de lechuga, por lo cual se
confirma que la lechuga responde (reducciéon de cre-
cimiento) a la presencia de residuos biodisponibles de
glifosato en agua.

De acuerdo con la prueba de Tukey, no se encontra-
ron diferencias significativas entre las concentraciones
correspondientes a la ED | = 2,22 ppm; ED, = 5,02
ppm y ED_ = 8,38 ppm. La concentracion de ED,
= 31,63 ppm, y el tratamiento testigo (0 ppm), fueron
diferentes entre si; y a su vez diferentes respecto a las
concentraciones equivalentes a ED : ED, y ED, Esto
muestra que para obtener una respuesta de la especie a
la presencia del herbicida, las dosis deben ser muy altas
(ED,,= 31,63 ppm) (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados de la prueba de Tukey para longitud
de la radicula a concentraciones de glifosato equivalentes a
ED ;ED,;ED, vy ED, . Los datos presentados fueron calcu-
lados a partir de 100 observaciones por dosis.

Gruposde  Longitud de la radicula  Longitud de la radicula Concentracién (ppm)
Tukey observada (mm) esperada (mm)
A 15,54 19,78* 0
B 12,66 18,64* B0,=222
B 12,66 16,36 £D,, = 5,02
B 12,0 14,07* £D,, = 8,38
( 10,02 9,49 ED,, = 31,63
Las dosis sefialadas con letras iguales, son iguales entre s, de acuerdo con la prueba de Tukey.
* Datos calculados a partir de la ecuacion 2
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Con el procedimiento de modelo lineal general
(GLM), se obtuvieron diferencias estadisticas altamen-
te significativas entre las concentraciones equivalentes
a ED ; ED,; ED vy ED,, para la longitud promedio
de la radicula medida en milimetros. Sin embargo, con
esta técnica, no fue posible cuantificar la concentracion

presente en la solucion.

Cinética de la disipacion del glifosato en agua
utilizando lechuga como especie indicadora.
En este experimento el ANOVA indic6 efecto significa-
tivo de la concentracion del herbicida (Figura 2). Para
la primera medicion, hecha 72 horas después de pre-
paradas las soluciones (dia 3), se observaron diferencias
altamente significativas entre las concentraciones; esta
tendencia se mantuvo hasta el dia 18 (432 horas) des-
pués de preparadas las soluciones. A partir del dia 21
(504 horas) el efecto de las concentraciones se pierde y
el porcentaje de reduccién del crecimiento de la planta
indicadora no resulta significativo (7-9%) (Figura 2), es
decir, dejan de existir diferencias significativas entre to-
dos los tratamientos, incluido el testigo (Figura 2).
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Figura 2. Curva efecto del tiempo en la actividad herbicida
de diferentes concentraciones de glifosato en agua, calculado
a partir de la longitud de la radicula de lechuga. Los datos se
presentan en % de reducciéon del crecimiento con relacion
al testigo sin tratamiento (0 ppm) calculados a partir de 50
observaciones por dosis.

Las soluciones se prepararon en agua destilada y se
dejaron a condiciones de laboratorio, expuestas a luz
directa del sol, durante la duraciéon del experimento
(30 dias). Segin Monsanto (2003), el glifosato no sufre
una degradacion significativa debida a fotodescompo-
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sicion; Haney et al., 2000; Araujo et al., 2003 repor-
tan que los principales factores de descomposicion del
herbicida son algas, bacterias y hongos en agua y sue-
lo, por lo cual se puede atribuir la pérdida del efecto
herbicida del glifosato a la accion degradadora de los
microorganismos.

Debido a que la literatura reporta que el herbicida
no se degrada por accion de la luz solar, se procedié a
hacer aislamientos de microorganismos a partir de las
soluciones, para identificar grupos que probablemente
estarian descomponiendo el herbicida.

Aislamiento de organismos descomponedores
de glifosato a partir de las soluciones emplea-
das. Se observo el crecimiento evidente de algas en las
tres soluciones; en una mayor cantidad en la concentra-
cion del herbicida correspondiente a 10 ppm, seguida
por la de 5 ppm y en menor cantidad la concentracion
de 3 ppm, lo cual indicaria que las algas estaban usando
como fuente nutritiva el glifosato, que contiene nitroge-
no, carbono y fosforo. En cajas de petri con medio PDA
(papa dextrosa agar), se sembraron 20 ul de cada una
de las soluciones empleadas en el experimento cuatro, y
se llevaron a una incubadora durante ocho dias a tem-
peratura constante de 28° C en ausencia de luz, para
evitar el crecimiento de algas. Se tuvieron tres repeticio-
nes por cada solucion (concentracion de glifosato), y se
procedié a hacer el conteo de unidades formadoras de
colonias, ocho dias después de la siembra.

Para los aislamientos efectuados se encontraron pre-
dominantemente bacterias y actinomicetos, y en menor
proporcién hongos. Dentro de las bacterias se observo
mayor crecimiento de un tipo de bacteria de color ama-
rillo en todos los tratamientos (soluciones de glifosato).
Los actinomicetos no se presentaron en el aislamiento
correspondiente a la concentraciéon de 3 ppm, y para
las demas concentraciones creci6 de forma muy esca-
sa. En el aislamiento correspondiente a la mayor con-
centracion del herbicida (10 ppm), se encontr6 de igual
manera la mayor cantidad de unidades formadoras de
colonias; esto es explicable por la mayor disponibilidad
de sustrato para los microorganismos. Los resultados
obtenidos para el conteo de unidades formadoras de
colonias (UFC) se presentan en el Tabla 2.

Haney et al. (2000) y Araujo et al. (2003) reportaron que
la actividad microbiana en el suelo se incrementa al in-
crementarse la cantidad de glifosato adicionado. Araujo
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Tabla 2. Promedios de unidades formadoras de colonias por
mililitro (ufc/ml) de solucién herbicida a diferentes concen-
traciones, de microorganismos descomponedores de glifosa-
to, aislados en agar papa dextrosa.

Concentracion (ppm) Promedio uf¢/ml % Organismo

5 % actinomiceto

15 % bacteria roja

3 48.233,33
40 % bacteria blanca
40 % bacteria amarilla
40 % bacteria blanca
5 64.666,66
60 % bacteria amarilla
5% actinomiceto
10 107.933,33 40 % bacteria blanca

55 % bacteria amarilla

et al. (2003) reportaron la descomposicion de glifosato
por parte de algas, bacterias, actinomicetos y hongos
presentes en el suelo. Por lo cual se puede decir que la
pérdida de la actividad herbicida en la solucién acuosa se
debe al efecto degradador de los microorganismos. Las
metodologias analiticas desarrolladas en la Universidad
Nacional de Colombia para determinacion de residuos
de glifosato en aguas mediante cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC), reportan a partir de muestras de
agua estudiadas, cantidades minimas detectables 0,0008-
0,004 ppm y cantidades minimas cuantificables entre
0,002-0,022 ppm (Rodriguez y Guerrero, 2001).

En cuanto a los datos obtenidos en este trabajo, se
comienzan a detectar residuos del herbicida en solucién
acuosa a partir de 2,22 ppm, manifestados en reduccion
del crecimiento de la radicula de la planta indicadora.
Por lo cual se puede decir que las técnicas de bioensayos
en lechuga permitirian detectar la presencia del herbi-
cida en aguas en cantidades superiores a 2,22 ppm, y
no para detectar trazas. Mediante técnicas analiticas se
puede detectar la cantidad total del herbicida presente
en una muestra (fraccién biodisponible y no biodisponi-
ble), y mediante los bioensayos podemos detectar la dis-
ponibilidad del compuesto que puede ser tomado por el
organismo indicador (fraccion biodisponible).

Deteccion de residuos biodisponibles de gli-
fosato en suelo usando lechuga como planta
indicadora. Para este experimento se encontraron di-
ferencias significativas por efecto de las concentraciones
del herbicida y del tipo de suelo, asi como la interaccién
suelo*concentracion, resulto significativa.
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penetracion del glifosato dentro del
perfil del suelo se limita a unos pocos
milimetros (1-2 mm). En este experi-
mento, el glifosato se encontraba ho-
mogenizado en el suelo, de manera
que en cualquier sitio del suelo en
el que la radicula hiciera contacto el
herbicida estaria presente.

Reduccidn del crecimiento de la radicula (%)
L)

0 1 2 3 4 5 1] 7
Concentracion (ppm)

10

Las diferencias entre las concen-

Figura 3. Curva de porcentaje de reduccion del crecimiento de la radicula
de lechuga al incrementar la concentracion de glifosato en dos tipos de suelos.
Los promedios se obtuvieron a partir de 100 observaciones por cada una de las

concentraciones.

Tabla 3. Resultados del analisis de suelos provenientes de
diferentes cultivos en El Tolima.

% de materia

. pH Textura
orgdnica

Arena: 58%
Limo: 21%
Arcilla: 21%
Arena: 67,3%
4,73 Limo: 14,4%
Arcilla: 18,3%
Arena: 68,8%
Limo: 26,0%
Arcilla: 5,2%

Suelo 1 (proveniente de culfivo pastos) 7 5,55

Suelo 2 (proveniente de cultivo arroz) 3

Suelo 3 (proveniente de lote de Fedearroz) 2,83 5,53

La curva de dosis-respuesta del efecto del incremento
de la concentracion de glifosato en dos tipos de suelo,
sobre la longitud promedio de la radicula de lechuga,
se presenta en la Figura 3. Las diferencias encontradas
entre los dos tipos de suelo se pueden explicar por los
diferentes contenidos de materia organica (Tabla 3); de
acuerdo con Sprankle ¢t al., 1975a.b.

Richardson, 1985; Chobradjian y Kogan, 2001, quie-

nes reportan que el herbicida se inactiva rapidamente
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traciones pueden explicarse debido
a que la adsorcion del glifosato por
los coloides del suelo no es de 100%,
dejando asi una fracciéon biodispo-
nible que afect6 el crecimiento de
la planta indicadora, presentandose un porcentaje de
reduccion de crecimiento de la longitud de la radicu-
la, mayor en todos los casos para el suclo de arroz,
llegando a obtener valores de 18,19% en reducciéon
de crecimiento de la radicula comparado con 7,42%
a una concentraciéon de 10 ppm para arroz y pastos
respectivamente (Figura 3).

El mayor contenido de materia organica para el suelo
de pastos (7%), ademas de la mayor proporcion de li-
mos (21%) y arcillas (21%) que de arenas (58%) respec-
to al suelo de arroz (limo 14,4%, arcilla 18,3% y arenas
67,3%), produjo un rango de porcentaje de reduccion
del crecimiento de la radicula menos amplio (0-7,42%),
mientras que para el suelo de arroz el rango fue mucho
mas amplio (0-18, 19%); estos resultados corresponden
alo encontrado por Hensley ¢t al. (1978) y Mallat y Bar-
cel6 (1998). Se puede observar como al presentarse un
aumento en las concentraciones aplicadas de glifosato
al suelo, se presenta un aumento en el porcentaje de
reduccion de crecimiento para el suelo de arroz que,
ademas de tener un menor contenido de materia or-
ganica, presenta un pH (4,73) menor, en comparacion
con el suelo de pastizal que tiene mayores contenidos de
materia organica y un pH de 5,55, lo cual produce una
mayor fraccion biodisponible de glifosato para el suelo
de arroz que para el suelo de pastizal, ya que el pH de
la solucién se relaciona inversamente con la adsorcion
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(Nomura y Hilton, 1977; McConnell y Hossner, 1985;
Sprankle e al.,, 1975a) (Figura 3).

Kogan et al. (2003), concluyen que la adsorcion del
glifosato esta influenciada por el tipo de suelo, obser-
vandose mayor adsorcion en suelos con altos conteni-
dos de materia organica y, por tanto, menor reduccion
del crecimiento de la planta indicadora y una menor
adsorcion para suelos muy arenosos y, en consecuen-
cia, mayor reduccién del crecimiento de la planta in-
dicadora. Este experimento muestra como los mayores
contenidos de materia organica reducen la fraccion
disponible del glifosato y, por consiguiente, produce
un menor porcentaje de reduccion del crecimiento en
la planta indicadora.

Los resultados obtenidos de los bioensayos con com-
puestos dispersos en medios solidos se ven afectados por
el tipo de sustrato y por las propiedades fisicas y qui-
micas del compuesto y del sustrato, entre otros; asi, el
medio arenoso con bajos contenidos de materiales que
podrian interactuar con el herbicida, tiende a produ-
cir los mayores valores de porcentaje de reduccion del
crecimiento del organismo indicador, y valores de do-
sis letales bajas, mientras que los ensayos en suelos con
mayor cantidad de particulas de materiales organicos
y coloides, tienden a adsorber los compuestos quimi-
cos produciendo valores de porcentaje de reduccion del
crecimiento del organismo indicador mas bajos y valo-
res de dosis letales mas altas (Figura 3).

Deteccion de residuos biodisponibles de gli-
fosato en suelo provenientes de muestras de
campo, y usando lechuga como planta indica-
dora. Para este experimento se empled una simulacion
de aplicacion, la presencia de residuos biodisponibles
en diferentes suelos, y a diferentes dosis comerciales de
glifosato, equivalentes a 0; 960; 1920 y 4800 g ia-ha™.
Ademas se hizo una prueba con suelo traido del cam-
po vy recientemente asperjado a una dosis de 1.440 g
ia‘ha!, tomado de un lote comercial dedicado a una
explotacion arrocera.

El analisis hecho para los datos de peso seco ob-
tenidos en este experimento, no indicaron diferencias
significativas para el tipo de suelo ni para dosis del
herbicida.

La pérdida del efecto herbicida del glifosato, al ser
aplicado sobre el suelo, puede ser explicado de acu-
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erdo con lo expuesto por Sprankle et al. (1975b) y
Chorbadjian y Kogan (2001), quienes reportan que
el herbicida no se mueve mas alla de unos pocos mili-
metros sobre la superficie del suelo debido a su alta
tasa de adsorcion a los coloides del suelo, lo que pudo
impedir el contacto del herbicida con la radicula de
la lechuga, que se sembré a una profundidad de dos
milimetros.

Otra causa de la pérdida del efecto herbicida en el
tiempo es la actividad microbiana en el suelo de acu-
erdo con lo reportado por Mallat y Barcelld, (1998);
Forlani et al. (1999); Haney et al. (2000); Chorbadjian y
Kogan (2001) y Araujo ¢t al. (2003).

Forlani et al. (1999) y Haney et al. (2000) reportan
un aumento en la cantidad de carbono mineraliza-
do en el suelo al aumentar la cantidad de glifosato
aplicado; las cantidades de nitrégeno mineralizado
se incrementan en forma lineal con la adicion de
glifosato, por lo cual podemos asegurar que los mi-
croorganismos juegan un papel muy importante en
la descomposicion del glifosato.
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