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ResuMEN. Los herbicidas pueden alterar la estructura y el funcionamiento del suelo mediante efectos directos
sobre varios componentes de su microbiota. Muchos autores han encontrado un efecto perjudicial del glifosato
sobre la calidad del suelo y la diversidad microbiana. Sin embargo, la mayoria de los trabajos han sido realizados
en sistemas de cultivos herbaceos y anuales y muy pocos en sistemas forestales o lefiosos perennes. El objetivo del
presente trabajo fue analizar el efecto a corto plazo de la aplicacién de glifosato sobre parametros microbiolégicos
generales y la estructura de las comunidades microbianas de suelos provenientes de lotes cultivados con olivo
(Olea europaea L.). Realizamos un experimento de aplicacion de distintas concentraciones de glifosato en dos
tipos de suelo de olivar, con y sin historial de aplicacién de pesticidas, y evaluamos distintas propiedades del
suelo alo largo de 55 dias de incubacién. En general, el impacto del glifosato sobre la microbiota fue mucho mas
importante en el suelo sin historial de aplicacién de herbicida. En la mayoria de los pardmetros analizados, el
tratamiento con glifosato a la concentraciéon recomendada a campo no se diferencié del tratamiento control. E1
cambio observado en la biomasa microbiana total no fue consistente. Sin embargo, en ambos suelos analizados,
la aplicacién de altas concentraciones de glifosato produjo un incremento significativo de las bacterias cultivables
y de las bacterias Gram (-), estimada por medio de perfiles de acidos grasos.
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AssTrACT. Effects of glyphosate on microbial community structure and activity in two soils under olive
plantations: Herbicides may alter soil ecosystems by a direct effect on selected component of soil microflora.
Several authors reported a harmful effect of glyphosate on soil quality and microbial diversity. Most studies have
been focused in the effect of annual extensive crops and a few have been done in perennial woody plantations.
The aim of our study was to study the short-term effect of glyphosate application on microbiological parameters
and microbial community structure under olive plantations. We applied different dosages of glyphosate to
soils corresponding to two olive plantations, with and without history of pesticide application and evaluated
anumber of functional and structural parameters of soil biota throughout 55 days. In general, the soil without
history of glyphosate application had a greater impact of glyphosate on with respect to the soil with history
of glyphosate application. There was no consistent effect on total microbial biomass. However, the effect of
glyphosate application at field rate was similar to control treatment. In both soils analyzed, glyphosate applied
at elevated dosages increased cultivable bacteria and Gram (-) bacteria, as estimated by fatty acids profiles.

[Keywords: pesticides, soil microbiology, soil bacteria, Argentine, Roundup UltraMax]

INTRODUCCION

Los herbicidas pueden alterar los ecosistemas
del suelo mediante un efecto directo y/o
indirecto sobre varios componentes de la
microbiota del suelo, tales como patégenos
de plantas, antagonistas, micorrizas o
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comunidades microbianas (Duncan & Paxton
1981; Wilcox 1996). Estos efectos pueden
resultar en un incremento o una disminucién
de la incidencia de enfermedades en los
cultivos [e.g., a través de la promocién o
supresion de las actividades de organismos
patégenos (Lévesque & Rahe 1992)].
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El glifosato es uno de los herbicidas mas
comunmente utilizados en el mundo. Acttia
inhibiendo la sintesis de aminoacidos
aromaticos (Jaworski 1972). Originalmente
fue utilizado en agricultura extensiva (en
particular en soja y maiz), aunque en la
actualidad se usa en diferentes tipos de
cultivos, incluidas las forestaciones y los
cultivos perennes lefiosos (Busse et al. 2001).
En nuestro pais también se ha difundido su
utilizacién en el cultivo de citricos y olivares
con el objeto de controlar malezas y aumentar
la productividad de los cultivos (Gonzalez-
Torralva et al. 2010).

Estudios diversos realizados a campo y
en condiciones controladas han encontrado
efectos del glifosato sobre la actividad de
distintos microorganismos del suelo. Por
ejemplo, en condiciones de laboratorio
se han documentado disminuciones del
crecimiento micelial de Fusarium solani,
Pythium spp., y Trichoderma viride frente a
concentraciones altas del herbicida (Meriles
et al. 2006). No obstante, también se han
identificado a algunas especies de hongos
patégenos (e.g., Pythium spp. y Fusarium
spp.) como los principales colonizadores de
raices de plantas anuales y perennes tratadas
con glifosato (Lévesque et al. 1993; Kawate
et al. 1997; Descalzo et al. 1998). Ademas, se
ha comprobado que los brotes de diferentes
especies de plantas son menos sensibles al
glifosato cuando crecen en suelo previamente
esterilizado, lo que sugiere un sinergismo
entre el herbicida y ciertos microorganismos
patégenos (Johal & Rahe 1984; Lévesque et al.
1993; Descalzo et al. 1996). En condiciones de
campo, si bien algunos estudios han descripto
efectos pequefios o nulos del glifosato sobre
la actividad microbiana (Ferreira et al. 2006),
otros han encontrado efectos considerables.
Asi, Wardle & Parkinson (1990) observaron
que la presencia de glifosato en suelo se
relacion6 con incrementos temporales de
poblaciones bacterianas con su concomitante
aumento de actividad. Otros estudios han
documentado aumentos en la cantidad de
hongos y bacterias cultivables (Roslycky
1982), respiracién del suelo (Haney et al. 2000)
y actividad enzimatica del suelo (Gianfreda et
al. 1995) como consecuencia de la aplicacién de
diferentes concentraciones de glifosato.

El impacto del glifosato sobre la actividad y
biomasa microbianas podria estar relacionado
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con el tipo de suelo y con su historial de
aplicaciones previas glifosato. Recientemente,
Ratcliff et al. (2006) encontraron que la
aplicacién de glifosato produce un aumento
de la diversidad funcional, en particular de
suelos arcillo-limosos. Por otro lado, Aratjo
et al. (2003) demostraron que los suelos con
aplicaciones previas de glifosato muestran una
fuerte respuesta de su actividad microbiana
frente a una nueva aplicacién del herbicida.
El objetivo del presente trabajo fue analizar
el efecto a corto plazo de la aplicacién de
diferentes dosis de glifosato sobre parametros
microbiolégicos generales y la estructura
de comunidades microbianas de suelos
provenientes de cultivo de olivo, una especie
lefiosa, de dos situaciones distintas: una
con aplicaciones previas de este herbicida y
otra sin aplicacién previa. Es esperable que
la aplicacién de altas dosis de glifosato en
suelos sin historia de aplicacién sean los més
perturbados.

METODOS
Disefio experimental y toma de muestras

Realizamos un experimento de incubacién
de dos tipos de suelo bajo condiciones
controladas, que sometimos a un control y a
tres dosis de herbicida. El suelo fue recolectado
en dos plantaciones de olivo localizadas en la
region de traslasierra, provincia de Cérdoba,
Argentina. Una de las plantaciones se ubicaba
en lalocalidad de Loma Bola y el tipo de suelo
era franco-arenoso (Haplustol tipico, arena
66.2%, limo 20.6%, arcilla 13.2%, materia
organica 5.39%, carbono orgénico 3.13%); fue
designado como CAS. Este suelo no recibié
aplicacién de agroquimicos durante el tiltimo
afo, previo al muestreo. La otra plantaciéon
se ubicaba en la localidad de Loma Bola y
el tipo de suelo era franco (Haplustol tipico,
arena 41.6%, limo 41.4%, arcilla 17.0%, materia
organica 5.26%, carbono organico 3.05%);
fue designado como FIN. Este suelo recibi6
repetidas aplicaciones de agroquimicos,
incluido el glifosato, en el periodo previo al
muestreo. Ambas plantaciones se encuentran a
una distancia respectiva de aproximadamente
15 km y los lotes de estudio tuvieron un
tamafio aproximado de 1 ha. Las muestras
de suelo fueron tomadas en abril de 2007,
en un radio de 2 m desde el tronco de cada
arbol seleccionado. El suelo se recolect6 del
horizonte superficial (15 cm) y fue tamizado
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con el objeto de eliminar los restos vegetales
y escombros.

Aproximadamente 500 g de suelo fue
fraccionado en bandejas plasticas (20 cm ancho
x 25 cm largo x 7 cm de profundidad) y luego
almacenado durante 7 dias en camara de
cultivo para que se equilibrara. La aplicacion
de glifosato consistid en una tnica aplicacion
de una formulacién comercial de glifosato
(Roundup UltraMax, Monsanto Co, St. Louis,
MO) de 20, 200 y 2000 mg de ingrediente activo
por kg de suelo, y un control sin agregado de
herbicida. Evaluamos parametros del suelo en
cuatro momentos: 1, 10,30 y 55 dias posteriores
ala aplicacién del herbicida. Se utilizaron tres
repeticiones por tratamiento. Para el calculo
de la concentracién recomendada a campo
se supuso una penetracion de 2 cm y una
densidad de 1.1 y 1.3 g/cm?® en los suelos
FIN y CAS, respectivamente. Los valores de
glifosato aplicados en la formulacién comercial
coincidieron con los utilizados por otros
autores (Accinelli et al. 2002). El tratamiento de
menor concentracion (20 mg) fue seleccionado
con el objeto de simular una aplicacién
simple a la dosis recomendada a campo. La
utilizacién de la dosis intermedia (200 mg)
es recomendada en estudios de laboratorio
para analizar el efecto de pesticidas sobre
la microbiota del suelo (Sommerville 1987),
mientras que la mdxima concentracién (2000
mg) representa un escenario de contaminacion
por derrame. Los suelos fueron incubados en
oscuridad, a temperatura ambiente y a un
75% de su capacidad de campo, y fueron
regados de forma periddica con agua destilada
para mantener constantes los valores de

humedad.

Variables estudiadas

El analisis de actividad microbiana total
se realizé por espectrofotometria, segin
Adam & Duncan (2001). La concentracion de
fluoresceina se calcul6 utilizando la curva de
calibracién realizada con patrones de 0 a 5 pg/
mL y se expres6 como pg de fluoresceina/gde
suelo. La respiracion microbiana se determind
mediante la estimacién del CO, liberado de
muestras de ~10 g de suelo, por medio de
titulacion con acido clorhidrico (Alef 1995). La
biomasa microbiana fue estimada mediante
la técnica de fumigacién-reinoculacién e
incubacién de muestras de 20 g de suelo y
tituladas con acido clorhidrico (Jenkinson &
Powlson 1976).
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La estimacion de las poblaciones de hongos
y bacterias cultivables se realiz6 mediante la
técnica de dilucién en placa, sembrado en
TSA y PDA (Larkin 2003). El anélisis de las
poblaciones de hongos totales se ensayo
sobre agar papa glucosado (APG)
suplementado con rosa de bengala (0.02 g/
L), cloranfenicol (0.3 g/L) y estreptomicina
(0.1 g/L). Para bacterias totales cultivables
el medio de cultivo utilizado fue Trypticase
Soy Agar (TSA). Se presentan los datos
correspondientes a la dilucién 10%, que se
sembro en cajas de Petri incubadas durante
dos/cuatro dias a 25 °C. Las estimaciones
cuantitativas de las unidades formadoras de
colonias (ufc) por gramo de suelo se calcularon
realizando un conteo visual del ntimero de
colonias formadas en cada placa, tanto para
hongos totales cultivables como para bacterias
totales cultivables.

Labiomasa flingica total se estimé a partir del
contenidodeergosterol del suelo (Montgomery
etal. 2000). Se extrajo el ergosterol de muestras
de 250 mg de suelo con hexano y se determiné
su concentraciéon por cromatografia liquida
(HPLC; Perkin-Elmer serie 200) equipado
con una columna analitica de fase reversa C18
(Microsorb amino). La biomasa flingica total
se expreso como pg de ergosterol/g de suelo.
Los fosfolipidos de acidos grasos (PLFAs) se
extrajeron segin Bossio et al. (1998), para los 30
y 55 dias de incubacién. A partir de muestras
de 10 g de suelo se extrajeron los acidos grasos
con hexano y se determiné su concentracién
por cromatografia gaseosa (Perkin-Elmer
Clarus 500 equipado con una columna
Elite-5 Crossbond 5% difenil - 95% dimetil
polisiloxano). La cuantificacién se realizé
mediante el agregado de un estandar interno
(19:0). Los acidos grasos fueron identificados
mediante una corrida previa de un estaindar de
ésteres metilicos de dcidos grasos bacterianos
(Bacterial Acid Methyl Esters mix, Supelco,
Bellefonte, PA). La concentracion total de
PLFAs fue estimada mediante la sumatoria
de todos los 4cidos grasos de fosfolipidos
identificados, y utilizada como estimador
de la biomasa microbiana total (Bohme et al.
2005).

Andlisis estadistico

La actividad microbiana, respiraciéon y
biomasa microbianas, hongos y bacterias
cultivables, biomasa fiingica total y los
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Figura 1. Actividad
microbiana , respiracién
microbiana y biomasa
microbiana de suelo no
tratado (control) y tratado
con tres concentraciones
de glifosato (1x, 10x y
100x; x, concentracion
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recomendada a campo) 0 15 30
en el (a) suelo FIN (sin
aplicacién de glifosato) y (b)
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suelo CAS (con aplicaciones 2,0
de glifosato). Las barras de
error representan el error
estandar. Letras diferentes
indican diferencias
significativas acorde
con DGC (P<0.05). n.s:
diferencia no significativa.
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Figure 1. Microbial activity,

microbial  respiration
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and microbial biomass of 0,0 - T T
untreated (control) and 0 15 30
treated soil with three
dosages of glyphosate (1x,
10x y 100x; x, recommended

Dias de incubacion

45 60

field rate) from (a) FIN
soil (without glyphosate
application) and (b) CAS
soil (with glyphosate
application). The error
bars are the standard
error of the mean. Bars
topped with the same
letter are not significantly
different according with 0,0 44 ;

C-biomasa microbiana g" suelo

C-biomasa microbiana g" suelo

DGC (P <0.05). n.s.: No 0 15 30
significant differences.

grupos taxonémicos estimados por PLFAs
individuales fueron sometidos a un anélisis
de varianza a una via (ANAVA) y andlisis
a posteriori con la prueba de Di Rienzo,
Guzman y Casanoves (DGC). El ANAVA
se realizd entre concentraciones de glifosato
para un mismo dia de incubacién y tipo de
suelo. La normalidad de los datos fue puesta
a prueba mediante la prueba de Shapiro-Wilks
modificado. El andlisis estadistico de los
perfiles de dcidos grasos en los dos suelos fue
realizado mediante un analisis multivariado
de componentes principales (ACP). Para
todos los anélisis estadisticos se utiliz6 el
software INFOSTAT /Professional 2005p.1
(F.C.A. - Universidad Nacional de Cérdoba,
Argentina).

RESULTADOS

Los valores de actividad microbiana no
revelaron un efecto significativo del herbicida
en ninguno de los suelos, en ninguno de los

Dias de incubacion

T T 0-0 = T T T T
45 60 0 15 30 45 60
Dias de incubacién

momentos evaluados (Figura 1). En ambos
tipos de suelo se registré una caida importante
de la actividad microbiana a medida que se
desarrollé la incubacién de los suelos. Tanto
en FIN como en CAS, los menores valores de
actividad siempre fueron observados hacia el
dia 55 de incubacién.

El agregado de glifosato al suelo CAS
produjo diferencias en la respiracion
microbiana (Figura 1). Los valores maés
altos de respiracién microbiana fueron
observados en el suelo CAS. En ambos suelos
analizados, el tratamiento con glifosato a
maxima concentracién (100x) produjo un
aumento en la respiracién microbiana en el
dia 30 de incubacién, pero sélo se evidenci6
un incremento estadisticamente significativo
en el suelo CAS.

La biomasa microbiana no mostré diferencias
entre los tratamientos para ninguno de los
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Figura 2. Hongos y bacterias
cultivables de suelo no tratado
(control) y tratado con tres
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e 1x

20

IMPACTO DEL GLIFOSATO SOBRE LA MICROFLORA DEL SUELO

37

A 10x
m 100x

concentraciones de glifosato
(1x, 10x y 100x; x, concentracién
recomendada a campo) en el
(a) suelo FIN (sin aplicacién
de glifosato) y (b) suelo CAS
(con aplicaciones de glifosato).
Lasbarras de error representan
el error estindar. Letras
diferentes indican diferencias
significativas acorde con DGC

15

Hongos totales (x 10* g” suelo)
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Figure 2. Culturable fungi and

bacteria of untreated (control) 6

Dias de incubacién

45 60

and treated soil with three
dosages of glyphosate (1x, 10x
y 100x; x, recommended field
rate) from (a) FIN soil (without
glyphosate application) and
(b) CAS soil (with glyphosate
application). The error bars are
the standard error of the mean.
Bars topped with the same
letter are not significantly
different according with DGC

122 4

Bacterias totales (x 10° g” suelo)

Bacterias totales (x 10° g" suelo)

10'| T

(P<0.05). n.s.: No significant 0 30

differences.

tiempos/suelos estudiados (Figura 1). Los
valores mds altos de biomasa microbiana
fueron observados a los 7 dias de incubacién
del suelo CAS. Este patrén de respuesta
se invirtié hacia el final del periodo de
incubacién. La aplicacién de glifosato a la mas
alta concentracién produjo un incremento no
significativo hacia el dia 30 de incubacién del
suelo FIN.

En ambos suelos, los hongos cultivables
presentaron una respuesta poco consistente
frente a la aplicacién de las distintas
concentraciones de glifosato (Figura 2). En
general, el suelo FIN sin aplicacién de glifosato
mostré la menor abundancia de hongos
cultivables y la mayor cantidad, durante los
15 y 30 dias de incubacion, se registr6 en el
suelo tratado con las mayores concentraciones
del herbicida (200 y 2000 mg), aunque estas
diferencias no fueron estadisticamente
significativas (Figura 2). Por su parte, el suelo
CAS mostré un patrén de respuesta diferente.
La menor abundancia flngica fue observada
hacia el final de la incubacién en el suelo
control. En general, y teniendo en cuenta todos
los tratamientos con glifosato, el suelo CAS
presento valores més altos de poblaciones de
hongos cultivables que el suelo FIN [P<0.0001,
P=0.003, P=0.0009 para los 1, 7 y 30 dias de
incubacién, respectivamente (Figura 2)]. El
nimero de bacterias cultivables mostré una

Dias de incubacion

T
30 45 60
Dias de incubacién

45 15

respuesta mas uniforme a los tratamientos con
glifosato en los dos suelos analizados (Figura
2). En ambos tipos de suelos, la aplicaciéon
de las mas altas concentraciones de glifosato
causé un incremento en las poblaciones
bacterianas. A los 7, 30 y 55 dias de incubacién
del suelo FIN, la aplicacién de glifosato a las
concentraciones mayores concentraciones
produjo un significativo incremento de la
biomasa bacteriana.

En el suelo FIN, la aplicacién de glifosato
aumenté significativamente la biomasa
fingica total a los dia 30 de incubacién,
en comparacién con el tratamiento control
(Figura 3). En cambio, la biomasa fingica del
suelo CAS no mostro efectos significativos del
agregado de glifosato.

Los dos primeros componentes del anélisis
de componentes principales para los PLFAs
explicaron 61% de la variacién en el suelo FIN
y 47% en el suelo CAS (Figura 4). En ninguno
de los suelos analizados se observé una clara
separacion entre tratamientos con glifosato
y/o entre dias de muestreo. En ambos suelos
ensayados se identificaron un total de 25
acidos grasos de fosfolipidos, que fueron
utilizados para el calculo de la abundancia
de 5 grupos taxonémicos y una estimacion
de biomasa microbiana total (Figura 5). Los
acidos grasos mas abundantes encontrados
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Figure 3. Total fungal biomass (microg. ergosterol g soil) T b
of untreated (control) and treated soil with three dosages
of glyphosate (1x, 10x y 100x; X, recommended field rate)
from (a) FIN soil (without glyphosate application) and (b) ;\3 3- %30
CAS soil (with glyphosate application). The errorbarsare @ i o
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del suelo FIN no se encontraron diferencias _é '2 (') '2 é

significativas para ninguno de los grupos
taxonémicos analizados. Sin embargo, hacia
los 55 dias de incubacidn, este suelo reflej6
una disminucidn significativa de las bacterias
Gram (+) y Gram (-) en el suelo control. Es
decir, la aplicacién de glifosato en todas las
concentraciones (1x, 10x y 100x) produjo un
aumento de bacterias Gram (+) y Gram (-). En
esta fecha de muestreo, tampoco fue detectada
ninguna alteracion en la biomasa microbiana
total. Por su parte, el suelo CAS mostré el
mismo patrén de aumento de bacterias Gram
(-) en suelo tratado con altas concentraciones

CP 1 (25.85%)

Figura 4. Analisis de componente principal de
fosfolipidos de suelo no tratado (control) y tratado
con tres concentraciones de glifosato (1x, 10x y 100x;
x, concentracién recomendada a campo) en el (a) suelo
FIN (sin aplicacién de glifosato) y (b) suelo CAS (con
aplicaciones de glifosato). Simbolos rellenos y vacios
indican los 30 y 55 dias de incubacién, respectivamente.

Figure 4. Principal components analysis of phospholipids
of untreated (control) and treated soil with three dosages
of glyphosate (1x, 10x y 100x; x, recommended field rate)
from (a) FIN soil (without glyphosate application) and
(b) CAS soil (with glyphosate application). Solid and
open symbols indicate 30 and 55 days of incubation,
respectively.
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Discusion

La mayoria de los pardmetros estudiados no
fueron afectados por la aplicacién de glifosato
en bajas concentraciones. Sin embargo, el
suelo sin historial de aplicacién demostré ser
mucho maés sensible al herbicida que el suelo
con historial de aplicacién.

La actividad microbiana es uno de los
factores decisivos en la disipacién del glifosato
en el suelo (Aratjo et al. 2003). La actividad
de ambos tipos de suelo resulté similar y
los valores reportados en este trabajo son
coincidentes con los observados por otros
autores (Mifiambres et al. 2010). Aunque los
herbicidas no son intencionalmente disefiados
para inhibir microbios, algunas de las
formulaciones comerciales pueden producir
alteraciones en la actividad y biomasa

BACTERIAS HONGOS
TOTALES TOTALES

BIOMASA
TOTAL

GRAM () GRAM (+) ACTINOMICETOS

microbiana si el suelo cuenta con la presencia
de microorganismos sensibles. De acuerdo
con Heinonen-Tanski (1989), los suelos con
alta actividad microbiana favorecen la rdpida
degradacion del glifosato ya que permiten su
utilizacién como fuente de carbono. Carlisle
& Trevors (1986) reportaron que el glifosato
puede estimular o inhibir la actividad de los
microorganismos de suelo dependiendo del
tipo de suelo y la concentracién de herbicida
utilizado. Weaver et al. (2007) observaron
una acelerada reduccién de 19% de actividad
microbiana (FDA) en un suelo franco-limoso
tratado con concentraciones altas de glifosato,
en condiciones de laboratorio. En concordancia
con este estudio, los resultados obtenidos
muestran que la actividad microbiana
respondi6 de manera diferencial a la aplicacion
de glifosato, en relacién con el tipo de suelo
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involucrado. En el suelo FIN no se encontré una
respuesta consistente, mientras queen el suelo
CAS la aplicacion de altas concentraciones
del herbicida produjo una rédpida y duradera
reduccién de la actividad microbiana total.
Estos resultados podrian estar asociados con
el historial de los dos suelos utilizados en este
estudio. El suelo FIN estuvo sometido a un
manejo que incluy6 repetidas aplicaciones
de pesticidas. Por el contrario, el suelo CAS
no tuvo aplicaciones de herbicida durante el
altimo ano. De esta manera, la reduccion en el
contenido de fluoresceina en suelos tratados
podria estar relacionada con la inhibicién de la
actividad microbiana en poblaciones sensibles
al agroquimico. En general, en ambos tipos
de suelo, la actividad microbiana mostré
una reduccion con el tiempo de incubacién.
Resultados similares han sido observados por
otros autores (Gomez et al. 2009), y podrian
deberse a la reduccion progresiva del carbono
disponible.

El impacto del glifosato sobre la respiracién
y biomasa microbiana del suelo ha presentado
resultados contrapuestos dependiendo de las
dosis y el tipo de suelo estudiado (Haney et al.
2000, 2002; Gémez et al. 2009). El glifosato es
un herbicida fosforado que puede ser utilizado
como fuente de C, N, y P por bacterias Gram
(+) y Gram (-) (van Eerd et al. 2003). Los
resultados del presente trabajo sugieren que
el glifosato aplicado a altas concentraciones
produce un aumento significativo de la
respiraciéon y biomasa microbiana entre los
dias 15 y 30 de incubacién, en los dos suelos
probados. Es posible que el herbicida provea
nutrientes para el crecimiento de bacterias
heterotréficas, a la vez que produzca
mortalidad en otras poblaciones de bacterias,
que también serdn utilizadas como fuente de
nutrientes por el resto de los microorganismos
maés resistentes (Chen et al. 2001). Esta
hipétesis que justificaria el aumento de la
respiracion y la biomasa microbiana en los
dias posteriores a la aplicacién de glifosato
también ha sido postulada por otros autores
(Haney etal. 2002). Por el contrario, en general,
la aplicacion del glifosato a las concentraciones
recomendadas no afecté significativamente
la respiracién ni la biomasa microbiana, en
comparacion con el tratamiento control.

De modo similar a lo observado con la
biomasa microbiana total en nuestro ensayo,
las bacterias cultivables analizadas también se
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vieron afectadas por la aplicacién de glifosato.
En concordancia con la hipétesis acerca del rol
de las bacterias en los procesos de disipacion
del glifosato, varios autores han encontrado
una alta correlacién entre la velocidad de
mineralizacién del glifosato y el conteo de
Pseudomonas spp. en cinco diferentes tipos
de suelo (Gimsing et al. 2004). Zabaloy et al.
(2008) también encontraron un aumento de
bacterias heterétrofas cultivables luego de
tres dias de la aplicacién de herbicida. Los
resultados del presente trabajo demuestran un
aumento de bacterias cultivables en relaciéon
directa con las concentraciones de glifosato
aplicada. En general, un mayor nimero de
bacterias cultivables fue observado en los
tratamientos con altas concentraciones de
glifosato, mientras que el tratamiento control
presenté los valores més bajos. Si bien estas
tendencias fueron observadas en los dos suelos
analizados, el suelo CAS mostré valores muy
superiores a los del suelo FIN, en los dias 15
y 30 de incubacién. Esta diferencia también
podria estar asociada con la ausencia/
presencia de historial de aplicacién a campo
del herbicida.

Ratcliff et al. (2006) reportaron un
significativo incremento del ntiimero de
propagulos fungicos después de la adicion
de glifosato en bajas concentraciones. No
obstante, cuando el suelo fue tratado con altas
concentraciones del herbicida no se observé
incremento en los hongos del suelo, respecto
al tratamiento control. Estos resultados
concuerdan parcialmente con los obtenidos
en el presente estudio. No se observé una
respuesta uniforme en los hongos cultivables
del suelo tratado con glifosato. Sin embargo,
el tratamiento con glifosato a concentraciones
media-alta produjo un aumento de biomasa
fangica total, a los 15 y 30 dias posteriores
a la aplicacién, en los dos tipos de suelo
evaluados.

Ennuestro trabajo, el analisis de componentes
principales de dcidos grasos del suelo no logré
discriminar entre concentraciones de glifosato
para ninguno de los tipos de suelo analizados.
Resultados similares fueron observados por
otros autores que han cuestionado el poder
resolutivo de la técnica. En este sentido, Ratcliff
et al. (2006) no encontraron cambios en la
composicién estructural de la microbiota luego
de la aplicacién de glifosato. Sin embargo,
los datos del presente trabajo muestran que
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algunos grupos taxonémicos fueron afectados
significativamente por la aplicacion del
herbicida. En particular, estos grupos han
sido conformados por acidos grasos de
cadena larga, 4cidos grasos monoinsaturados
e hidroxilados. Estos dcidos grasos estan
asociados con la poblacién de bacterias Gram
(-) y bacterias totales (Leckie 2005). Excepto
el suelo FIN en el dia 30 de incubacion, el
resto de tratamientos mostré un aumento
marcado de bacterias Gram (-) en proporcién
con el aumento en la cantidad de glifosato
aplicado. Otros autores han sugerido que este
incremento en ciertas poblaciones microbianas
puede deberse a la utilizacién del pesticida
como fuente de carbono y/o ala utilizaciéon de
biomasa afectada, que sustente el crecimiento
de ciertas poblaciones en desmedro de otras
mas sensibles al pesticida (Kuklinsky-Sobral
etal. 2005). Estos resultados son relativamente
coincidentes con los obtenidos mediante otras
técnicas de medicién de biomasa microbiana,
tales como la titulacién del anhidrido carbénico
con el método de fumigacién-incubacion.
Sin embargo, no fue posible obtener una
correlacion significativa entre el contenido de
ergosterol y el bioindicador lipidico PLFA 18:
206, 9 (datos no mostrados). Las discrepancias
entre estas técnicas han sido documentadas
por otros autores, y deberdn ser objeto de
estudios futuros (Hogberg 2006).

En conclusién, los resultados del presente
estudio mostraron que la aplicaciéon de
concentraciones altas de glifosato puede alterar
la actividad y estructura de las comunidades
microbianas del suelo, aunque dicho efecto
fue menos acentuado y consistente en las
concentraciones mds bajas. El impacto del
glifosato fue mucho mas evidente en suelos sin
historia de aplicacién de herbicidas. El glifosato
también mostré un marcado efecto sobre las
bacterias Gram negativas, y poco o ningtn
efecto sobre los hongos totales. A nuestro
juicio, los estudios toxicolégicos debieran
completarse con futuras investigaciones que
aborden el impacto de este herbicida sobre los
perfiles proteicos y de utilizacién de sustrato
en distintos tipos de suelo.
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