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ResumeN. La difusién del empleo de glifosato como herbicida para el control de malezas,
principalmente en cultivos de soja transgénica, puede provocar alteraciones biolégicas y ecolégicas
al ecosistema. Con el fin de estimar el efecto de este herbicida sobre la flora liquénica se empled
la especie Usnea amblyoclada (Miill. Arg.) Zahlbr como biomonitor “in situ”. Se trasplantaron
muestras de este liquen a un campo de cultivo de soja y a una zona control y durante tres meses
se determinaron pardmetros fisiolégicos indicadores de dafio. En otro ensayo se evalud, en
condiciones controladas, el efecto de distintas dosis de herbicida sobre la fisiologia del liquen.
Los resultados del experimento a campo mostraron que la aplicacién de glifosato produjo una
disminucién significativa de los pigmentos fotosintéticos. Se observé una disminucion significativa
de los contenidos de feofitina ‘a” y ‘b’ y un aumento en las concentraciones de los productos de
oxidaciones de membranas celulares. Los resultados obtenidos en condiciones controladas fueron
similares, por lo que se comprueba el efecto perjudicial del glifosato sobre L. amblyoclada y se pone
de manifiesto la utilidad de esta especie como biomonitor de zonas agricolas.
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AsstrAcT. Effects of the application of glyphosate on chemical-physiological parameters of
Usnea amblyoclada (Miill. Arg.) Zahlbr: The expansion in the use of glyphosate as herbicide in
order to control weeds, mainly in transgenic soybean cultivation, causes biological and ecological
deterioration in the ecosystem. The species U. amblyoclada has been used as biomonitor “in situ”,
in order to estimate this herbicide’s effect in the lichenic flora. Thus, the samples were transplanted
during a 3-month period in a soybean field and in a control area. After that, physiological parameters
indicating lichenic damage were established. Furthermore, the effect of different herbicide doses
on the lichen’s physiology was tested in the laboratory. The results showed a meaningful decrease
in the photosynthetic pigments after the fumigation with glyphosate. A significant decrease of the
contents was observed of feofitina ‘a’ and ‘b’ and, in addition, an increase in the concentrations of the
products of oxidations of cellular membranes. These results were observed also in the experiments
in laboratory. In this way, the damaging effects of glyphosate on the lichen U. amblyoclada and the
usefulness of this species as biomonitor in agricultural areas were demonstrated.

[Keywords: lichen, herbicide, weed control, soybean, biomonitor]
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INTRODUCCION

En la actualidad, el herbicida méas usado en el
mundo, y en particular en la Argentina, es el
glifosato. Es un herbicida de accién sistémica
y no es selectivo. La formulacién quimica
mads comun es la sal isopropilamina (IPA) de
N-(fosfonometil) glicina, o sal isopropilamina
de glifosato, muy soluble en agua y casi
insoluble en solventes organicos. Existen
diferentes formulaciones de este herbicida
que se caracterizan por contener variadas
concentraciones de sal IPA de glifosato y de
surfactantes [e.g., el compuesto polioxietil
amina (POEA) (Nivia 2002)]. Este herbicida
inhibe la enzima 5-enolpyruvyl-siquimato-
3- fosfato sintetasa, lo cual impide la unién
del metabolito fosfoenolpiruvato en el sitio
activo de la enzima (Ho & Ching 2003). No
obstante, también se ha observado que dosis
subletales de glifosato pueden incrementar
la susceptibilidad de algunas plantas a
enfermedades causadas por hongos, inhibir
la formacién de hongos benéficos y producir
aberraciones cromosémicas en células
meristémicas de raiz de cebolla (Nivia 2002).

Los liquenes son organismos formados por
la asociacién simbiética entre un alga y un
hongo y se encuentran distribuidos desde los
tropicos hasta las regiones polares, sobre todo
en ambientes terrestres. Son plantas perennes
con una tasa de crecimiento muy lenta, por lo
que mantienen una morfologia uniforme a lo
largo del tiempo (Webber & Andrews 1973).
Estos organismos carecen de sistema radical,
por lo que dependen por completo de la
atmosfera para obtener sus nutrientes. Debido
a la concentracién baja de los nutrientes en
la atmésfera, los liquenes han desarrollado
mecanismos concentradores esenciales para
su supervivencia. Ademas, estos organismos
cumplen una funcién importante en el
ecosistema como plantas pioneras de la
secuencia sucesional, formando parte de
los ciclos minerales (Syers & Iskandar 1973)
y en la fijacién del nitrégeno atmosférico
(Lang et al. 1976). Mas importante aun es
su capacidad para acumular elementos en
concentraciones que exceden por mucho sus
requerimientos fisiolégicos (Nash 1996). Por
este motivo, desde hace varias décadas los
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liquenes han sido reconocidos como uno de
los biomonitores ideales de contaminacién
atmosférica en diferentes sitios del mundo
(Carreras 2004). En Argentina también han
sido empleados para evaluar la calidad del
aire en diferentes ciudades como Bariloche
(Calvelo et al. 2009; Calvelo & Liberatore
2009), San Luis (Santoni & Lijteroff 2006;
Lijteroff et al. 2009) y Cérdoba (Gonzélez &
Pignata 1994; Carreras et al. 1998; Carreras &
Pignata 2001, 2002). Los estudios realizados
en Cérdoba han demostrado que existian
zonas cercanas a las dreas de cultivo donde
los liquenes se encontraban muy dafiados o
practicamente estaban ausentes. Esto podria
deberse al impacto de las practicas agricolas,
y en particular al empleo de herbicidas o
insecticidas.

Existen muy pocos antecedentes que
describan el efecto de los pesticidas sobre
liquenes. Alstrup (1991), en Dinamarca,
informé efectos adversos en el crecimiento
de los liquenes ocasionados por herbicidas
y fungicidas y demostré que la sensibilidad
del liquen frente a pesticidas difiere entre
especies y compuestos quimicos empleados.
En este sentido, los herbicidas resultan menos
perjudiciales que los fungicidas. Jensen et al.
(1999) realizaron estudios sobre la sensibilidad
del fotosistema Il en tres especies de liquenes
expuestos a diferentes tipos de herbicidas
y encontraron que las especies estudiadas
fueron mas sensibles a herbicidas elaborados
a base de urea respecto a los elaborados a
base de triazina. También comprobaron que
no existia una particular sensibilidad en el
liquen respecto a otras algas de vida libre o
cloroplastos de plantas superiores.

Hasta el momento existen muy pocos
antecedentes de estudios acerca de los
efectos de practicas agricolas en la biologia de
liquenes (Brown 1992; Van Dobben 1996). Las
referencias que encontramos solo analizan los
efectos de herbicidas a nivel de comunidades
liquénicas (Newmaster et al. 1999; Tretiach et
al. 2007). Sin embargo la informacién obtenida
en estudios previos de biomonitoreo sugiere
que, en efecto, la aplicacion de herbicidas
o pesticidas podria afectar el metabolismo
normal de las especies liquénicas que crecen
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en cercania a zonas de cultivo. El objetivo
general de este trabajo fue evaluar, en el campo
y en laboratorio, el efecto de la aplicacion de
glifosato sobre parametros fisiolégicos de
una especie de liquen muy abundante en la
provincia de Cérdoba. Especificamente, (1)
comparar la respuesta quimico-fisiolégica de
liquenes trasplantados a una zona de cultivo
de soja y a una zona control no cultivada,
(2) estimar los efectos del glifosato sobre la
concentracion de pigmentos fotosintéticos,
productos de oxidacién, acumulacién de azufre
y contenido de humedad en los liquenes, (3)
comparar los efectos de la aplicacién de
diferentes concentraciones del herbicida
sobre parametros quimico-fisiolégicos en
condiciones controladas de laboratorio y
(4) comparar el efecto del glifosato recibido
a campo con los efectos encontrados en
condiciones controladas.

MATERIALES Y METODOS

Se empled la especie Usnea amblyoclada
(Mill. Arg.) Zahlbr., de amplia distribucién
en la provincia de Cérdoba y empleada
previamente en estudios de monitoreo
(Carreras et al. 1998; Carreras & Pignata
2001). Es una especie saxicola, con estructura
fruticosa, lo cual facilita su separacion del
sustrato. En un drea alejada de fuentes
importantes de contaminacién (Cerro Blanco,
Los Gigantes, 1200 m.s.n.m.), 100 km al norte
de la ciudad de Cérdoba, fueron recolectados
al azar talos liquénicos de U. amblyoclada
(Mill. Arg.) Zahlbr. fijados sobre sustrato
rocoso. Parte del material vegetal recolectado se
reservé para realizar los mismos andlisis de las
muestras utilizadas en los experimentos, a fin
de obtener un nivel basal para los parametros
medidos.

Estudio en el campo

Los liquenes fueron trasplantados de acuerdo
a la técnica descripta por Gonzalez & Pignata
(1994). Fueron limpiados con cuidado y
separados de la porcién basal del talo para
evitar contaminacién por particulas del
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sustrato. Las muestras fueron conservadas
en bolsas a temperatura ambiente hasta su
preparacion para el trasplante. Cada unidad
experimental consistié en 12 g de liquen
colocados en bolsas de red de nylon de 20x20
cm, que fueron sujetados a cafios de PVC y
enterrados de manera tal que los liquenes
quedaran a una altura de 60 cm respecto a la
superficie del suelo.

Los liquenes fueron trasplantados a una
parcela con soja en el Campo Escuela
perteneciente a la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Nacional de
Cordoba, ubicado en camino a Capilla de Los
Remedios, en el kilémetro 15.5. Las muestras
(n=8) fueron ubicadas en dos lineas de siembra
paralela separadas a una distancia de 5m, de
tal manera que recibieron las mismas dosis
de glifosato empleadas para dicho cultivo.
Durante el periodo en el que los liquenes
estuvieron expuestos no se aplicaron otros
pesticidas, solamente 2 herbicidas diferentes:
sulfosato marca Syngenta (sal potasica del
acido-[N-(fosfonometil) glicina], con una
concentracién de principio activo igual a
34% P/V y glifosato marca Atanor (sal de
isopropilamina), con una concentraciéon de
principio activo igual a 48% P/V. En ambos
casos se empled una concentracién del
formulado igual a 3 L/ha. Como control se
trasplantaron muestras a una zona residencial
en la Ciudad de Cérdoba, alejada de zonas de
cultivos y con vegetacion natural abundante.
En ambos sitios las muestras permanecieron
expuestas durante 2.5 meses, desde el 1 de
noviembre de 2007 hasta el 15 de enero de
2008. Transcurrido el tiempo de exposicién, las
muestras fueron llevadas al laboratorio para
su analisis. Las determinaciones quimicas se
realizaron por triplicado en cada submuestra
y se expresaron en relacién al peso seco del
material vegetal.

Se determino el peso seco en estufa a 60 °C.
El material vegetal fue pesado sucesivamente
hasta que alcanzé un peso constante;
este procedimiento permitié determinar
el contenido de agua. Los pigmentos
fotosintéticos se determinaron a partir
de la trituracién del material vegetal y su
homogeneizacién en 10 ml de etanol al 96% V/V
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a temperatura ambiente y filtrado. Las clorofilas
se determinaron a partir de la absorbancia a
649 nm y 665 nm, a 6564 nm y 666 nm para
feofitinas, luego del agregado de HC10.6 My a
470 nm para carotenos, en un espectrofotometro
Beckman DU7000. La concentracién de
clorofilas, feofitinas y carotenos se calculd
de acuerdo a Wintermans & Mots (1965) y a
partir de ellas estimamos las relaciones clorofila
‘b’/clorofila ‘a” y feofitina ‘a’/clorofila ‘a’.
Para la cuantificacion de hidroperoxidienos
conjugados (HPDC) se midi6 la absorbancia a
234 nm del sobrenadante etanélico proveniente
de la extraccién de pigmentos. La concentracién
se calculé mediante el coeficiente de extincién
2.65x10* M'.cm™ (Gonzélez & Pignata 1994).
La concentracién de malondialdehido (MDA)
se determiné a partir de 50 mg de material
homogeneizado con 2.5 ml de agua destilada.
Posteriormente se agregdé un volumen
equivalente de TBA al 0.5% en solucién de
TCA al 20% y se incubé a 95 °C durante 30
minutos. La reaccién se detuvo en bafio de hielo
y luego la suspension se centrifugd a 10000 x
g para separar el sobrenadante. Se midié la
absorbancia a 532 nm de acuerdo a Kosugi et
al. (1989), restando la absorcién no especifica a
600 nm. La concentracién de MDA se calcul6é
a partir del coeficiente de extincién 155 m M
Lem? (Heath & Packer 1968). El contenido de
azufre se cuantificé a partir de alicuotas de
0.5 g de material fresco triturado al que se le
agregaron 2.5 ml de Mg(NO,),. La mezcla se
calent6 a 500 °C hasta obtener cenizas claras,
las que se resuspendieron en 2.5 ml de HC1 6
M. La solucién resultante fue filtrada, llevada
a ebullicién durante 3 minutos y luego a un
volumen final de 50 ml. El contenido de SO,
2 en la solucién se determiné por un método
turbidimétrico con BaCl, y la absorbancia se
midié a 420 nm (Gonzalez & Pignata 1994).

Estudio en laboratorio

A fin de corroborar si el efecto observado
en los talos liquénicos trasplantados en el
campo experimental se debia a la aplicaciéon
del herbicida se realizé una aplicacion en
laboratorio, colectando nuevas muestras de
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liquenes del mismo lugar en que se habian
recolectado para el estudio a campo. Una
porcién de este material se separé y guardé
como material basal. En el laboratorio las
muestras fueron distribuidas en 3 camaras
de vidrio cerradas (15 g de material vegetal
por cdmara) para mantener constantes los
valores de temperatura y humedad. En una
de las camaras, a los liquenes se les aplic
glifosato marca GLEX (sal isopropilamina
del N-fosfonometil glicina) cuyo ingrediente
activo tiene la misma concentracién que el
glifosato Atanor empleado a campo (48%
P/V). Se realizaron diluciones para igualar
la concentraciéon del formulado empleada a
campo (3 L/ha), considerando la superficie
de las camaras de exposicion. En otra de las
camaras las muestras recibieron glifosato a
la mitad de concentracién y en una tercera
camara a los liquenes se los rocié sélo con
agua (control de posibles efectos producidos
solo por un incremento en la humedad de la
camara). En todas las camaras las muestras
permanecieron expuestas durante 7 dias,
tiempo minimo para que el herbicida tenga
efecto en plantas perennes, segiin datos del
fabricante del herbicida. Cabe aclarar que si
bien los herbicidas empleados a campo y en
laboratorio no fueron de la misma marca, se
respet6 la concentracién final de su principio
activo. Transcurrido el tiempo de exposicién,
se realizaron las mismas determinaciones de
pardmetros fisioldgicos que las descriptas en
el experimento a campo.

Se analiz6 el efecto de glifosato sobre las
variables fisioldgicas a través de andlisis de
varianza. Cuando se detectaron diferencias
significativas se empleé el test a posteriori
LSD (Least Significant Difference), con un
nivel de significancia de 0.05.

RESuULTADOS Y DISCUSION

Estudio en el campo

Los contenidos medios de clorofila y caroteno
no difirieron significativamente entre las
muestras ubicadas en cultivo y el control. En
cambio, la concentracién de feofitinas ‘a’ y
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‘b” fueron significativamente mayores en las
muestras provenientes del cultivo (Figura 1).
En el material basal el contenido de feofitina
‘a’ fue mayor que el de clorofila ‘a’ lo cual
puede deberse a la deshidratacion de los
talos en el momento en que se colectaron las
muestras, dado que en dicho momento todavia
no habia comenzado la temporada de lluvia.
Este hecho fue observado previamente por
Groos (1991).

Nuestrosresultadosindican quenosolamente
el contenido de feofitinas en términos
absolutos se vio afectado por el herbicida,
sino también sus proporciones relativas. De
hecho, se ha determinado que la alteracién
en la composiciéon de pigmentos es una
herramienta muy valiosa para valorar el dafio
producido por contaminantes atmosféricos
(Agrawal 1994). No obstante, estos cambios
en la composicién de pigmentos no son
especificos del impacto de un determinado
tipo de estrés por lo que su valor diagnéstico
es limitado si no se lo acompafia de otras
determinaciones fisiol6gicas (Tausz et al. 1996).
Asi, en el presente estudio se calcul6, ademas,
el cociente Clo ‘b’/Clo “a” como indicador de
predominancia de clorofila ‘a’ respecto a la
‘b” y el indice de feofitinizacién (Feo ‘a’/Clo
‘a’) como indicador de la degradacién de
clorofilas a feofitinas. El cociente Clo ‘b’/Clo
‘a’ no mostro variaciones significativas entre
sitios, si bien el indice de feofitinizacion (Feo
‘a’/Clo ‘a’) tuvo un incremento significativo en
las muestras trasplantadas respecto al material
basal, lo que sugiere una activa degradacion de
clorofilas. La feofitinizacién de clorofilas es el
resultado directo de acidificaciéon provocada
por contaminantes, en donde se sustituye el
Mg* de las clorofilas por H* (Figura 1).

Por otro lado, se observé que el cociente
PS/PF fue ligeramente mayor en las muestras
basales que las trasplantadas, indica también
un menor contenido de agua en los talos al
momento de la recoleccidn, lo cual coincide
con la hipétesis planteada anteriormente
(Figura 1).

Los liquenes son capaces de acumular
compuestos azufrados en el talo. De hecho,
los niveles de azufre en el ambiente guardan
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una relacién directa con los niveles de azufre
determinados en los talos, razén por la cual
los liquenes han sido y son empleados con
frecuencia como biomonitores de ambientes
urbanos (Seaward 1993; Rodriguez et al. 2007).
En este estudio, sin embargo, el contenido
medio de azufre no vario entre sitios (Figura 1).
Esto podria deberse al aporte de compuestos
azufrados posiblemente como coadyuvantes
del principio activo del glifosato (i.e., solventes,
dispersores, emuladores y surfactantes) para
mejorar las propiedades fisioquimicas y la
eficacia biolégica de las materias activas pero
que no tienen una actividad como pesticida
propia. Si bien los resultados obtenidos no
confirman la hipotesis planteada, sirven de
base para futuros estudios.

Se observé que la mayor concentracién de
HPDC correspondié al material basal y la
menor a los talos trasplantados al campo
de cultivo (Figura 1). Este resultado podria
deberse ala transformacién rdpida a productos
de oxidacion secundarios, tales como MDA,
como lo sugiere los mayores valores de
MDA de las muestras provenientes del
cultivo (Figura 1). Estos resultados sugieren
la presencia de compuestos oxidantes que
reaccionan con los acidos grasos insaturados
de membrana y provocan una alteracion
en su funcionamiento. En coincidencia con
estos resultados, numerosos autores sefialan
que los pesticidas pueden inducir estrés
oxidativo mediante la generacién de radicales
libres y la alteracién de sistemas enzimaticos
antioxidantes o secuestradores de especies
reactivas de oxigeno (Banerjee et al. 1999;
Bukowska 2003; Inbaraj & Chignell 2004).

Estudio en laboratorio

El estudio en condiciones controladas
revelé una disminucién significativa en la
concentracion de clorofila ‘a’, clorofila ‘b’
y feofitina ‘b’ de las muestras tratadas con
la solucién de glifosato mas concentrada.
En cambio, la concentracién de carotenos
y de feofitina ‘a’, no mostraron diferencias
significativas entre los tratamientos (Figura
2). El cociente Clo ‘b’ /Clo ‘a’ fue mayor en las
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Figura 1. Concentracién de pigmentos fotosintéticos (mg/g peso seco), relaciones entre ellos, concentracién
de azufre (mg/g peso seco) y productos de oxidacién: HPDC (moles/g) y MDA (mmoles/g), en muestras
basales y transplantadas de U. amblyoclada. Los valores entre paréntesis indican el valor de probabilidad
obtenido en el ANOVA. Las barras verticales indican desvio estandar.

Figure 1. Concentration of photosynthetic pigments (mg/g dry weight), their ratios, sulphur (mg/g dry
weight), and oxidation products: HPDC (moles/g) and MDA (mmoles/g), in basal and transplanted
samples of U. amblyoclada. Values in parenthesis indicate the p-value obtained in the ANOVA. Vertical

bars indicate standard deviation.

muestras tratadas con la solucién de glifosato
menos concentrada, lo cual indicaria que este
herbicida con la mitad de la concentracién
usualmente empleada a campo ya es suficiente
para provocar la destruccién de clorofila ‘a’ en
esta especie de liquenes. Del mismo modo, el
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indice de feofitinacién fue significativamente
mayor en los liquenes tratados con la solucién
de glifosato menos concentrada, lo que
indica una mayor degradacién de clorofilas
a feofitinas en estas muestras. Experimentos
“in vitro” han demostrado que son necesarias
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Figura 2. Concentracién de pigmentos fotosintéticos (mg/g peso seco), relaciones entre ellos, concentracién
de azufre (mg/g peso seco) y productos de oxidacién: HPDC (moles/g) y MDA (mmoles/g), en muestras
tratadas “in vitro” de U. amblyoclada. Los valores entre paréntesis indican el valor de probabilidad obtenido
en el ANOVA. Las barras verticales indican desvio estandar.

Figure 2. Concentration of photosynthetic pigments (mg/g dry weight), their ratios, sulphur (mg/g dry
weight), and oxidation products: HPDC (moles/g) and MDA (mmoles/g), in treated “in vitro” samples of
U. amblyoclada. Values in parenthesis indicate the p-value obtained in the ANOVA. Vertical bars indicate

standard deviation.

concentraciones de contaminantes muy
elevadas para encontrar efectos directos
de destrucciéon de pigmentos (Sandman &
Gonzales 1989; Hegazy & El Hamid 1998).
Sin embargo, los resultados obtenidos en este
estudio sugieren que la capacidad oxidativa

de este herbicida es muy superior a la de los
contaminantes atmosféricos comtinmente
presentes en zonas urbanas (Figura 2).

El contenido de humedad en los talos,
estimado mediante el cociente PS/PF, fue
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también menor en las muestras tratadas
con glifosato respecto al control. A pesar de
que las diferencias no fueron significativas
podria deberse al aumento de los productos
de oxidacién ya que al oxidarse los lipidos
de membrana se destruyen también las
membranas celulares, con la consiguiente
pérdida de la capacidad de regulacion hidrica
(Figura 2). Tampoco se observaron diferencias
significativas en la concentracion de azufre
(Figura 2).

La concentracién de HPDC y MDA fue
mayor en las muestras tratadas con la
concentracién mas alta de glifosato y menor
en las muestras control. La diferencia con el
HPDC obtenido en el estudio a campo puede
deberse al tiempo de exposicion del herbicida
fijado en el laboratorio, que quizas no fue
suficiente para que el HPDC se convierta
en su totalidad a MDA, por lo tanto se
encontraron concentraciones altas de ambos
compuestos oxidantes (Figura 2).

CONCLUSIONES

La determinacién de parametros fisiol6gicos
indicadores de dafio en la fisiologia del
liquen, permitié comprobar la hipdtesis
planteada para el presente trabajo, que el
liquen U. amblyoclada es sensible a los efectos
de los herbicidas (formulados de glifosato).
Ademas, se demostré que esta especie
liquénica puede ser usada como biomonitor
en agroecosistemas, ademas de su ya conocida
capacidad como biomonitor de contaminantes
en zonas urbanas.

Elestudio delaboratorio contribuyé a explicar
lo que fue observado en los liquenes expuestos
“in situ” a la accién del glifosato y permitié
establecer que sus efectos perjudiciales
también dependen de la concentracién del
herbicida. Esto es particularmente cierto
en relacion a los pigmentos fotosintéticos.
El hecho de que se hayan determinado
diferencias significativas en la concentracion
de pigmentos y en sus cocientes, sugiere que
el herbicida esta afectando el fotobionte del
liquen, pese a que éste solo constituye 10%
del talo liquénico.
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