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Introduccion

Con satisfaccion desde el Area Estratégica Gestion
Ambiental de INTA damos la bienvenida a los especialistas
convocados al Taller Aspectos Ambientales del Uso de Glifosato.
Este herbicida, de amplia y dominante utilizacion en la agricultura de
Argentina, con varios millones de litros aplicados en asociacién con
diversos cultivos, principalmente la soja, esta en la mira de la
sociedad por preocupaciones para la salud, tanto del ambiente como
humana.

Sin dudas, es una actitud responsable de las instituciones
contribuir con informacion cientifica y metodologias precisas para
comprender su destino en el ambiente. Estimar los riesgos
potenciales de contaminacion en cuerpos de agua superficial,
subterranea y en el suelo es fundamental para establecer
recomendaciones de manejo de los agroquimicos utilizados en los
sistemas productivos del pais. Estas estimaciones deberan basarse
en la informacién generada en las investigaciones del pais asi como
las generadas a nivel internacional.

En general, los principios activos tienen dos componentes
en su toxicidad, una es la inherente a la molécula y otra a la posible
exposicion de los organismos vivos. Siempre hay riesgo, aun en los
productos menos toxicos, y en la mayoria de los casos, los
problemas de toxicidad en el ambiente se magnifican si el uso de la
sustancia no se hace en forma adecuada o siguiendo las
indicaciones de los marbetes.

En el caso especifico del glifosato, quizas uno de los
problemas asociados es la simplificacion del paisaje que tiene lugar
como resultado de la desaparicion de las coberturas vegetales
circundantes a los campos de cultivos, y que afectan el habitat para
la diversidad de especies y los procesos ecoldgicos que estas
desempefian en el ecosistema. Por esta razon, no solo debemos
considerar los aspectos toxicolégicos asociados a los agroquimicos,
sino todos los efectos secundarios que pueden resultar de sus
aplicaciones, sobre todo, si estas ocurren a grandes escalas
espaciales y con repeticion en el tiempo.



Sin dudas, este taller interinstitucional e interdisciplinario,
arrojara luz sobre los aspectos metodolégicos para la deteccion de
residuos de glifosato en muestras ambientales y contribuira a reunir
los resultados relevantes generados en Argentina. Por otra parte, el
aporte de especialistas internacionales brindara nuevas capacidades
y relaciones para ahondar en la generacion de conocimientos
cientificos. Sin embargo, estimulamos a los especialistas a pensar
en forma integral, y aportar las mejores recomendaciones desde lo
cientifico para minimizar los impactos ambientales y maximizar los
beneficios en el uso de esta tecnologia.

Maria Elena Zaccagnini
’ Coordinadora Nacional INTA
Area Estratégica Gestion Ambiental

El proceso de intensificacion productiva de las dltimas
décadas, que acomparfié a los cambios de contexto socio-econémico
de nuestro pais, produjo un incremento notable de la produccion de
granos. Su continuidad puede conducir a alteraciones ambientales
de magnitud global, no sélo sobre la calidad de vida de la poblacién
rural 'y consumidores en general, sino también sobre las
oportunidades de exportacion de productos diferenciados y sobre la
propia capacidad productiva de los sistemas agropecuarios, a
mediano y largo plazo.

Dicho proceso conlleva la incorporacion creciente de
productos fitosanitarios, siendo los herbicidas los que ocupan la
parte mayoritaria del volumen comercializado. Ellos reemplazaron el
uso de energia mecanica por la quimica para el control de malezas y
acompafiaron la introduccién de soja transgénica cultivada bajo
siembra directa, cuya adopcién masiva transformo al glifosato en el
herbicida mas utilizado, y fuente de controversias actuales sobre su
potencial carcinogénico.

Nuestra institucion, tempranamente, y en concordancia con
los grandes cambios enunciados, incluy6 el estudio de la variable
ambiental en el proceso de intensificacion productiva. Es asi que
algunos grupos de trabajo, particularmente los vinculados con
proyectos de contaminacién de suelos y aguas por agroquimicos,
decidieron asociarse intra e inter institucionalmente para ocuparse
de dicha problemética. Desde la coordinacién del Proyecto Propio



de la Red del Area Estratégica de Gestion Ambiental (Desarrollo de
conocimiento y tecnologias para mitigar la contaminacion de suelo y
agua bajo produccién agropecuaria) consideramos prioritario
designar a la Unidad Integrada FCA-INTA Balcarce encargada de
coordinar los temas vinculados con los herbicidas y para ello,
resultaba imprescindible que este nodo se dotase del instrumental
mas avanzado y que incorporara personal especializado para poder
asistir a todos aquellos nodos que integran la red de mediciones
actuales. Varios afios después de esos primeros logros, con gran
satisfaccion, asistimos a la realizacion de este Taller sobre Aspectos
Ambientales del Uso de Glifosato, el cual, nos permitira ir mas lejos
en la comprensién de sus vias de degradacién ambientales y en las
gestiones necesarias para disminuir su impacto. Por otro lado,
sentara las bases para actualizar la informacién a nivel nacional y
hara posible la integraciéon y articulacién necesarias para llevar
adelante los futuros trabajos de investigacion.

Adrian Andriulo
Coordinador interino PPR Contaminacién
INTA, EEA Pergamino
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Andlisis de Residuos de Plaguicidas Polares,
con especial enfasis en el Herbicida
Glifosato: Problematica Analitica.

Félix Hernandez
Instituto Universitario de Plaguicidas y Aguas
Laboratorio de Andlisis de Residuos de Plaguicidas
Universidad Jaume |, Castell6n, Espafia

La determinacién de residuos de plaguicidas se ha llevado
tradicionalmente a cabo mediante técnicas cromatograficas, tanto
GC como LC, usando diferentes tipos de detectores. El
acoplamiento GC-MS ha sido, sin duda, la técnica de referencia
durante muchos afios en este campo. Sin embargo, la retirada
paulatina de la mayoria de plaguicidas tradicionales (ej.- OCs y
muchos OPs) por motivos de toxicidad y persistencia en el medio
ambiente, ha provocado la introduccion de nuevas materias activas,
de menor toxicidad y mas facilmente degradables. La mayoria de
estos nuevos pesticidas son mas polares, incluso de tipo idnico, y su
determinacion mediante GC-MS resulta problematica. Este hecho,
junto con los grandes avances producidos en el acoplamiento LC-
MS en los ultimos afios, ha provocado que la técnica LC-MS sea
cada vez mas utilizada, de modo que en la actualidad se ha
convertido en imprescindible en los laboratorios especializados en
andlisis de residuos de plaguicidas (ARP).

A diferencia de GC-MS en donde el analizador de quadrupolo
permite obtener buenos resultados analiticos, en LC-MS este
analizador resulta menos adecuado por el elevado ruido de fondo vy,
especialmente, por la suave ionizacién producida en las interfases
API, lo que conduce a una pobre fragmentacion y espectros MS con
pocos iones (generalmente [M+H]"). Hoy en dia, el analizador mas
atractivo en ARP es el de triple cuadrupolo (QqQ), que permite
trabajar en modo tandem MS, con excelente sensibilidad y
selectividad gracias a la adquisicién de transiciones especificas
(modo de trabajo SRM), que dificilmente son compartidas por otros
componentes de la matriz. LC-MS/MS QgQ es una técnica muy
poderosa, con un excelente potencial para el analisis rapido,



sensible y fiable de la gran mayoria de plaguicidas y sus
metabolitos, con la excepcion de los compuestos mas apolares y/o
volatiles, como piretroides y algunos OPs (1,2,3). Con el uso de, al
menos, dos transiciones especificas (se debe evitar, en lo posible, la
seleccion de transiciones genéricas, como pérdidas de H,O, CO,,
NHs, HCI), se consigue una alta selectividad y especificidad, ademas
de una disminucion notable del ruido de fondo, lo que redunda en
muy bajos limites de deteccién. Por otro lado, con dos transiciones y
la evaluacion de la relacion de intensidades (Q/q ratio), se minimizan
los riesgos de reportar falsos positivos o falsos negativos en las
muestras analizadas (4).

En este trabajo, se presentan las principales aplicaciones de LC-
MS/MS QqQ en ARP, prestando especial atenciéon a plaguicidas
particularmente problematicos desde el punto de vista analitico,
como fosetil, etefon, melamina (metabolito de la ciromazina),
abamectina y azadiractina, o glifosato. La exposicién se centra en la
problematica analitica del glifosato, especialmente en muestras de
aguas Y suelos.

El glifosato [N-(phosphonomethyl)glycine] (GLY) es un herbicida
no selectivo, de post-emergencia, de amplio espectro, ampliamente
utiizado para el control de las malas hierbas. Introducido por
Monsanto en la década de los 70 como principio activo del
formulado Round UpO, es posiblemente el herbicida mas utilizado
en la actualidad en todo el planeta. Diversos estudios han
demostrado que una vez aplicado el GLY, éste es fuertemente
adsorbido por los componentes del suelo, tales como arcillas, 6xidos
de hierro y acidos humicos. Ademas, sufre una importante
degradacion, principalmente de tipo biol6gico, siendo su metabolito
mayoritario el acido aminometilfosfénico (AMPA). De acuerdo con
estos datos, no seria previsible su presencia en altas
concentraciones en las aguas subterraneas y/o superficiales. Sin
embargo, diversos autores han reportado niveles de GLY y AMPA
del orden de ppb en aguas, especialmente en las superficiales.

Nuestro propio grupo de investigacion ha realizado controles
periodicos de GLY y AMPA en aguas, habiendo detectado
habitualmente ambos compuestos. Asi, en un estudio realizado
sobre 50 muestras de aguas subterrdneas y superficiales de la
Comunidad Valenciana (Espafia), en entornos con fuerte actividad
agricola, se detecté GLY en el 25% de las muestras analizadas, en



concentraciones que variaron entre 0.06 y 0.48 pg L™, mientras que
el AMPA se detect6 en el 40% de las muestras, con niveles entre
0.05y 0.18 pg L™. La frecuente deteccion de AMPA, tanto en aguas
como en suelos, es indicativa de la degradacion del GLY en el
medio ambiente.

Las caracteristicas fisico-quimicas del GLY son muy diferentes a
las de la mayoria de herbicidas, debido a su caracter anfotérico y
elevada polaridad. Sus propiedades anfotéricas se deben a la
presencia de grupos acidos y basicos en su molécula. Con cuatro
pK caracteristicos (pK;=0.8, pK,=2.2, pKs=5.5, pK,;=10.1) (5) se
encuentra normalmente en forma iénica (generalmente con carga
neta negativa en casi toda la escala de pH, aunque puede presentar
carga positiva a pH<1), a excepcion de un margen estrecho de pH,
en medio acido, en el que se encuentra con carga neta neutra,
aunque presentado cargas parciales negativas (pérdida del proton
mas acido del grupo fosfénico) y positivas (protonacién del grupo
amino). Estas particulares caracteristicas afectan de modo
importante a su comportamiento en el medio ambiente suelo-agua,
asi como a su determinacion analitica, la cual resulta
extraordinariamente dificultosa, especialmente a niveles de sub-ppb.
Como consecuencia del valor negativo de su log Ky, (-3.4), no
cabria esperar que el GLY se adsorbiera sobre la materia organica
del suelo (SOM) y, de hecho, en algunos estudios se indica que la
SOM no es importante en la adsorcion del herbicida. Sin embargo,
otros datos de la bibliografia indican exactamente lo contrario (5). En
cualquier caso, su comportamiento ambiental estd sujeto a
controversia, con muchos datos contradictorios y, en ocasiones,
poco fiables.

Ademas de las especiales caracteristicas, ya mencionadas, del
GLY, una de las principales causas de esta controversia es, sin
duda, la dificultad del analisis a nivel de residuos. Esto hace que,
muchas veces, los datos sobre concentraciones reportados no sean
fiables, lo que supone una incertidumbre afiadida en el estudio de su
comportamiento.

A pesar de que el GLY tiene baja toxicidad y presenta menor
riesgo ecotoxicolégico que otros herbicidas, resulta necesario
estudiar su presencia en el medio ambiente acuéatico, debido a su
amplio uso en todo el planeta. La falta general de datos sobre
niveles de GLY en aguas y suelos, en comparacidon con otros
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herbicidas bien conocidos, como las triazinas, fenil y sulfonilureas, o
uracilos, sobre los que existe mucha mas informacién al respecto, es
motivo de preocupacién sobre todo en paises del ambito
latinoamericano, en los que existen amplisimas areas dedicadas al
cultivo de variedades transgénicas de soja 0 maiz, resistentes al
glifosato. El uso de este herbicida en estas circunstancias es muy
elevado, pero a pesar de ello, existen pocos programas eficaces de
control en las aguas y suelos.

La mayoria de los métodos analiticos reportados son
complicados, con una preparacion de la muestra larga y compleja.
LC-MS/MS es una técnica muy poderosa y se muestra como la mas
atractiva actualmente para el analisis de residuos de este
compuesto. A pesar de sus excelentes caracteristicas analiticas, los
métodos basados en LC-MS/MS requieren normalmente una etapa
de derivatizacion previa, con el fin de mejorar la separacion
cromatografica y facilitar la retencién de GLY y AMPA en el proceso
de pre-concentracién (ejemplo, SPE en analisis de aguas). Se han
propuesto varios reactivos para su derivatizacion, pero sin duda los
mas usados son OPA y FMOC. En los ultimos afios, nuestro grupo
de investigacion ha desarrollado varias metodologias, todas ellas
basadas en la derivatizacion previa con FMOC. En los métodos
inicialmente propuestos se utiliz6 acoplamiento LC-LC (column
switching) con deteccién por fluorescencia, para el andlisis de estos
compuestos en aguas (6,7), suelos (8) y productos vegetales (9). La
técnica LC-LC-FD proporcion6 excelentes resultados y supuso un
notable avance en el analisis de residuos de glifosato, llegando a
alcanzar los bajos LODs requeridos en este tipo de analisis.

Con la irrupcién de LC-MS/MS, la metodologia desarrollada en
la década de los 80 y 90 se pudo renovar y actualizar, de modo que
esta técnica ha sido la base de nuevos métodos, con excelente
sensibilidad y selectividad, que se han aplicado con éxito a aguas y
suelos (10,11). Estos métodos permiten la determinacion de GLY y
AMPA en aguas, previa derivatizacion con FMOC en medio borato,
usando una pre-concentracion en linea (SPE-LC-MS/MS). Mediante
esta aproximacion analitica es posible determinar de modo fiable
niveles de GLY y AMPA del orden de unos pocos ng L™, usando
menos de 5mL de muestra. Para la determinacion en suelos, no fue
necesaria la pre-concentraciéon en linea, sino mas bien al contrario,
la dilucidn de los extractos alcalinos antes de la derivatizacion. Otros

11



autores han usado una metodologia similar para determinacién de
GLY y AMPA en lodos de depuradora, pero realizando la
derivatizacion sobre soporte soélido con resina intercambiadora
anionica fuerte (12).

A pesar de los buenos resultados obtenidos en los suelos y
aguas analizados en Espafia, hemos encontrado dificultades
afladidas en suelos con elevada carga organica, caracteristicos de
algunas areas de cultivo de paises latinoamericanos. La mayor
complejidad de estos suelos obliga a realizar un estudio analitico
muy detallado, con el fin de encontrar una solucién satisfactoria para
este tipo de muestras. Ademas de evaluar la eficiencia de la etapa
de extraccién (generalmente se lleva a cabo en medio alcalino,
tipicamente con KOH), parece necesario aplicar una etapa de
purificacion en suelos de matriz compleja para reducir el fuerte
efecto matriz observado y facilitar la cuantificacién a bajos niveles.
El uso de columnas cromatograficas especiales, disefiadas para la
separacién de compuestos idnicos, es otra de las alternativas que se
esta actualmente investigando pues esto permitiria determinar GLY
sin necesidad de llevar a cabo una etapa de derivatizacion.
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Comportamiento del Glifosato en la interfase
agua: solido. Una aproximacion al estudio en

suelos .

Maria dos Santos Afonso
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Universidad de Buenos Aires

Los fosfonatos son sustancias que poseen una gran afinidad
para la formacion, en solucién acuosa, de complejos con los metales
de transicion (Barja et al., 2001, and references cited therein) pero
también tienen una gran afinidad por la superficie de los oxidos de
hierro y aluminio (Nowack and Stone, 1999; Sheals et al., 2001;
Barja and dos Santos Afonso, 2005). Estas propiedades juegan un
rol muy importante a la hora de evaluar el comportamiento y el
transporte de estos compuestos en el medio ambiente.

Los fosfonatos son utilizados mundialmente en muchisimas
aplicaciones, que van desde el tratamiento de aguas hasta los
plaguicidas. En este sentido el componente activo del herbicida mas
utilizado a nivel mundial, herbicida no selectivo, de amplio espectro y
de aplicaciébn en postemegencia, cominmente conocido como
glifosato, es la N-fosfonometilglicina (PMG) (Barja et al., 2001).

Una vez que es aplicado, el PMG puede alcanzar el suelo y ser
transportado a otras areas o ser inmovilizado en el suelo.

La tendencia del PMG a la formacion de compuestos de
coordinacién es conocida. PMG forma complejos estables con los
cationes en solucion acuosa (Barja and dos Santos Afonso, 1998;
Barja et al., 2001; Sheals et al., 2001, Gimsing and dos Santos
Afonso, 2005) y sus constantes de estabilidad han sido publicadas
previamente (Madsen et al., 1978; Appleton et al., 1986; Smith and
Raymond, 1988; Dhansay and Linder, 1993, Popov et al., 2001).

La inmovilizacién en suelos ocurre por adsorcion (Piccolo et al.,
1994; Gerritse et al., 1996; Morillo et al., 2002; Gimsing et al., 2004),
a través de la coordinacion del PMG a los metales que constituyen
los minerales que lo componen (6xidos y arcillas) llevando a la
formacion de complejos superficiales. Asi, el tiempo de residencia
de este compuesto en el suelo es una funcién de su retencion en el
mismo y esta afectada por la composicion mineralégica del suelo.

15



El contenido de arcillas en suelos, el tipo de arcilla y su
capacidad de intercambio cationico, son parametros importantes a la
hora de evaluar la adsorcion (Glass, 1987; Dion et al., 2001; de
Santana et al., 2006). Usualmente, las isotermas de adsorcién son
ajustadas mediante los modelos de Freundlich (Glass, 1987;
McConnell and Hossner, 1989; Dion et al., 2001), Freundlich
extendido (de Jonge et al., 2001) o Langmuir (Piccolo et al., 1994;
Dion et al., 2001; Pessagno et al., 2005).

Los coeficientes de adsorcién en suelos y minerales obtenidos a
partir de los experimentos en batch pueden ser utilizados para
predecir la movilidad y el destino de los contaminantes en los
ambientes naturales.

Resultados y discusion

Se obtuvieron las isotermas de adsorcion de PMG sobre
fracciones de suelos de las provincias de Santa Cruz, Misiones y
Corrientes.

Los principales componentes de los suelos de Misiones y
Corrientes son cuarzo, caolinita y éxidos de hierro mientras que para
el suelo de Santa Cruz son cuarzo, feldespatos y montmorillonita.
Entre todos estos minerales el cuarzo es el que tiene menor area
superficial y menor afinidad por el PMG.

Los resultados experimentales se ajustaron utilizando los
modelos  mencionados  previamente. Se calcularon los
recubrimientos maximos, normalizados con respecto a la superficie
especifica y las constantes de afinidad del ligando por la superficie y
se compararon los resultados con los obtenidos para los minerales
puros.

Los minerals arcillosos muestran que el proceso de adsorcion
ocurre en pasos sucesivos (Damonte et al., 2007) que corresponden
a adsorcion en sitios superficiales estructuralmente diferentes. A
bajas concentraciones de PMG la adsorcion solo ocurre en un tipo
de sitio y a medida que la concentracion de PMG aumenta los otros
sitios contribuyen a la adsorcion.

Se encontr6 la secuencia goetita > caolinita > illita >
montmorillonita para la adsorcién. También se encontr6 que la
materia organica (OM) contribuye a la adsorcidon es decir que el
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recubrimiento superficial, [J, aumenta con el aumento en el
contenido de OM y de hierro.

La adsorcion disminuye con el incremento en el pH lo que esta
indicando que el proceso es anionico, similares resultados fueron
encontrados por algunos autores (McConnell and Hossner, 1985;
Nicholls and Evans, 1991; Morillo et al., 1997; de Jonge and de
Jonge, 1999; de Jonge et al., 2001; Gimsing et al., 2004). Sin
embargo otros autores indican que la adsorcion de PMG en suelos
no depende del pH (Sprankle et al., 1975a,b; Glass, 1987; Cheah et
al.,, 1997). El efecto del pH puede atribuirse a las variaciones de
carga sobre la molécula de PMG debido a los procesos de
disociacion acido-base y a la carga superficial de los adsorbentes
(Pessagno et al., 2005; Gimsing et al., 2007), lo que lo correlaciona
con la composicion mineralégica del suelo.

Por otra parte las medidas de potencial zeta realizadas en
funcion del pH utilizando sélidos con y sin PMG adsorbido muestran
gue el punto de carga cero se corre a valores de pH mas acidos
debido al incremento de la carga sobre la superficie. El incremento
de la carga se vuelve mas negativa y aumenta con la concentracion
de PMG indicando que los complejos superficiales contienen una
mayor densidad de carga que los formados por la interaccion de la
superficie con el agua.

La extension de la coordinaciéon superficial y su dependencia
con el pH puede ser explicada considerando la afinidad de los sitios
superficiales por los ligandos y la dependencia de ellos con el pH.
Dado que la adsorcién de aniones esta acoplada a la liberacion de
iones OH’, la adsorcion se encuentra favorecida a pH bajos.

Las diferencias en los valores de las constantes de afinidad de
PMG por la superficie de los sélidos, K, son atribuidas,
principalmente, a las diferencias en el contenido de éxidos de hierro.

Para ajustar las curvas de adsorcion se utiliza el modelo de
Langmuir, suponiendo que no hay interacciébn entre los
componentes de los sélidos y que la fase mineral estd compuesta de
dos adsorbentes o dos clases diferentes de sitios superficiales.
Considerando estas aproximaciones los valores calculados y los
experimentales tienen una buena aproximacion. Sin embargo los
recubrimientos maximos son sobreestimados para el suelo de
Misiones y subestimado para el suelo de Corrientes. Estas
diferencias se pueden asignar a la cantidad de hierro incorporado en
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la estructura de la caolinita (28 y 40% respectivamente). Este hierro
estructural presente en algunos minerales de las arcillas puede
afectar el grado de adsorcién y degradacién de los plaguicidas (Xu
et al., 2001). La sustitucién de Al(lll) por Fe(lll) tiene un mayor efecto
sobre la reactividad de la caolinita (1:1) que en las smectitas (2:1).
Para el suelo de Santa Cruz las isotermas de adsorcién se
modelaron utilizando la isoterma de Langmuir de dos términos,
encontrandose un buen ajuste. En este caso el grado de adsorcion
debe atribuirse mayoritariamente al contenido en montmorillonita.

Conclusiones

PMG forma complejos superficiales con goetita, caolinita, illita,
montmorillonita y suelos con recubrimientos superficiales maximos
similares siendo el grado de complejacién dependiente de la
concentracién del ligando y del pH de la suspension. La extension
de la adsorcion sobre goetita es mayor que en suelos y en los
minerales arcillosos. Los resultados encontrados sugieren que el
grupo fosfonato del PMG se coordina a los sitios superficiales
externos de los solidos con formacion de complejos de esfera
interna. La complejacion con los iones metdlicos y la adsorcion
sobre superficies minerales puede afectar la persistencia, la
distribucion y la biodisponibilidad del PMG en suelos y aguas
naturales.
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Competencia Glifosato — Fosfato por la
Superficie de Minerales. Estudio por ATR —
FTIR.

Carolina Waiman, Carina Luengo y Graciela Zanini
INQUISUR (UNS-CONICET)- Departamento de Quimica
Universidad Nacional del Sur

Los beneficios que los plaguicidas han brindado a la
produccion de los cultivos son incuestionables, pero es importante
resaltar que solamente una parte de lo que se aplica ejerce su
funcion, el resto es distribuido en el ambiente. La presencia de estas
especies en aguas subterraneas y cuerpos de agua natural es un
tema que nos preocupa desde varios puntos de vista: desde la
salud, desde lo ecolégico, desde lo ambiental, desde lo productivo,
etc.

En nuestro pais, el control de malezas es casi exclusivamente
guimico y uno de los pesticidas mas utilizados es el glifosato. Luego
de su aplicacion, el destino del glifosato en el ambiente va a
depender de su capacidad de interactuar con el medio natural. El
suelo es uno de los principales responsables de la movilidad de este
tipo de sustancias ya que la mayoria de los procesos quimicos y
biologicos que determinan la retencion y el transporte de los
plaguicidas ocurren en la superficie del suelo. Estos procesos
incluyen fendmenos de adsorcién, degradacion quimica,
degradacion biol6gica, etc. (Cheng, 1990)

El estudio de la interaccion del glifosato con los componentes
organicos e inorganicos del suelo puede brindar informacion
importante para predecir y comprender su comportamiento en el
ambiente. Los constituyentes de la fase solida del suelo tales como
las arcillas y los 6xidos de aluminio, hierro y manganeso, juegan un
rol extremadamente importante. Aunque no se encuentren en
grandes cantidades, tienen efectos significativos en los procesos de
adsorcién-desorcion debido a su gran superficie especifica y a su
reactividad (Spark, 2003).

Los procesos de adsorcion estan intimamente relacionados
con los sitios que la superficie del mineral posee. De esta manera,
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hay una alta probabilidad de que en un medio natural existan
muchas sustancias compitiendo con glifosato por los mismos sitios
de adsorcion y asi puedan modificar su movilidad en el ambiente.
Por lo tanto, un punto muy importante a considerar en el estudio de
las interacciones con los componentes del suelo es la influencia de
las especies que co-habitan con glifosato en el ambiente y que
pueden competir con él por los sitios de adsorcion. Dentro de esas
especies se encuentran los iones del tipo fosfato, naturalmente
existentes en los suelos y en muchos casos en aumento por la
aplicacion excesiva de fertilizantes (Gimnsing, 2004; Bogaard,
2008).

Este trabajo presenta un estudio de como el fosforo, como ion
fosfato (PO,>), afecta la adsorcién de glifosato sobre la superficie
de goethita (a-FeOOH) sintética, usada como modelo del mineral
goethita presente en suelos. Esto se determiné por medio de
espectroscopia ATR-FTIR.

La espectroscopia ATR-FTIR permite registrar “in situ” como
varia la cantidad de glifosato adsorbido a medida que transcurre el
tiempo y ademas tiene la ventaja de permitir identificar a las
especies adsorbidas sobre la superficie del solido. De esta manera,
también hace posible registrar cuando el glifosato es desorbido por
la presencia de iones fosfato.

Se realizaron estos estudios a pH = 4,5; 6y 8. En la figura 1
se muestra la informacién que brindan los espectros de ATR-FTIR
cuando se adiciona una solucién de fosfato al glifosato adsorbido
sobre goethita a pH: 4,5.

En esta figura puede verse como una vez agregada la
solucién de fosfato, la bandas que corresponden al adsorbido van
disminuyendo a medida que transcurre el tiempo (flechas hacia
abajo en la figura 1) y comienza a observarse el aumento de las
bandas correspondientes al fosfato adsorbido (flechas hacia arriba
en la figura 1), indicando que una especie va desplazando a la otra
de sus sitios de adsorcién.
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Figura 1: Espectros ATR-FTIR de glifosato y fosfato adsorbidos sobre
goethita.

La figura 2 muestra la variacion de la cantidad adsorbida de
glifosato y fosfato a medida que transcurre el tiempo de reaccion,
datos que pueden obtenerse del andlisis de los espectros de la
figura 1.
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Figura 2: Desorcion de glifosato en goethita debido a la adsorcién de
fosfato a medida que transcurre el tiempo. pH=4,5

Como puede observarse el fosfato desplaza al glifosato
adsorbido durante las 2 horas del ensayo. Esta competencia es
seguramente debida a la similitud en las estructuras quimicas de
ambas especies, que hace que compitan por los mismos sitios de
adsorcion. El desplazamiento ocurre a los tres pH estudiados.

Estos minerales de hierro son muy reactivos, y aunque se
encuentren en poca proporcion en el suelo pueden ser responsables
de este tipo del comportamiento del glifosato en el ambiente. Asi,
los resultados sugieren que en sistemas naturales una vez que el
glifosato ha sido inmovilizado por adsorcion en lo componentes
inor%énicos del suelo, la fertilizacion con especies fosforadas del tipo
PO,” podria ser responsable de que el herbicida retorne a la
solucion del suelo pudiendo facilitar su transporte en el ambiente.
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Andlisis de Residuos de Glifosato en
Muestras Ambientales y Alimentos

Maria |. Maitre, Eduardo A. Lorenzatti, Maria A.

Lenardon, Susana N. Enrique .
Instituto de Desarrollo Tecnoldgico para la Industria Quimica
(INTEC) UNL-CONICET

En este trabajo se hace referencia a estudios realizados por el
Grupo de Medioambiente del INTEC (UNL-CONICET) sobre
residuos de glifosato durante el periodo 1997-2008

La deteccién y cuantificacién de residuos se realizé en todos
los casos por HPLC con derivatizaciéon pos-columna., utilizando un
cromatégrafo Waters TM 600 con detector de fluorescencia (470: A
Ex 339 nm; A Em. 445 nm), columna de Exclusién Iénica IC-Pak
(Water) a 55°C de temperatura y acido fosférico al 0,5% como fase
moévil. Como solucién oxidante se utilizd una mezcla de fosfato
monobésico de Potasio, Cloruro de Sodio, Hidroxido de Sodio e
Hipoclorito de calcio, siendo el complejo oftaldehido-2-
mercaptoetanol el reactivo de derivatizacién. La temperatura de
reaccion fue 38°C. (EPA 1990, Fabre M. Bordey T ,1992). Téngase
en cuenta que el glifosato es un analito muy dificil de analizar, ya
gue es inactivo en deteccion U.V (excepto en muy altas
concentraciones), siendo necesaria la derivatizacion de la molécula
para deteccion por HPLC.

En el periodo 1997-1999 se monitorearon tres campos de la
provincia de Santa Fe con dos y tres aplicaciones de glifosato
isopropialamina en distintas concentraciones obteniéndose residuos
entre 0,3 - 4 mg kg'l para glifosato y 0,2-0,9 mg kg'1 de AMPA (Acido
Aminometilfosfonico) en plantas y granos de soja (Arregui y col
2003). Estos resultados indican una deteccion de residuos de
glifosato en todo el ciclo de cultivo, a niveles relacionados al tiempo
de aplicacién. Las concentraciones fueron mayores cuando se
pulverizd el herbicida cerca de la cosecha y no se encontraron
relaciones con respecto a las dosis de aplicacion.

Estudios similares se realizaron durante los afios 2000-2001
en la Provincia de Entre Rios; en este caso sobre granos de soja
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verde (utilizada para consumo humano en los paises asiaticos como
alimento de alto contenido nutricional) en los que se encontraron
pequefias concentraciones de ambos plaguicidas. Algunos
alimentos procesados a partir de los granos de soja presentaron
también residuos de glifosato.(Lorenzatti y col 2004).

Asimismo Lorenzatti (2006) propuso una técnica para
extraccion simultdnea de residuos de endosulfan, sulfato de
endosulfan, glifosato y AMPA , en granos de soja, consiguiendo la
extraccion de metabolitos hidro y liposolubles a través de un mismo
procedimiento.

El glifosato es considerado como de rapida degradacién en
suelos y aguas por los microorganismos y con alta capacidad para
adsorberse a las particulas de suelo. Sin embargo hemos detectado
una cierta capacidad de desorcién en suelos de nuestra zona, lo que
permitiria (dadas condiciones de precipitaciones abundantes) lixiviar
a través del suelo con la consiguiente contaminacion de los mismos.

Se trabaj6é con dos Argiudoles pertenecientes a las Provincias
de Santa Fe y Entre Rios, en los que se efectuaron ensayos de
adsorcion y desorcion del glifosato puro y el producto Técnico. Se
estudiaron asimismo las diferencias de adsorcion a diferentes pH.

En la tabla 1 se observan los resultados obtenidos a partir de
los ensayos realizados en laboratorio con el empleo de glifosato
puro y con glifosato comercial.

Tabla |: Cuadro Comparativo de la adsorcién del glifosato (&cido) y un
producto comercial (sal de isopropilamonio )

Suelos Kd Kf
Argiudol Tipico99% 6,87 24,63
Argiudol TipicoProd.Com. 57,00 23,00
Argiudol Acuico 99% 9,66 13,83
Argiudol  Acuico Prod. 41,74 17,55
Com.

28



En lo referente a estudios de desorcién y movilidad de
glifosato en suelo la informacibn es menor y con mayores
controversias que en el caso de adsorcion. Los resultados obtenidos
a partir de las experiencias realizadas en el INTEC indicaron
desorciones promedios entre el 51 y el 69% utilizando el producto
puro y el comercial.

Nuestros resultados indican porcentajes relevantes de
glifosato desorbido. Esta informacion es importante ya que, si el
glifosato se desorbe y es lixiviado a horizontes inferiores, existiria
menos posibilidad de que sea degradado en condiciones
anaeroébicas y aumentaria el peligro de contaminacion.

En nuestra region hemos efectuado asimismo estudios de
toxicidad comparada del glifosato commercial en anuros
(Lajmanovich y col 2003). Se investig6 el efecto del herbicida antes
mencionado sobre renacuajos (Scinax nasicus (ANURA: HYLIDAE)
y la influencia de la degradacién del glifosato en agua en test de
renovacion y de no renovacion.

Respecto al periodo 2008-2009, en el Ultimo afio se han
analizado en nuestro laboratorio 20 muestras de agua subterraneas
y en so6lo una se encontraron vestigios de glifosato.

Para conocer la persistencia del glifosato comercial en el
medio de dilucién (medio “Daphnia”), paralelamente a los ensayos
cronicos con cladéceros, se prepararon 8 muestras colocando el
téxico en el medio de dilucién dentro de vasos de precipitado sin la
presencia de neonatos ni el agregado de alimento. Estas se
mantuvieron en las mismas condiciones que las de los tratamientos,
extrayéndose una muestra cada dia en que se efectud la renovacion
de los recipientes de experimentacion (3 veces por semana). En
cada muestra se midio la concentracion del glifosato para evaluar su
degradacion durante el tiempo y la posible aparicién del principal
metabolito (AMPA). A las concentraciones utilizadas al final del
tiempo establecido se observd una degradacion del glifosato entre
34,8% y 74,53%, sin deteccion del metabolito AMPA

Se han efectuado asimismo experiencias de absorcion del
glifosato en las macrofitas acudticas (Pistia stratiotes L y Salvinia
herzogii De La Sota), autéctonas de América Tropical y Subtropical
observandose bajos niveles de captacion (3,37%, para P.Stratiotes
y 1,16%. en S.Herzogii). Esto posiblemente se deba al bajo factor de
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bioconcentracién del glifosato y a la posibilidad que haya sido
adsorbido por los sedimentos.

Por dltimo se han determinando los efectos subletales en la
lombriz Eisenia fetida expuesta al glifosato, a concentraciones de 0,
7, 11, 18, 30 y 50 mg kg*.No se observaron efectos sobre la
sobrevivencia ni la biomasa, pero si la movilidad y la reproduccion .
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a.- Cromatografia Liquida y Espectrometria de masas

Introduccién

La deteccién y cuantificacion de residuos de plaguicidas en
suelo y agua requiere el empleo de métodos validados que
involucren técnicas de pretratamiento de las muestras y el desarrollo
y/o adaptacion de métodos cromatograficos segun las necesidades
de analisis del laboratorio.

Por las caracteristicas quimicas de las moléculas de glifosato
(GLY) y su principal metabolito el acido aminometilfosfonico
(AMPA), se necesitan modificaciones previas de la estructura
molecular mediante reacciones quimicas que reciben el nombre de
derivatizacién. Una de las mas empleadas es la que utiliza como
reactivo el 9-fluorenilmetil cloroformato (Fmoc-Cl) , con la cual
mediante una sustitucién nucleofilica a nivel del grupo amino
secundario, en un medio con buffer borato a pH 9 y a temperatura
ambiente, se obtienen a partir del GLY y el AMPA unos productos
fluorescentes, menos polares y estables, los cuales pueden ser
detectados y cuantificados por métodos cromatogréaficos con
diferentes tipos de detectores: ultravioleta, conductividad,
fluorescencia y espectrometros de masas (3).
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Dado que en las etapas de derivatizacion, separacion y
deteccion, las condiciones citadas en la bibliografia difieren
ampliamente (3, 4, 5, 6, 7, 8), se realizaron ensayos con el objetivo
de adaptar dicha técnica en funcion de la conveniencia del
laboratorio.

Materiales y métodos

El equipamiento utilizado fue un cromatografo liquido de ultra-
performance (UPLC Waters ®) acoplado a un espectréometro de
masas triple cuadrupolo (Quattro Premier XE) (UPLC-MSMS), el
cual permite la cuantificacién y confirmacion de los analitos que se
estan investigando (1,2). El software operativo utilizado fue el
Masslynx 4.1 y su paquete Targelynx.

Derivatizacion

Las condiciones de derivatizacion estuvieron basadas en los
métodos descriptos en la literatura (4, 5, 6, 7, 8). Las cantidades de
los diferentes compuestos fueron optimizadas, asi como el tiempo
de reaccion, empleando muestras de aguas fortificadas
artificialmente con GLY y AMPA (17).

Los parametros evaluados fueron: concentracién de FMOC_CL,
porcentaje de acetonitrilo en el producto final, tiempo de reaccion,
extraccion liquido-liquido para la eliminacion de interferentes
organicos y modificaciones de la muestra antes de la inyeccion.

Cromatografia y espectrometria

Los parametros evaluados fueron:

a. Condiciones instrumentales del espectrometro de mas as:
.Intensidades de los iones producidos en ambos modos de
ionizacion por Electroespray (ESI) positivo y negativo, voltajes
de cono y capilar, flujo de los gases de desolvatacion y de cono,
Temperaturas de la fuente y de desolvatacién y Dwell time.

b. Condiciones del UPLC: Se estudiaron el efecto de los
modificadores organicos (metanol y acetonitrilo) y buffer (acetato
y formiato de amonio), volumen de inyeccion, gradiente de

32



separacion, temperatura de columna, linealidad, limite de
cuantificacion y deteccion, efecto matriz y repetibilidad.

Resultados y discusién
Derivatizacion
1. Concentracion de FMOC_CL

En la literatura en general se citan valores que van desde 0,1 g
L* (9) hasta 12 g L* (6). En nuestro ensayo se obtuvo como
concentraciéon mas adecuada 6 g L™, (Figura 1), evidenciandose
ademas un efecto importante cuando la solucién de FMOC se
preparé en forma reciente respecto de una almacenada a 24 hs a
5C.
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Concentracionde FMOC-CL (gr-L-")

Figural . Efecto de la concentracién del FMOC-CL.

2. Porcentaje de acetonitrilo en el producto final

Debido a que el FMOC-CL es casi insoluble en agua, y el GLY
es insoluble en solventes tales como acetonitrilo o acetona, se
deberia encontrar la relacién Acetonitrilo/agua mas adecuada (12).
En la literatura se mencionan niveles de acetonitrilo que oscilan
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entre 12 % y 50 % (9, 10, 11). En nuestra experiencia no se observo
un cambio en la respuesta de la derivatizacion al variar el % de
acetonitrilo, partiendo desde un 10 % hasta un 65%, por lo que se
decidio trabajar con un 12 % de acetonitrilo (Figura 2).

160

140 1 .~“\\\\n-

v

*
4

100
80 -
60
40
20 A

0 T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
% de Acetonitrilo

AREA

Figura 2. Efecto del % de acetonitrilo en la derivatizacion del Glifosato con
FMOC_CL.

3. Tiempo de reaccién

Los datos de literatura con respecto al tiempo de reaccion
difieren ampliamente, variando desde 30 segundos (13), 0.5-1 hora
(4) e incluso hasta varias horas (11). En la Figura 3, se puede
observar que en las condiciones de nuestro ensayo, la reaccion se
completaria después de las 10 horas.
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Figura 3. Efecto del tiempo en la derivatizacion del Glifosato con FMOC-

CL.

4. Extraccion liquido-liquido para la eliminacién d

organicos

Se estudiaron 3 de los extractantes reportados en la literatura:
etilacetato, hexano y diclorometano (4,14). Los mejores resultados
se obtuvieron cuando se empled diclorometano, con una mejora
considerable de la forma, intensidad y relacion sefial/ruido de los

e interferentes

picos, ademas de facilitar la decantacién (Figura 4).
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Figura 4. Efecto del extractante organico en la respuesta obtenida del sistema UPLC-MSMS.
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5. Modificaciones de la muestra antes de inyectar

Las mismas fueron realizadas en varios trabajos, por ejemplo
Ibafiez et al. (5) utilizaron HCL mientras que otros autores (4,11)
utilizaron buffer fosfato para acidificar. En nuestro ensayo se empleo
acido clorhidrico y acido férmico, sin obtener mejoras significativas en
la respuesta del sistema UPLC-MSMS.

Cromatografia y espectrometria de masas

a. Condiciones instrumentales del espectrometro de masas

Al igual que en la derivatizacion, las condiciones instrumentales
varian ampliamente en la literatura cientifica (3, 5, 7, 11, 22). GLY-
FMOC y AMPA-FMOC fueron analizados mediante una infusion
directa en el espectrometro de masas, de una solucién acuosa con
una concentracion de 10 mg L™, La intensidad de los iones fue
siempre mayor en ESI +, utilizando metanol como fase organica y 5
mM de acetato de amonio como fase acuosa. El voltaje de cono fue
optimizado y se ajustaron los valores de Dwell time de manera de
obtener como minimo 15 puntos por pico. Para la optimizacion
MS/MS se estudié la fragmentacion del [M + H]+ y, en funcién de la
energia de colision, se seleccionaron 2 fragmentos hijas de los cuales
el mas intenso se utilizé para la cuantificacion (M/Z: 88) mientras que
el de menor intensidad para la confirmacién (M/Z: 213.9) (Figuras 5y
6, y Tabla 1).
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10 830 22065
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Figura 5 . Hijas de la molécula GLY-FMOC + H (392) a un voltaje de conoy
capilar de 20.
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Figura 6 . Hijas de la molécula GLY-FMOC +H (392) a un voltaje de cono y
capilar de 10.

b. Condiciones Instrumentales del UPLC:

Se seleccion6 como fase organica el metanol y como fase
acuosa una solucién de 5 mM de acetato de amonio, debido a que
fueron las que generaban mayor intensidad en la respuesta del
espectrometro de masas. Como consecuencia de la mayor viscosidad
del metanol respecto al acetonitrilo, se trabajé a una temperatura de
columna de 50 . El gradiente de corrida comenz6 con un bajo %
de solvente organico, de manera que los analitos se concentren en la
cabeza de columna, con el objeto de disminuir el efecto de
ensanchamiento de banda extracolumnar y mejorar a su vez las
formas de los picos en los cromatogramas. A las concentraciones
estudiadas y al volumen de inyeccién empleado (20 ul) no se
observaron deformaciones (tailing) en los picos que sugieran
sobrecarga de la columna (15, 19, 20, 21).

En la Tabla 1 se presentan las condiciones instrumentales
optimizadas tanto del espectrometro de masas como del sistema
UPLC, mientras que en la Figura 7, se presentan uno del los
cromatogramas obtenidos, donde se puede observar los picos
resueltos de GLY y AMPA.
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2. Linealidad, limite de deteccion y de cuantifica  cién

La linealidad se estudi6 en el rango de 0,10 a 30,0 ug L™ para el
andlisis de muestras ambientales y de 1,0 a 100,0 ug L™ para el
estudio de isotermas en sus respectivas matrices. Los valores
obtenidos de los coeficientes de determinacion () fueron mayores a
0,99, con desvio de los residuales menores al 20 %, aplicando una
ponderacién de 1/X (Figuras 8 y 9) (3, 4, 5, 15). Los limites de
deteccion obtenidos para GLY y AMPA fueron de 0.5y 0,1 ug L*
respectivamente, con una relacion sefial/ruido mayor a 4 (peak to
peak). A su vez los limites de cuantificacién fueron de 1,0 ug L™ para
ambos compuestos, con una relacion sefial/ruido mayor a 9 (peak to
peak) (23). Estos valores varian segln la matriz utilizada.
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Tabla 1- Condiciones Instrumentales

Condiciones
instrumentales

Sistema UPLC

-Gradiente con fase movil A: 5 mM de Acetato de amonio y B: Metanol.
-Flujo de 0.500 mI min™.

-Volumen de inyeccién 20 ul.

-Columna ACQUITY UPLC® BEH C18 1.7 um 2.1 x 50 mm.
-Temperatura de columna (°C) 50.

-Tiempo de corrida 5min.

-Tiempo de retencion de glifosato 1.40 minutos y AMPA 1,59 minutos.

Flujo ml % A %B
inicial 500 90 10
0,5 500 90 10
Gradiente 15 500 5 95
1,6 500 0 100
2,6 500 0 100
2,7 500 90 10
Modo: MRM ESI +
Glifosato: 392 > 87.9 392 >213.9
Volt Cono (v): 20 Volt Cono(v): 20
E.de collision: 20 v E.de collision (v): 10
Dwell time (seg): 0.01 Dwell time (seg): 0.01
Modo: MRM ESI + Modo: MRM ESI +
Espectrometro de masas AMPA: 334 > 155.8 (cyantificador) 334>179 (confir.mador)
(Quattro Premier XE) Vot an.q : _20 Volt C(_)n_o(v). 2_0
E.de colisién (v): 10 E.de collision (v): 16
Dwell time (seg): 0.02 Dwell time (seg): 0.02

Voltaje del capilar (Kv) 2
Temperatura de la fuente (C) 120
Temperatura de desolvatacion (C) 400
Flujo del gas de cono (L/Hr) 5
Flujo del gas de desolvatacién (L/Hr) 800

Software

Masslynx 4.1 y Targelynx 4.1
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Figura 7 . Cromatograma de GLY y AMPA.
Compound name: AMPA
Correlation coefficient: r = 0.999016, "2 = 0.998033
Calibration curve: 690.887 * x + -12.8841
Response type: External Std, Area
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Figura 8. Curva de calibracion obtenida para glifosato.
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Compound name: AMPA

Correlation coefficient: r = 0.999016, r"2 = 0.998033

Calibration curve: 690.887 * x + -12.8841

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/, Axis trans: None

Conc

Figura 9 . Curva de calibracion obtenida para AMPA.

3. Efecto matriz

En todas las matrices analizadas, se investigd la presencia o
ausencia de efecto matriz, por medio de la técnica del agregado de
una cantidad conocida del analito y su posterior comparacion con las
areas obtenidas en una muestra de agua nanopure fortificada
artificialmente. En la Tabla 2 se muestran las ecuaciones de
regresion lineal obtenidas a partir de las curvas de calibracion,
realizadas con diferentes matrices (CaCL,, suelos de Anguil,
Balcarce y Cerro Azul). Se realizé un andlisis de varianza de las
mismas, y se obtuvo que existieron diferencias significativas entre
las rectas, por lo que la respuesta y la concentracion varian segun la
matriz (a=0,05).
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Tabla 2. Regresion lineal de curvas de glifosato realizadas para 4 matrices
diferentes

Matriz Ecuacion r
Suelo de Anguil Y=146.41X —47.06 0.99
Suelo de Balcarce Y=123.93X -43.06 0.99
Suelo de Cerro Azul  Y=4.81X +12.09 0.77

Cloruro de calcio Y= 185.02X - 0.99
164.92

4. Repetibilidad

Antes de comenzar una secuencia, como control del

funcionamiento del equipo, se estudia la repetibilidad de las aéreas
obtenidas a partir de inyecciones repetitivas de un mismo vial.
En la Tabla 3 se presentan los resultados de uno de los controles
diarios mencionados. Mientras que en la Tabla 4 se encuentran los
resultados de la repetibilidad intermedia, calculada a partir de 9
inyecciones de un mismo vial en un lapso de 10 horas. En todos los
casos se obtuvieron coeficientes de variacion (CV) menores al 17 %,
mostrando la buena performance del sistema UPLC MSMS siempre
gue las condiciones ambientales estén controladas (temperatura de
cuarto).

43



Tabla 3. Repetibilidad de GLY y AMPA

Analito gL? CV% n
AMPA 0,201 16 6
AMPA 1,272 7 6
AMPA 10,301 2

GLY 0,194 17
GLY 1,108 3
GLY 10,234 1

Tabla 4. Repetibilidad intermedia de GLY y AMPA.

Analito gL* CV% n
AMPA 1.123 4 o*
AMPA 5,189 8 9
AMPA 7,593 3 9
AMPA 10,122 6 9

GLY 1,023 13 9
GLY 5,120 9 9
GLY 7,587 8 9
GLY 10,002 7 9

*9 inyecciones con una diferencia de 1 hora entre las mismas en un lapso total de 10

horas
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Conclusiones:

Se optimizaron las condiciones tanto de derivatizacién como las
instrumentales, los limites de cuantificacion obtenidos son
adecuados para los trabajos planificados en el laboratorio. El
proceso es chequeado mediante el empleo de controles de calidad
internos en la secuencia e inyecciones intercaladas de muestras y
estandares. Valores menores del limite de cuantificacion (< 0,1 ug
L™) se pueden llegar previo a un proceso de concentracién de la
muestras antes o después de la derivatizacion. Y el empleo de un
estandar interno mejoria la precision.

b.- Puesta a punto de la técnica de extraccion de g  lifosato y
AMPA en muestras de suelo

Se utilizé la técnica propuesta por Ibafez et al. (6), ademas se
evaluaron diversas adaptaciones para comparar el porcentaje de
recuperacion de cada una, debido a que estd comprobado que el
mismo varia de acuerdo al tipo de suelo y metodologia empleada.

Si bien est& prevista la puesta a punto de la técnica con distintos
suelos, hasta el momento, se utilizé6 suelo superficial (0-15 cm)
proveniente de un campo experimental de Tandil, provincia de
Buenos Aires (37°34'S; 59°04'0) descripto en la Tabla 5. Se
tomaron 5 g de suelo y se les agregé 1 ml de 250, 1000 o 2500 pg L
! de glifosato 24 h previas a la extraccion. En el caso del suelo
blanco solo se agregé 1 ml de agua destilada. Las muestras se
realizaron por triplicado.

La extraccion se realizé agregando 10 ml de KOH 0.6 M, se
agitoé por 30 minutos y luego se centrifugd. Se muestra un esquema
de los procedimientos utilizados en la Figura 10.
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Tabla 5. Profundidad, distribucion del tamafio de particulas, contenido de
materia organica y carbono orgéanico y pH del horizonte superficial del suelo
de Tandil.

Textura Profundidad Arcilla Limo Arena MaFer_la Carpo_no pH
organica  organico

Cm % % %

Franco 0-10 36,27 40,43 23,31 6,10 3,55 5.2

5gr suelo
10 ml KOH0.6 M

Agitar 30 min.
Centrifugar 30 min.

‘ EXTRACTO ’

pH2 pH9
Centrifugar Sndiluir Dilucién 20
veces

Sobrenadante

pH7 Extraccion Il | | Extraccion IV
Sn diluir Dilucion 20

veces

Extraccién | | | Extraccion |

Figura 10 . Esquema de la metodologia utilizada
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Figura 11. Muestras de extraccion de glifosato en suelo de Tandil previo a
la inyeccién en HPLC MS MS. El blanco de H,O indica una muestra de agua
destilada derivatizada. Ext. IV: el sobrenadante de la extraccion se llevo a
pH 9 y luego se diluyé 20 veces. Ext. II: se llevd el sobrenadante de la
extraccion a pH 1y luego se diluyé.

Se observd que luego de la extraccion con KOH 0.6 M se
obtenia una muestra coloreada con alto contenido de materia
organica (Figura 11). Para separar las sustancias humicas de la
solucién se llevé a pH 1 con HCI (0.6 M y 6 M). Luego se centrifugd
y se recuperé el sobrenadante obteniéndose una solucién limpida y
transparente. Previo al paso de derivatizacién se neutralizé a pH 7 y
se diluyd 20 veces, como indica la técnica original (Extraccion 1). Se
realiz6 el mismo procedimiento omitiendo el paso de la dilucion
(Extraccién 11). La extraccion también se analiz6 dejando el
sobrenadante a pH 9 sin diluir (Extraccion 1ll) y diluyendo 20 veces
(Extraccion 1V). Luego de la extraccion, las muestras fueron
derivatizadas y analizadas por UPLC-MSMS.

Los resultados de recuperacion mediante la técnica de
extraccion IV (83% en promedio), indican que la extraccion de
glifosato utilizando KOH 0,6 M, llevando el sobrenadante a pH 9 y
diluyendo previo al paso de derivatizacion, es efectiva para el tipo de
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suelo estudiado (Tabla 6). En lo referente a AMPA, una extraccion
realizada mediante la misma técnica, alcanzé la mayor recuperacion
del ensayo (94.8%). Si bien los resultados obtenidos hasta el
momento resultan auspiciosos, deben ser confirmados con otros
suelos.

Tabla 6. Recuperacion de distintas concentraciones en el suelo de
glifosato.

Método Compuesto  Concentracion  Recuperacion CV (%)
(g kg™ suelo) (%)
Extraccion GLY 50 55,8 95,5
| 500 3,7 21,3
Extraccion GLY 50 36,0 1114
Il 500 48,0 70,9
Extraccion GLY 50 -
11 500 12,7 155,8
Extraccion GLY 50 80,6 12,7
\Y 200 91,3 9,5
500 77,8 0,9
AMPA 0,178 94,8 4.6

c.- Isotermas de Adsorciéon en Suelo

Uno de los objetivos de nuestro grupo de trabajo es la obtencién
de los parametros de adsorcién de glifosato para diferentes tipos de
suelos agricolas de Argentina. Tal informacion permitira establecer,
conjuntamente con la determinacién de la vida media y el transporte
en columnas de suelo sin disturbar, el riesgo de contaminacién de
suelos y aguas subterraneas debida a la aplicacién de glifosato.
Para ello se comenzdé a estudiar un suelo de Tandil cuyas
principales caracteristicas se presentan en la Tabla 5.

Se siguio la metodologia establecida por OECD (1995) (18) para
la determinacion de los parametros de ensayo y la realizacion de la
isoterma de adsorcion mediante el método de equilibrio por tanda
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(Batch Equilibrium Method). Todos los ensayos se determinaron en
muestras por triplicado. Las concentraciones utilizadas fueron: 0,
0.5, 2, 5.0, 10.0, 15.0 y 20.0 mg L™. Se tomaron 2 g de suelo los
cuales se agitaron con 40 ml de solucién de CaCl, 0.01 M durante
24 h a 20T, agregandose posteriormente las diferentes
concentraciones de glifosato. Luego de agitar otras 24 hs, las
muestras obtenidas fueron centrifugadas Yy filtradas con filtro jeringa
de nylén de 0.2 um de tamafio de poro y luego 3 ml de las
soluciones obtenidas fueron sometidas al proceso de derivatizacion
ya descripto anteriormente.

A partir de los ensayos en tandas se determiné el coeficiente de
particion Kd (relacion entre la concentracion de glifosato en la fase
acuosa y la adsorbida por el suelo).

Para el adecuado procesamiento de los datos y realizacion de
la isoterma de adsorcién se utilizé el modelo de Freundlich, definido
como: Cs =Kf*Cen
cuya expresion lineal es: In Cs = In Kf + n In Ce,
donde Cs (mg/kg) es la cantidad de herbicida adsorbido en el suelo
en la concentracion de equilibrio, Ce (mg/l) es la concentraciéon de
herbicida en la solucién, Kf y n son coeficientes empiricos que
indican el grado de adsorcidn y la curvatura de la regresion.

La retencién de glifosato en el suelo fue del 98 %, observandose
gue en el intervalo de concentraciones evaluadas (0,1 a 20 mg L'l)
no se alcanzé la capacidad de saturaciéon del suelo. Dadas estas
caracteristicas y el Kf obtenido (709 | kg™), la adsorcién del glifosato
para un suelo Argiudol tipico como el estudiado, permite establecer
gue el grado de retencién resultante es muy elevado (Figuras 12 y
13).
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Figura 12 . Curva de equilibrio

Figura 13. Isoterma de adsorcién de glifosato
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Toxicidad de Glifosato en Peces Autdctonos:
Estudios de Laboratorio y Campo

Pedro Carriquiriborde
Centro de Investigaciones del Medio Ambiente
Facultad de Ciencias Exactas Universidad Nacional de la Plata.

Introduccion:

El glifosato (CAS No. 1071-83-6) es un herbicida post
emergente, sistémico y de amplio espectro utilizado en agricultura,
horticultura, silvicultura e incluso uso domestico en jardineria.

Quimicamente, el glifosato (N-(fosfonometil) glicina) es un
analogo aminofosfonado del aminoacido natural, glicina, y su nhombre
proviene de la contraccion gly(cina)-fos(fono)-ato. El glifosato es
soluble en agua (11,6 g LY, 25C) y una baja presién de vapor (7,5 x
10® mmHzg). Por tanto posee un valor de constante de Henry bajo
(1,44x10" atm m3 mol?), indicando que se distribuira
preferentemente en el compartimiento acuatico. Sus valores de Koc
(21699 mm g) y Kd (61 g m**) elevados permiten estimar que este
compuesto se halle mayormente adsorbido al sedimento y posea baja
movilidad. La presencia de 4 grupos ionizables, le da caracter
anfétero y hace que la molécula se encuentre cargada negativamente
a pH neutros (PKa: 2; 2,6; 5,6; 10,6). Esto sumado a su bajo valor de
Kow (3,3x10™) indican que su biodisponibilidad en ambientes
acuaticos y capacidad de acumulacion se vera limitada, explicando
los bajos factores de bioconcentracién (BFC = 0.04) publicados. En
agua, la persistencia del glifosato es baja con una vida media (DT50)
de 2,5 d. (UN-ILO-WHO, 1994; Schuette, 1998; Giesy et al., 2000)

El modo de accion del glifosato como herbicida es a través de la
inhibicion de la enzima 5-enolpyruvylshikimate-3-fosfato sintetasa
(EPSPS), que se encuentra implicada en la sintesis de los
aminoacidos aromaticos: tirosina, triptéfano y fenilalanina
(Schénbrunn et al., 2001). La via del shiquimato no esta presente en
los animales, que en su lugar obtienen aminoacidos aromaticos de su
dieta.
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El glifosato es un herbicida especialmente disefiado para el
control de malezas en cultivos genéticamente modificados que
poseen una version de la 5-enolpiruvil-shiguimato-3-fosfato sintetasa
(EPSPS) resistente a la inhibicién por glifosato. En Argentina, el
empleo de soja transgénica resistente a este herbicida ha crecido
sistematicamente desde la década del 70 superando las 16 millones
de hectareas en la campafia 2007/2008 (James, 2007). Ello ha
motivado una preocupacién general en la opinién publica y las
autoridades respecto a los posibles efectos adversos del glifosato
para el medioambiente y la salud humana.

Con motivo de dicha intensificacion agricola, desde el afio 2001
en el Centro de Investigaciones del Medio Ambiente de la Facultad de
Ciencias Exactas de la UNLP, se ha venido trabajando en el estudio
de los posibles efectos adversos sobre los ecosistemas acuaticos
asociados al uso de plaguicidas en las practicas agricolas de nuestro
pais (Carriquiriborde et al., 2003; Marino and Ronco, 2005; Martin and
Ronco, 2006; Carriquiriborde et al., 2007; Sobrero et al., 2007;
Peruzzo et al.,, 2008; Rimoldi et al.,, 2008; Ronco et al., 2008;
Carriquiriborde et al., 2009; Mugni et al., 2010). El objeto del presente
trabajo es resumir algunos de los estudios dirigidos a evaluar el
impacto del glifosato, y de los insecticidas que suelen utilizarse junto
a él para el control de plagas en el cultivo de soja transgénica por la
modalidad de siembra directa, sobre poblaciones experimentales de
peces autoctonas expuestas en condiciones de laboratorio y campo.

Metodologia
Bioensayos de Toxicidad Aguda

Los bioensayos de toxicidad aguda se realizaron de acuerdo a
los métodos normalizados por la Agencia de Proteccion Ambiental d
los Estados Unidos (USEPA, 2002).

Las especies ensayadas fueron el pejerrey (Odontesthes
bonariensis) y la madrecita (Cnesterodon decemmaculatus).

Los alevines de pejerrey se obtuvieron de la Estacion
Hidrobiologica de Chascomuls. Las madrecitas de a partir de
reproductores criados en el laboratorio. Los ensayos se realizaron con
alevinos de 15 dias de vida. Los bioensayos fueron estaticos con
renovacion del 100% del medio de ensayo cada 24h. Se ensayaron
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en cada caso 5 concentraciones del téxico y un grupo control por
triplicado. En los casos que se utilizd una sustancia vehiculizante, se
emple6é la misma contraccién de esta en todos los tratamientos,
incluidos los controles. Se utilizaron recipientes de vidrio de 250 ml
conteniendo 200 ml de medio de ensayo. Como medio de dilucién, se
emple6 agua de red declorinada vy filtrada por carbén activado. A los
pejerreyes se los alimento con 2 ml de concentrado de nauplii de
Artemia sp. de 24h de vida cada 48h.

Las crias de madrecita no se alimentaron durante el ensayo. En
ningun caso se suministré aireacion. La temperatura se mantuvo a 22
+ 1 Ty el fotoperiodo a 16h luz: 8h oscuridad. Se registré el nimero
de organismos vivos y muertos cada 24h, retirando estos Ultimos del
recipiente de ensayo. Las LC50 se estimaron mediante el método
Probit utilizando el programa informético desarrollado por la USEPA
(1995).

Los datos de toxicidad aguda (LC50 96h) para la construccién de
la curva de distribucién de sensibilidad de las especies de peces se
obtuvieron de la base de datos ECOTOX de la USEPA.

Ensayos de Campo

Los ensayos de campo se realizaron entre los afios 2002 y 2005
en 2 explotaciones agropecuarias privadas situadas en la Provincia
de Buenos Aires, una localizada en el Partido de Arrecifes y la en el
Partido de La Plata. En ambas explotaciones los lotes en los cuales
se llevaron a cabo los estudios tuvieron una extension de
aproximadamente 100 ha y eran atravesados por un arroyo de primer
orden. En ambos casos se cultivd soja de acuerdo a las practicas
convencionales para este cultivo en la modalidad de siembra directa.
El manejo de agroquimicos durante el periodo estudiado consistio en
tres aplicaciones de plaguicidas en cada ciclo de cultivo. Una
aplicacién preemergente de glifosato (Roundup”), luego una
aplicacién de una mezcla de glifosato (Roundup”) y cipermetrina
(Sherpa”) en la etapa que la plantula adquiria sus primeras hojas (V2)
y finalmente una aplicacién de una mezcla de glifosato (Roundup”),
cipermetrina (Sherpa”) y clorpirifos (Lorsban” 6 Shooter” ) 6
endosulfan (Thionex"), dependiendo el caso, cuando la planta
desarrolla la vaina y los granos (R5-R6) y el nUmero de chinches por
planta lo indicaba necesario.
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Las dosis de aplicacién utilizadas por hectarea fueron 1000-2000
g de glifosato, 100-150 ml del formulado Sherpa (25 mg de
cipermetrina p.a./ml), 800-1000 ml del formulado de clorpirifos (48 mg
de clorpirifos p.a./ml), 700 ml de Thionex (35 mg de endosulfan
p.a./ml). Las aplicaciones se realizaron con medios terrestres a
excepcion de la aplicacion de la mezcla de formulados de glifosato,
cipermetrina y endosulfan que fue realizada por avion.

En cada arroyo se seleccionaron 2 o 3 sitios en los cuales se
ubicaron de 3 a 8 limnocorrales construidos con tubos de PBC de 100
cm de longitud y 20 cm de diametro, perforados en su mayor parte
por 4 ventanas rectangulares, forrados con una malla de nylon de 0,1
cm de abertura de trama y 2 tapas en los extremos con malla de
acero de 0,1 cm de trama. Los limnocorrales se sostuvieron
verticalmente con una estaca de hierro manteniendo un extremo
apoyado en el sedimento y el otro 20 a 30 cm sobre la superficie del
agua. En cada limnocorral se colocaron de 30 a 50 crias de
Cnesterodon decemmaculatus de 15 dias de vida llevadas desde el
laboratorio una semana previa a la aplicacion de plaguicidas.

Diariamente desde 48 0 96 h previo a la aplicacion y hasta 96 h
luego de la aplicacion o de la primera lluvia, se control6 el nimero de
peces sobrevivientes en cada limnocorral.

Resultados y Discusion

En la Tabla 1. se muestran las LCsq 96h obtenidas para las dos
especies autéctonas expuestas a los principios activos del glifosato y
los demas insecticidas utilizados junto a este herbicida en el cultivo de
soja.

Tabla 1. Toxicidad Aguda Pesticidas Soja

C. decemmaculatus O. bonariensis
LCso 24h LCso0 96h LCs024h  LCso 96h
Pesticida Mgl (gl gl (gl
Glifosato >225.000,00 >225.000,00 >150.000,00 163.000,00
Clorpirifos 300,00 75,00 SD SD
Endosulfan 1,70 0,65 1,50 0,30
Cipermetrina 2,50 0,40 1,20 0,24

SD: sin datos
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Los datos muestran que la toxicidad letal aguda del glifosato es
por lo menos entre mil a un millén de veces menor que la de los
insecticidas. De acuerdo a la curva de distribucion de sensibilidad de
especies (Figura 1), las dos especies ensayadas se encuentran
dentro del grupo de especies poco sensibles al glifosato. Esto es
particularmente llamativo para el pejerrey que es una especie
sensible a los contaminantes. Para otros compuestos ha mostrado
valores de sensibilidad comparable al de los salmonidos,
particularmente las truchas (Oncorhynchus mykiss). Los niveles de
toxicidad reducidos observados para el glifosato son consistentes con
las caracteristicas fisicoquimicas y biologicas del glifosato que
estiman una baja biodisponibilidad y bioacumulacion. Ademas,
concuerda con el modo de accion toxica que posee que es especifico
para el metabolismo de los vegetales.

120% - Figura 1. Curva de
distribucion de valores
de toxicidad aguda para
especies de peces
mostrando la posicion
relativa para las especies
autéctonas estudiadas y
la del salmonido mas
sensible. Om: O. mykiss,
Ob: O. bonariensis, Cd:
C. decemmaculatus.
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60%
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La Figura 2 muestra la supervivencia a lo largo del tiempo en
los ensayos de campo realizados bajo practicas convencionales de
cultivo de siembra directa. Los datos muestran que durante los
tratamientos del cultivo con el formulado de glifosato (Roundup”) no
se observé una reduccion significativa de la supervivencia a lo largo
del ensayo ni tampoco un incremento de la mortalidad instantanea
luego de la aplicacion (Figura 2 A). En el caso de las aplicaciones con
la mezcla de los formulados de glifosato (Roundup”) y cipermetrina
(Sherpa®), si bien se observé un descenso de la supervivencia con el
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tiempo, ésta fue similar tanto en el sitio dentro del cultivo (S1) como
fuera del cultivo (S2). La mortalidad instantdnea tampoco mostré una
clara correspondencia con el evento de aplicacion (Figura 2 B). En
ambos casos sOlo se observé un incremento de la mortalidad
instantanea luego de las lluvias, independientemente si esta ocurriera
previa o posteriormente a una aplicaciéon. Cuando se aplico la mezcla
de los formulados de glifosato (Roundup"), cipermetrina (Sherpa”) y
clorpirifos  (Lorsban”), se observd un claro descenso de la
supervivencia y un marcado aumento de la mortalidad instantanea en
relacion a la aplicacion (Figura 2 C). Ello fue consistente con la
observacién de peces con nado erratico asociada a un evento de
mortandad en el arroyo.

Finalmente, durante la aplicacion aérea de la mezcla de los
formulados de glifosato (Roundup”), cipermetrina (Sherpa”) vy
endosulfan (Thionex") se observé un efecto adverso severo sobre la
supervivencia y la mortalidad instantanea que pudo ser claramente
relacionado con el evento de fumigacion (Figura 2 D).

Desde el punto de vista metodologico, los resultados muestran
gue si bien todas las estrategias de seguimiento de la supervivencia
en los limnocorrales permitieron discriminar la existencia, o no, de
efectos inducidos por la aplicacion de agroquimicos, la estrategia que
mejor lo hizo fue la llevada a cabo durante las aplicaciones de
glifosato y de la mezcla de glifosato + cipermetrina + endosulfan. Por
consiguiente, en este tipo de estudios se recomienda utilizar un
control periddico del nimero de individuos vivos en los limnocorrales
con al menos cuatro observaciones previas a la aplicacion y cuatro
posteriores a ella en un periodo de 96 h previo y posterior a la
fumigacion. La comparacion con un sitio control y el relevamiento
espaciado en el tiempo (ej. aplicacion de glifosato + cipermetrina)
generaron el mayor grado de incertidumbre.

Por otro lado, debe considerarse que los eventos de lluvia
causan incrementos en la mortalidad, que pueden generar confusion
al momento de interpretar los efectos inducidos por los pesticidas.
Ello es consistente con eventos de mortalidad de peces informados
para diferentes cursos de agua de la region pampeana luego de
precipitaciones intensas. Las explicaciones que han sido dadas a este
fendbmeno son especulativas y van desde el descenso del oxigeno
disuelto por aumento de los niveles de materia organica en
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suspensidén producto del lavado de los campos, a obstruccion de las
branquias de los peces por el material en suspension.

Aplicacion Roundup®
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Figura 2. Supervivencia (linea continua) y mortalidad en el intervalo (linea
punteada) observada en poblaciones experimentales de Chesterodon
descemmaculatus dentro de limnocorrales (cada simbolo indica una réplica)
ubicados en arroyos de primer orden contiguos a parcelas cultivadas con soja
de acuerdo a practicas convencionales de siembra directa en la region
pampeana. Lineas negras: limnocorrales en secciones del arroyo dentro de
los lotes de cultivo, lineas grises (panel B): limnocorrales en lote no cultivado.
Flecha roja: eventos de aplicacion de plaguicida, flecha punteada: eventos de
lluvia.

Como resultado del estudio realizado puede concluirse que de
acuerdo a los efectos letales agudos inducidos por el glifosato, este
herbicida ha mostrado, en condiciones de laboratorio, poseer una
muy baja toxicidad para las especies ensayadas de peces
autéctonos. Por otro lado, el empleo agricola de su formulacion
(Roundup”) ha representado un riesgo mucho menor para las
poblaciones de peces autéctonos que el empleo de otros plaguicidas
comunmente utilizados en esta practica. Futuros estudios seran sin
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embargo necesarios para la evaluacién de posibles efectos subletales
y crénicos.

Dado el marcado efecto adverso observado sobre los peces, las
mezclas de aplicacion que incluyen formulaciones de clorpirifos y
endosulfan debieran evitarse, buscando su remplazo por productos
gue sean menos nocivos para el ambiente.
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La soja y sus agroquimicos: evaluando
Impactos en anfibios.

Julie C. Brodeur
Investigadora CONICET
Instituto de Recursos Biolégicos
Ecologia y Gestion ambiental de la Biodiversidad

Segun la lista roja de especies amenazadas de la Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN), los
anfibios representan el grupo de vertebrados mas amenazados, con
32% de las especies en peligro de extincion y 43% en situaciéon de
declive (Stuart et al. 2004). Asimismo, se estableciod recientemente
gue la tasa actual de extincion de los anfibios es 200 veces mas alta
gue la tasa histérica (Roelants et al., 2007). Dentro de las diversas
actividades humanas, la agricultura ha sido especialmente inculpada
en el fendmeno de la desaparicion de los anfibios.

Si se consideran las extensas superficies que se utilizan para
la agricultura, la expansién agricola representa indudablemente la
actividad humana que genera las mayores perdidas de habitat
utilizable para los anfibios (Mann et al., 2009). Por otro lado, la
transformacion de la agricultura en un sistema de alta tecnologia,
orientado a la mejora constante del rendimiento, ha resultado en un
incremento de la cantidad de agroquimicos desperdigados en el
medio ambiente en las ultimas décadas (Tilman, 2001).
Conjuntamente, los agroquimicos estan cada vez mas involucrados
en el declive de los anfibios, ya sea por su accién directa o por su
interaccién con otros factores, y se ha demostrado que existe una
correlacion entre el declive de poblaciones de anfibios y su
proximidad a zonas agricolas (Bishop et al., 1999; LeNoir et al., 1999;
Sparling et al., 2001; Davidson et al., 2002; Houlahan and Findlay,
2003; Davidson, 2004)

La palabra “Anfibio” es una construccion griega que significa
“vida doble”, una referencia al hecho de que su ciclo de vida tipico es
en parte acuatico y en parte terrestre. Eso los hace doblemente
vulnerables: la perturbacion tanto del agua como de la tierra puede
afectarlos. Por eso, los anfibios son considerados unos de los
mejores indicadores de la salud ambiental general de la naturaleza y
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la declinacion de las poblaciones de anfibios que se ha notada a
escala mundial en la ultima década sirve como una sefial de la
degradacion ambiental. A pesar del uso extenso de los agroquimicos
en la agricultura moderna y de su posible rol en el declive de los
anfibios, se conoce relativamente poco respecto a la toxicidad y el
efecto de los pesticidas sobre este grupo de animales.
Efectivamente, la cantidad de estudios de toxicidad realizados en
anfibios a nivel internacional ha sido histéricamente inferior a los
realizados en otras clases de organismos (Mann et al., 2009).
Ademas, tanto en la Argentina como en el resto del mundo, la
mayoria de la informacién disponible se origina principalmente en
ensayos realizados en laboratorio y con estadios larvales, mientras
gue son muy pocos estudiados los estadios adultos responsables de
la reproduccién y del reclutamiento de juveniles en la poblacion
(Hayes et al., 2010).

Considerando la importancia de la agricultura en la economia
Argentina y las amplias extensiones rurales que son tratadas con
agroquimicos anualmente, especialmente en la regién pampeana,
resulta claro que el analisis de la situacién de las especies locales de
anfibios es fundamental para cualquier estrategia de preservacion de
la biodiversidad. Efectivamente, en los Ultimos 20 afos, el area
sembrada en la Republica Argentina se extendié cerca del 35% y la
produccion de trigo, maiz, girasol y soja aument6 de 40 a 67 millones
de toneladas, cerca del 66% (Satorre, 2005). El cambio de la
actividad agricola sobrellevado por la Argentina no fue parejo para
todos los cultivos, sino que se concentré en la soja, que se convirtid
en el cultivo dominante. Desde 1996, la superficie sembrada con
maiz, girasol y trigo se mantuvo estable o cayd, mientras que la
superficie destinada a la soja se triplico, de 6 a 18 millones de
hectareas (MAG&P, 2010). De los aproximadamente 29 millones de
hectareas sembradas el afio pasado con granos, el 61% corresponde
a soja (MAG&P, 2010). Uno de los factores que explica la enorme
expansion de la soja fue la introduccion en 1998 de variedades
transgénicas de soja resistentes al herbicida glifosato, que permiten
una gran reduccion de los costos de produccion debido al eficiente
control de malezas. Esta extensa siembra de soja transgénica ha
producido un amplio incrementdé del uso de glifosato, de 1 a 150
millones de litros entre 1994 y 2003 (Maarten Dros, 2004). Mientras
gue es muy discutido el tema del uso intensivo del glifosato en la soja,
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es poco conocido el hecho de que cada lote de soja recibe
aplicaciones de varios otros agroquimicos en una rotacion.
Efectivamente, junto con 2 o 3 aplicaciones de glifosato, un lote de
soja transgénica de la regibn pampeana recibe normalmente
aplicaciones de los insecticidas cipermetrina, clorpirifés, y endosulfan,
ademas de aplicaciones de fungicidas tales como los triazoles o la
estrobirulina. Estos agroquimicos pueden ser aplicados
individualmente o, mas comunmente, en combinaciones varias
(Rennella y Quirdés 2000; Perez Leiva y Anastasio 2003; Bindraban et
al. 2009).

Tomando en cuenta esta realidad, es sumamente importante
considerar, ademas de la toxicidad propia del glifosato, sus posibles
interacciones con otros pesticidas al momento de estudiar potenciales
impactos en las poblaciones de anfibios. Tal evaluaciéon de la
toxicidad de las mezclas de pesticidas tipicamente asociadas a los
cultivos de soja constituye uno de los objetivos de trabajo de nuestro
grupo. Integramos ese factor, junto con el estudio del impacto general
que pueden llegar a tener sobre los anfibios adultos las varias
aplicaciones de pesticidas y practicas de manejo normalmente
asociadas al cultivo de la soja. Para ilustrar las actividades realizadas
por nuestro grupo se presentaran los resultados de tres trabajos
testigos:

1) Evaluacién de la condicion corporal y de la salu  d general de
ranas de campos cultivados.

La salud de ranas que habitan campos utilizados para la
produccion de granos fue comparada con la de ranas provenientes de
campos sin cultivar (sitios control) a través de la determinacioén de una
serie de parametros enzimaticos y corporales. Mientras no se
encontraron diferencias significativas en cuanto a la prevalencia de
malformaciones (entre 0 y 14%) y de infeccion por parasitos (entre 0 'y
15%) entre las ranas provenientes de los dos tipos de ambientes, se
demostro la presencia de un indice de condicién corporal reducido en
individuos capturados en campos cultivados. Este resultado fue
obtenido para cuatro especies de ranas con distintos habitos de
vida: Rhinella fernandezae (terrestre), Leptodactylus latinasus
(terrestre), Leptodactylus ocellatus (semi-acuatica) y Hypsiboas
pulchellus (arboricola). Ademas, se detectd la presencia de un patron
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de alteraciones enzimaticas especifico en L. ocellatus y H. pulchellus
capturadas en campos cultivados. El patrén detectado consiste en
una inhibicién de la actividad de la glutation-S-transferasa hepatica
(hasta el 30%) combinada con una elevacién de la actividad de la
catalasa (hasta el 30%) y de la colinesterasa hepatica (hasta el 45%).
Los resultados obtenidos demuestran la necesidad de determinar las
causas y consecuencias de la baja condicion corporal detectada en
las ranas de zonas agricolas.

2) Evaluacion de campo del impacto de una aplicaci6 n de
glifosato sobre la rana Hypsiboas pulchellus en condiciones
de sequia.

El impacto de una aplicacion del herbicida glifosato y de una
sequia subsiguiente fue evaluado en especimenes de la rana
Hypsiboas pulchellus provenientes de una zona agricola. Los
parametros evaluados incluyen una serie de indices corporales
(indice del contenido estomacal, indice hepatosomatico, indice de
grasa corporal, indice gonadosomatico) ademas de biomarcadores de
estrés oxidativo (actividad de la catalasa hepatica y contenidos
hepaticos de glutation), de exposicién a contaminantes (actividad de
la glutation-S-transferasa hepatica) y de genotoxicidad (frecuencia de
microndcleos). No se observaron diferencias significativas en los
parametros evaluados entre las ranas capturadas antes y 2 y 15 dias
después de la aplicacién de glifosato. Sin embargo, las ranas
capturadas en el mismo sitio dos meses después de la aplicacion de
glifosato al momento de una sequia presentaron una disminucion de
los indices hepatosomatico y de contenido estomacal, ademas de una
elevacién de la actividad de la catalasa hepatica, del contenido
hepatico de glutathion y de la frecuencia de micronicleos en la
circulacién periférica. Estos resultados sugieren que la sequia indujo
una disminucion del consumo de alimento, junto con una
deshidratacion generadora de estrés oxidativo en la rana Hypsiboas
pulchellus.

3) Evaluacion de la toxicidad individual y en mezcl  a del herbicida

glifosato y del insecticida cipermetrina en renacua  jos del sapo
Rhinella arenarum.
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Se considera de primer importancia la deteccién de posibles
interacciones entre el herbicida glifosato y el insecticida piretroide
cipermetrina dado la amplitud del uso en conjunto que se hace de
estos dos agroquimicos en lotes de soja transgénica. En este
contexto, el objetivo del presente trabajo consisti6 en evaluar la
toxicidad individual y en mezcla de formulaciones comerciales de
glifosato y cipermetrina en renacuajos del sapo Rhinella arenarum. La
concentracion letal 50 mediana obtenida después de exponer a
glifosato (glifosato 48% - Atanor S.C.A) 9 camadas diferentes de
renacuajos (estadio 25) por separado y durante 96h (CL50-96h) fue
de 19.38 mg L™ con un intervalo de confianza (I.C. 95%)
extendiéndose entre 18.85 y 19.93 mg L™ En cuanto a la
cipermetrina (cipermetrina 25% - Icona S.A.), utilizando 9 camadas de
renacuajos diferentes se determino una CL50-96h de 6.754 mg L*
con un I.C. 95% entre 6.061 y 7.526 mg L. Por otro lado, la
realizacion de exposiciones subcrénicas a cipermetrina (3 camadas
de renacuajos en estadio 25) permitié detectar un rapido descenso de
la CL50 entre 7 y 14 dias de exposicién: de mas de 4 mg L™ después
de 7 dias a 111 pg L™ (1.C. 95% 30.2 — 407 ug L™) después de 14
dias. Finalmente, se demostré6 que, cuando presentes en mezclas
equitdxicas, los efectos de cipermetrina y glifosato se sinergisan y la
mortalidad de renacuajos (estadio 25, 5 camadas) observada es
superior a la mortalidad que se esperaria por una suma de efectos.
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Efecto del Herbicida Glifosato sobre el Estado
Oxidativo en Higado de Ratas Prefiadas y sus
Fetos.
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Universidad Nacional de San Luis

El glifosato (N- phosphonometil- glicina, también conocido por
los nombres comerciales de Roundup, Herbicygon, y Rodeo entre
otras) es un herbicida usado para controlar malezas antes de la
siembra. Este herbicida no selectivo se utiliza ampliamente en
aplicaciones agricolas. La exposicion de animales de laboratorio al
glifosato puede llevar a la produccién excesiva de malonaldehido
(MDA), a la generacion de especies oxigeno reactivo (ROS), tales
como el anién superéxido, el peréxido de hidrogeno, el radical
hidroxilo y el oxigeno singulete. Niveles excesivos de ROS pueden
comprometer la integridad celular a través del dafio oxidativo de los
lipidos, proteinas o ADN modificando la expresion de genes criticos
para el desarrollo, diferenciacién y el envejecimiento. Asi mismo
puede alterar la expresiébn de genes que codifican las enzimas
antioxidantes: superéxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa
y la actividad de enzimas generadoras de NADPH,.

Nuestro objetivo fué determinar los niveles de Sustancias
Reactivas al Acido Thibarbitirico TBARS vy la actividad de enzimas
antioxidantes en ratas prefiadas a término y sus fetos como
biomarcadores del estado oxidativo y defensa antioxidante ante
estimulos provocados por xenobioticos.

El glifosato utilizado en nuestros experimentos responde al
nombre comercial de Herbicygon. Los animales experimentales
fueron ratas hembras Wistar del bioterio de la Universidad Nacional
de San Luis. Las mismas fueron apareadas en el estadio de pro-estro
del ciclo y colocadas en cajas individuales. La presencia de
espermatozoides en el tracto vaginal se considerd dia 1 de gestacion,
momento a partir del cual comenzé a administrarse glifosato al 1%.
Las ratas fueron sacrificadas al dia 21 de gestacién. Los fetos fueron
extraidos mediante histerectomia. Las ratas madres y los fetos fueron

72



pesados, se extrajo sangre a los fines de obtener el suero como asi
también el higado. Si observ6 que la ingesta de glifosato en el agua
de bebida produjo: significativa disminucién en la cantidad de dieta
consumida, agua bebida, en la ganancia de peso, y peso del higado
de las ratas prefiadas, en relacién a los controles que bebieron agua
potable. En los fetos a término no se observaron cambios en el peso
corporal ni en el del higado. No se observaron diferencias de TBARS
en el suero materno. Cuando se determinaron parametros de dafio
oxidativo en higado se observo que la administracion de glifosato en
el agua de bebida determind un incremento significativo de TBARS
tanto en ratas prefiadas como en sus fetos. No se observaron
cambios en las actividades de superdxido dismutasa, catalasa,
glutatiéon peroxidasa , ni G6PD pero si se observé un aumento
significativo de la actividad de ICDH en el higado de la rata prefiada.
En los fetos se observé un incremento significativo en la actividad de
glutatién peroxidasa y una disminucion de la actividad de ICDH. Los
resultados sugieren que la exposicién materna a glifosato durante la
prefiez induce una variedad de anormalidades en las actividades de
enzimas relacionadas con la capacidad de proteccion frente al estrés
oxidativo, tanto en la rata madre como en sus fetos.
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The Danish Pesticide Leaching Assessment
Programme - a post registration monitoring
programme.
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Greenland ?, Aarhus University, National Environmental Research Institute®

Introduction

In 1998, the Danish Government initiated the Pesticide Leaching
Assessment Programme (PLAP), an intensive monitoring programme
aimed at evaluating the risk of pesticide leaching under field
conditions. The PLAP is intended to serve as an early warning system
providing decision makers with advance warning if approved
pesticides leach in unacceptable concentrations. The programme
focuses on pesticides used in arable farming and monitors leaching at
5 agricultural test sites representative of Danish conditions. The
objective of the PLAP is to improve the scientific foundation for
decision making in the Danish registration and approval procedures
for pesticides, enabling field studies to be included in risk assessment
of selected pesticides. The specific aim of the programme is to
analyse whether pesticides applied in accordance with current
regulations leach at levels exceeding the maximum allowable
concentration of 0.1 pg/l.

The Danish Government funded the first phase of the programme

from 1998 to 2001, while the Ministry of the Environment and the
Ministry of Food, Agriculture and Fisheries funded a prolongation from
2002 to 2009. From 2010-15 the programme is financed by The
Danish Environmental Protection Agency.
The work is conducted by the Geological Survey of Denmark and
Greenland (GEUS), the Danish Institute of Agricultural Sciences
(DIAS) and the National Environmental Research Institute (NERI)
under the direction of a management group comprising members from
the participating institutions as well as the Danish Environmental
Protection Agency.
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Extent of the programme

The PLAP initially included six locations representing a range of
Danish soil and climate conditions (Figure 1). Monitoring started 1999
on Tylstrup, Jyndevad and Faardrup and in 2000 at Silstrup Estrup
and Sleeggerup. Monitoring at the loamy site Slaeggerup was ended
on 1 July 2003.

Agricultural management:

Cultivation of the sites is in line with conventional agricultural
practices applied in the regions, whereas pesticides are applied in the
maximal permitted dose in accordance with the regulations. In order to
describe water transport and especially to assure that the water being
sampled had infiltrated on the test field, a bromide tracer (30 kg
KBr/ha) was applied on each field. In addition to data on pesticide use
(dose, substance) numerous information related to the soil and crop
management is being registered e.g. tillage depths, phenological crop
development whenever a farming operation is conducted, local
conditions regarding climate and soil at time of a pesticide application.
As of now 40 pesticides and 27 relevant metabolites are included in
the programme.

Monitoring:

To avoid artefact leaching of pesticides, all installation as well as
soil sampling deeper than 20 cm b.g.s. have been restricted to a
buffer zone surrounding the treated area (Figure 1). Precipitation is
measured on all sites using a tipping bucket rain gauge as well as soil
moisture (TDR) and soil temperature in various depths.
Concentrations of bromide and pesticide are measured in drainage
water, ground water and soil water from the unsaturated zone:
Soil water samples are collected monthly using 16 Teflon suction cups
clustered in four groups installed 1 and 2 m b.g.s. at two downstream
locations (see Figure 2). Each group of suction cups thus consists of
four individual cups covering a horizontal distance of 2 m. The
chemical analyses were performed on a single, pooled water sample
for each of the four groups.
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Groundwater samples are collected monthly from several monitoring
wells installed in the surrounding buffer zone (Figure 2). Each
monitoring well consists of four 1 m screens covering the upper
approx. 4 m of the saturated zone. In addition, horizontal monitoring
wells were installed 3.5 m beneath the loamy test sites. Each
horizontal monitoring well consisted of 18 m screens providing
integrated water samples that characterise groundwater quality just
beneath the test site (Figure 2).

At the loamy sites drainage water was originally sampled by means of
both flow- and time proportional sampling. From July 2004 only flow
proportional samples are taken. Now sample collection starts when
the accumulated flow rate exceeds a predefined volume of runoff,
being dependent on the season e.g. a 200 ml sample is collected for
every 3000 | of runoff during the “winter” period (1 September to 31
May) whereas only 2000 | of runoff is needed for the taking of a
sample during the “summer” period (1 June to 31 July). Chemical
analysis is then performed on a weekly basis on a pooled sample.

Analytical methods and quality assurance procedures

The analyses of pesticides were all performed in commercial
laboratories, accredited for analysis of pesticide by the Danish EPA.
The field monitoring work has been supported by intensive quality
assurance entailing continuous evaluation of the analyses employed.
Every fourth month, two external control samples were analysed at the
laboratories along with the various water samples from the test sites.
Two stock solutions of different concentrations (0.05 pg/L and 0.117
pmg/L) were prepared from two standard mixtures in ampoules
prepared by Promochem, Germany. Blank samples consisting of
HPLC-grade water (Rathburn Chemicals Ltd, Walkerburn, Scotland)
were sent to the laboratory each month together with the water
samples. All samples included in the control were labelled with coded
reference numbers so that the laboratories were unaware of which
samples were controls and blanks. In addition to specific quality
control under the PLAP, each of the laboratories takes part in the
proficiency test scheme employed by the Danish Environmental
Protection Agency when approving laboratories for the Nationwide
Monitoring and Assessment Programme for the Aquatic and
Terrestrial Environments (NOVANA).
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Data management and reporting

Data are stored in a database held at The Geological Survey of
Denmark and Greenland. Once a year data are evaluated and
published in an annual report available (free of charge) on
www.pesticidvarsling.dk. In addition, this website most of the
publications issued in relation with the monitoring programme.

Economy

Total annual cost of the programme amounts to approximately
1.100.000 €, of which one half is used for salaries and the other for
working expenses (tenancy fee, analysis etc.). Pesticide analyses
alone amount to 350.000 - 400.000 per year.
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Figurel. Location of the PLAP sites Tylstrup, Jyndevad, Silstrup, Estrup and
Faardrup. Monitoring at Slaeggerup was terminated on 1 July 2003.
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Figure 2. Overview of a tile-drained PLAP-site. The innermost area indicates
the cultivated area, while the grey area indicates the surrounding buffer zone.

The positions of the various installations are indicated, as is the direction of
the groundwater flow (by an arrow).
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Impacto de plaguicidas en ambientes
acuaticos pampeanos:
Integracion de estudios quimico
ecotoxicolégicos en experimentos de campo y
laboratorio, con especial énfasis al caso del
glifosato

Alicia E. Ronco
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Facultad de Ciencias Exactas
Universidad Nacional de La Plata
Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas

El conocimiento sobre los impactos adversos del uso de
plaguicidas en agroecosistemas de la Region Pampeana se
incrementd notablemente en la Ultima década, particularmente en
relacion con la expansion de cultivos genéticamente modificados,
resistentes al herbicida glifosato. Sin embargo el sistema productivo
se desarrollé a una velocidad mucho mayor que la generacion de
informacion cientifica sobre el comportamiento ambiental de los
plaguicidas aplicados en los cultivos. En algunos casos con un vacio
inexplicable de informacion. El grupo de investigacién del CIMA,
integradamente con otros equipos de investigacion local, inicio
estudios sistematicos a partir del afio 2002, en el marco de un
proyecto de investigacion y desarrollo aprobado y financiado por la
Agencia Nacional de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica, titulado
impacto de agroquimicos en cuencas del Bajo Parana y Rio de la
Plata; proyecto disparador de diversas lineas de investigacion
relacionadas con la quimica ambiental y ecotoxicologia acuatica y
terrestre del herbicida glifosato e insecticidas convencionales y
biorracionales utilizados en el control quimico de plagas. Se consolido
un grupo de investigacion, con la formacion de recursos humanos
especializados en diversas lineas, que continua en la actualidad
estudiando esta problematica por medio de diversos proyectos
financiados por la misma Agencia, ademas de otros organismos.
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Las estrategias abordadas cubrieron varios aspectos. Por una
parte el desarrollo o la implementacion de métodos analiticos de
extraccion, purificacion y determinaciéon del herbicida glifosato e
insecticidas asociados al paquete tecnoldgico de la soja RR, en varias
matrices ambientales (agua, sedimentos, suelos, material biolégico),
con técnicas instrumentales tradicionales y de ultima generacion
(Peruzzo et al., 2003; Marino and Ronco, 2005; Peruzzo et al., 2008;
Ronco et al., 2009; Marino, 2009; Mugni et al., 2010 a y b); métodos
predictivos (Marino, 2009); junto al desarrollo de estrategias
integradas para la evaluacion de impactos sobre la biota no blanco
asociada a agroecosistemas, tanto en estudios de campo
(poblaciones naturales, experimentos controlados en encierros), como
en laboratorio (Ronco et al., 2009). Se han venido evaluando efectos
letales y subletales sobre organismos no blanco, tales como
invertebrados acuaticos (Mugni et al., 2010), peces (Carriquiriborde et
al., 2007; 2009), anfibios (Natale y Ronco, 2003; Agostini et al., 2009;
2010; Vera Candioti et al., 2009) y plantas vasculares (Martin et al.,
2003; Martin and Ronco, 2005; Sobrero et al., 2006; 2007 a y b;
Martin and Ronco, 2009; Sobrero y Ronco, 2009), ademas de
insectos plaga y enemigos naturales, teniendo en cuenta sistemas
especificos de diagnostico de relevancia regional (Rimoldi et al.,
2008; 2009; Schneider et al., 2009).

La pampa ondulada se caracteriza por gradientes longitudinales
con pendientes suaves, entre 0,4 y 0,1 %, con rios y arroyos que
atraviesan suelos bien drenados. Los sitios de estudio en esta region
se seleccionaron teniendo en cuenta dos niveles de detalle. En primer
lugar correspondieron a cuerpos de agua superficial de primer o
segundo orden (escasa y variable profundidad entre 0,2 a 2 m,
dependiente de aportes pluviales), que nacen y atraviesan zonas de
cultivo de soja, con rotacion de maiz o trigo, en los cuales se
esperarian escenarios de alto impacto asociados a aplicaciones
terrestres o aéreas de plaguicidas, ya sea por deriva o escorrentia.
Estos estudios se llevaron a cabo en un afluente del Rio Arrecifes y
del Arroyo del Pescado (Provincia de Buenos Aires). En este caso se
monitorearon sincrénicamente escenarios previos, durante y/o
inmediatamente después de aplicaciones de formulaciones de
glifosato y en mezclas con uno o varios insecticidas, y luego de las
posteriores primera y segunda lluvias. Estos estudios se realizaron
bajo una estrategia de monitoreo quimico-ecotoxicoldgico. Otro nivel
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cubrié el monitoreo de concentraciones de plaguicidas en los tramos
inferiores de arroyos y rios que desembocan en el Rio Parana inferior
(del Medio, Ramallo, Arrecifes, Areco) y en la planicie costera sur del
Rio de la Plata (del Pescado, Arregui, Juan Blanco, el Destino).

Un diagrama de monitoreo realizado para el estudio de niveles
de concentracién en el ambiente (agua superficial y sedimentos) del
herbicida glifosato y los insecticidas cipermetrina, clorpirifos y
endosulfan en arroyos de primer orden y la valoracion de efectos
biologicos en poblaciones nativas y confinadas se resume en tabla 1.
Los resultados de mediciones de concentracion de glifosato e
insecticidas permitieron detectar un comportamiento ambiental
diferente en estos dos tributarios. En el del Rio Arrecifes, las
concentraciones de los insecticidas en agua estuvieron
mayoritariamente por debajo de los limites de deteccion,
ocasionalmente alcanzando valores cercanos entre 5y 19 ug/l.

Un comportamiento similar se detecté para el glifosato, con
niveles debajo de 1 mg/l del herbicida. Sin embargo se detectaron
concentraciones de insecticidas en la mayoria de las muestras de
sedimento de ese tributario (2 a 1075 pg/kg de cipermetrina; 1 a 15
pg/kg de clorpirifos; glifosato 70,5 a 5 mg/kg) (Marino and Ronco,
2005; Peruzzo et al., 2008).

Contrariamente, el tributario del A° del Pe scado, que contenia
elevados niveles de material en suspension (en coincidencia con
periodo de sequia durante los estudios), evidencié una diferente
particion de los plaguicidas. Los niveles de cipermetrina oscilaron
entre 0,3 and 94 pg/l en agua total y por debajo de 1 ug/kg en
sedimentos. Este insecticida permanece asociado al material en
suspension al alcanzar el cuerpo de agua en relacion con la deriva
durante la aplicacion.

Por otra parte, en diferente estado de régimen, se detectaron
concentraciones de clorpirifos entre 2,0 y 12,8 pg/kg en sedimentos y
niveles desde no detectables y hasta 0,15 pg/l en agua. En este
tributario, la concentracion de glifosato medida asociada a los
escenarios de aplicacion varié entre 1,8 y 10,9 mg/l en agua sin filtrar.
En general se observd buen acuerdo con las estimaciones de
concentraciones esperadas en el ambiente, teniendo en cuenta
célculos de dosis de aplicacion y porcentaje esperable de deriva
(Sobrero et al., 2007). Por otra parte, los estudios en los sectores
inferiores de cuencas que desembocan en el Rio Parana y Rio de la
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Plata, evidencian concentraciones detectables de cipermetrina,
clorpirifos y glifosato, en relaciéon con épocas de cultivo. Para el caso
de glifosato, durante el periodo de estudio, los niveles detectados en
agua fueron menores a 1 mg/l y cercanos a 2 mg/kg en sedimentos.

Los impactos sobre la biota en estudios de campo para peces y
anfibios segin resumen en la tabla 1, permitieron determinar los
siguientes escenarios. No se observaron muertes generalizadas de
peces en arroyos, asociados con la aplicacion terrestre de glifosato o
de la mezcla glifosato+cipermetrina; siendo moderados y severos
para la aplicacion terrestre de la mezcla
glifosato+cipermetrina+clorpirifos 'y en la aplicacion de
endosulfan+glifosato, respectivamente. Estos resultados son
consistentes con los obtenidos en simultaneo de los experimentos en
encierros con la especie Cnesterodon descenmaculatus. Otra
observacién adicional, indica que no se detectan cambios en
parametros poblacionales de esa especie, asociados con aplicacion
de glifosato y la mezcla de éste con cipermetrina (Carriquiriborde et
al., 2007; Ronco et al., 2008).

Sin embargo, investigaciones de campo con anfibios indican
efectos leves, moderados y severos en relacion con la aplicacion de
glifosato solo, la mezcla de éste con cipermetrian y clorpirifos, y la
correspondiente a endosulfan, respectivamente. Estos resultados,
cuentan con buen acuerdo con los experimentos en encierros con
Hypsiboas pulchellus y Chaunus arenarum, tanto un dia después de
la aplicacién como luego de la primera lluvia (Natale y Ronco, 2003;
Agostini et al., 2010 a y b). Los estudios con invertebrados
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Plaguicidas aplicados en cultivo

fructificacion (*)

escorrentia (**)

afli\g::tigr?Zn Dias _después Qe la
relacion a Glifosato Cipermetrina Clorpirifos Endosulfan primera lLvia Tipo de evaluacion realizada
tributario ) Iue.g,o de
aplicacién (mm)
Tributario del Rio Arrecifes
Primer afio
Primavera, post- 1500 g/ha 100 mi/ha - - 17,57 Poblaciones de peces y anfibios
emergencia nativas y confinadas.
Invertebrados confinados.
Verano, pre- 1000 g/ha - 1000 mi/ha - 8; 67 Flora y poblaciones de peces y
fructificacion anfibios nativas y confinadas.
Invertebrados confinados.

Segundo afio
Verano, post- 1000 g/ha 100 mi/ha - - 20; 80 Poblaciones de peces y anfibios
emergencia nativas y confinadas.
Verano, post- 1000 g/ha 100 ml/ha 800 ml/ha - 9; 34 Flora y poblaciones de peces y
fructificacion anfibios nativas y confinadas.
Tributario del A°del Pescado
Primer afio
Primavera, pre- 2000 ml/ha Sin evaluacion Poblaciones de peces nativas y
emergencia escorrentia (**) confinadas.
Verano, post- 800 ml/ha Sin evaluacion Poblaciones de anfibios nativas
emergencia escorrentia (**) y confinadas.
Verano, post- 1000 g/ha Sin evaluacion Flora nativa y confinada.
emergencia escorrentia (**)
Verano, post 150 mi/ha 700 mi/ha Sin evaluacion Poblaciones de peces y anfibios
fructificacion (*) escorrentia (**) nativas y confinadas.
Segundo afio
Verano, post 150 mi/ha 700 mi/ha Sin evaluacion Poblaciones de peces y anfibios

nativas y confinadas.

Tabla 1: Tipo de estudio en tributarios asociado con aplicaciones especificas de plaguicidas en sitios de cultivo y eventos de
lluvia Las formulaciones de plaguicidas utilizados fueron RoundupMax o RoundupOFull para Glyphosate; Sherpa para

Cypermethrin; Shooter o Lorsban para Chlorpyrifos y Thionex-L® para Endosulfan
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Los impactos de aplicaciones de mezclas que contenian glifosato
sobre plantas vasculares en estudios de campo (franja riparia y
macrdfitas acuaticas), indican efectos en el contenido de clorofila,
biomasa, cobertura y abundancia. Asociado a la deriva del herbicida
se evidenciaron efectos adversos hasta 200 m aguas abajo en
momentos donde se realizaban aplicaciones en sectores de cultivo
(Martin et al., 2003; Sobrero et al., 2007). El seguimiento de
comunidades riparias a lo largo de un afio, luego de aplicaciones
reiteradas de glifosato a concentraciones esperadas en el ambiente
por deriva, muestran un decrecimiento significativo de la diversidad,
con reversion del proceso a partir de dos meses luego de
tratamientos, con disminucion del porcentaje de especies en flor y
fruto (Martin, 2010). Los experimentos de laboratorio con el principio
activo del herbicida y formulados sobre distintas etapas de desarrollo
y respuestas fisiolégicas en plantas, indican efectos adversos sobre
diversas especies de semillas y macréfitas acuéticas, como por
ejemplo impactos en arquitectura de colonias de lemnaceas, efectos
en la germinacién de granos de polen y elongacién de tubo polinico
de duraznillo blanco (Martin and Ronco, 2005; Sobrero et al., 2007,
Martin, comunicacién personal).

El estudio de los efectos del glifosato como principio activo y
formulado y la contribucion a la toxicidad de un tensoactivo,
ingrediente de la formulacion de Roundup Max (POEA), permitio
valorar de manera diferencial los efectos en ensayos de toxicidad de
laboratorio con celenterado, anfipodos, anfibios, plantas vasculares;
detectandose una contribucién mayor a la toxicidad del principio
activo en plantas y celenterado de agua dulce y de los ingredientes
de la formulacién en los otros organismos.

Se puede concluir que los resultados de estos estudios indican
presencia de plaguicidas en cuerpos de agua superficial asociados al
manejo de cultivos. La evaluacion de efectos en todos los
componentes de la biota de ecosistemas estudiados (flora,
invertebrados, peces y anfibios), sefialan existencia de diferente
grado de afectacion en relacion a las aplicaciones, lo cual representa
un grado apreciable de estrés. Se observaron efectos desde drasticos
a leves, siendo estos Ultimos en mayor grado en la vegetacién. Se
reveld buena consistencia entre los resultados de estudios de
laboratorio y los de campo. La presencia de plaguicidas en el medio
muestra un comportamiento pulsatil con variable grado de disipacion
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en funciébn del tipo de compuesto. La escorrentia superficial
contribuye con mayores aportes a los cuerpos de agua respecto a
deriva durante aplicaciones. Entre los aspectos que influencian la
llegada de plaguicidas a los cuerpos de agua, la densidad y altura de
la vegetacion riparia y acuatica, asi como el estado de crecimiento del
cultivo, representan barreras que contribuye a mitigar los impactos de
los plaguicidas. Una aproximacion integrada de analisis aparece
como buena opcién para comprender el impacto global que el cultivo
intensivo de soja produce en cuerpos de agua superficial de agro-
ecosistemas. Las buenas practicas de conduccion y el mantenimiento
de ambientes riparios deberian ser considerados dentro de objetivos
de manejo sostenible de la producciébn a largo plazo. Estas
evidencias, junto a la magnitud de la escala de uso de glifosato e
insecticidas en el actual sistema productivo y la superficie cultivada a
nivel regional, ademas de la escasa informacién sobre los potenciales
impactos del uso sostenido de plaguicidas, requieren urgente
atencion e intervencion.
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Introduccién

El glifosato es uno de los herbicidas mas utilizados en el mundo.
El riesgo de lixiviacion de glifosato es generalmente considerado muy
bajo, principalmente porque varios estudios han demostrado que es
biodegradable y fuertemente adsorbido en suelos superficiales
(Rueppel et al, 1977; Jonge y de Jonge, 1999; Aamand y Jacobsen,
2001). Por otra parte, la USEPA (1993) ha informado que los valores
de Ky de glifosato oscilan entre 62y 175 L kg'l.

En una revision de Geisy et al. (2000), los valores de tiempo de
disipacién (DT50) de glifosato fueron reportados para una variedad de
tipos de suelo. Los valores DT50 con medidas obtenidas en
laboratorio, son inferiores a 60 dias, mientras que los generados por
la disipacién en estudios de campo estan en el rango de 1y 197 d,
respectivamente.

Los estudios de transporte de glifosato en laboratorio, sugieren
que el riesgo de lixiviacion en el suelo es bajo (Sprankle et al, 1975;
Roy et al, 1989; Cheah et al, 1997). Si bien los datos generados en el
laboratorio son muy importantes, proporcionan escasa 0 nhula
informacion sobre la variabilidad inherente de los parametros del
suelo que afectan a la lixiviacion en la escala de campo. Esto es de
particular importancia para los suelos estructurados, donde el flujo
preferencial puede tener un impacto importante en la lixiviacion (Kjaer
et al., 2005). De hecho, diversos estudios de campo sugieren que el
transporte preferencial de varios plaguicidas ocurre a una profundidad
de 1 m (Brown et al, 1995; Flury, 1996; von Kordel et al, 1997; Zehe y
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Flihler, 2001; Kladivko et al, 2001; Petersen et al, 2002). Los estudios
de campo aln son escasos, probablemente por su complejidad.

En Argentina se produjo una importante intensificacion de la
agricultura que mejord la rentabilidad de los sistemas de produccion.
Esta intensificacion fue acompafada por la adopcién de la siembra
directa (SD) y el reemplazo de la energia mecanica por la energia
quimica para el control de malezas. En el mercado nacional, el 62%
del total de plaguicidas corresponde a los herbicidas y dentro de este
grupo, el glifosato solo representa el 42% de ese mercado, expresado
en millones de doélares para el afio 2009 (CASAFE, 2010).

El objetivo de éste trabajo fue estudiar el transporte vertical de
glifosato y bromuro, utilizado como trazador, en el perfil del suelo.

Materiales y Métodos

El ensayo consto de 7 parcelas de 3,5 m de ancho y 10 m de
longitud. En cada parcela se colocaron tres tubos de PVC, que
contenian una cépsula de ceramica en el extremo inferior y un tapén
de goma en el extremo superior. El tapén de goma tenia dos orificios
donde se conectaron mangueras flexibles de 5 mm de diametro. Una
de las mangueras se utiliz6 para realizar absorcion y estaba
conectada a un sistema de vacio centralizado, mientras que con la
otra se realizaba la extraccion de la muestra desde la capsula de
ceramica, mediante un sistema de vacio individual. Las capsulas se
ubicaron a 1, 1.5 y 1.9 m de profundidad en cada parcela.

El sistema de riego fue por microaspersion y el flujo de agua (q)
=11 mmh™

La aplicacién del pulso de bromuro y de glifosato se realizd con
una bomba peristaltica conectada a la manguera de riego. La
medicion del contenido hidrico del suelo (B) se realizé con sonda de
neutrones para verificar el estado de equilibrio en el flujo a estudiar.

La aplicacion de cada soluto se realizd6 en dos momentos
diferentes. La secuencia de actividades para cada aplicaciéon fue la
siguiente: primero se procedi6 a calcular el g con datos de
precipitacion instantanea; luego se realiz6 una extraccion de la
solucién del suelo, considerada como blanco y al finalizar la misma se
realizé la aplicacion de un pulso de Br- disolviendo 10 kg de BrK en
20 L de agua y otro pulso de Glifosato diluyendo 336 ml de producto
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comercial al 35.6% de equivalente acido (Glifosato Atanor Il) en 5.5 L
de agua.

El Br- fue determinado en el laboratorio de Salinidad de Suelos y
Aguas de la EEA INTA Balcarce empleando un analizador expansible
de iones (EA-940 Orion), provisto de un electrodo especifico para Br-
con un limite inferior de deteccion de 0,0005 mmol () I'* en 20 ml de la
muestra.

El glifosato fue determinado en el Laboratorio de Pesticidas de la
EEA INTA Balcarce empleando un cromatografo liquido de
ultra performance (UPLC Waters ®) acoplado a un espectrometro de
masas triple cuadrupolo (Quattro Premier XE) (UPLC-MSMS),

Se utiliz6 el programa CXTFIT 2.1 (Toride et al., 1999) para ajustar
las curvas de paso de glifosato y Br'.

Resultados y Discusién
Caracterizacion del suelo

El perfil de suelo tiene una profundidad que supera los 70 cm,
cuyos horizontes principales son franco y franco arcilloso (Tabla 1).
Ademas, este suelo posee un horizonte superficial de 30 cm de
espesor, rico en carbono orgéanico (CO).

Tabla 1. Espesor, contenido de arcilla, limo y arena, contenido de carbono organico
(CO), densidad aparente (da), porosidad (¢) y conductividad hidraulica (K-
30) para los principales horizontes del suelo estudiado.

Hz Espesor As Li Ar CO oa (0] K(-30)
cm % gkg©  Mgm® % mmh?

A 0-30 28 46 27 38 1.15 57 187

B 30-70 33 40 27 15 1.27 52 16.6

C +70 26 45 28 5 1.35 49 268

El agua atil que se puede almacenar en el primer metro de
profundidad es aproximadamente 160 mm y la densidad aparente (da)
y porosidad (¢) muestran buena capacidad de aereacion y circulacion
de agua.
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Curvas de Paso de glifosato y Br

Se estimaron los parametros de transporte empleando el modelo de
Conveccion Dispersion (CDE) con las concentraciones relativas de
Br- y glifosato en funcion del tiempo.

Como ejemplo se muestran en la Figura 1 las concentraciones
relativas de glifosato que se lixiviaron de dos de las parcelas para las
profundidades de 100 y 190 cm y su ajuste por CXTFIT. Es
importante destacar la gran variabilidad que existe en los parametros
de flujo tanto de dispersion como de velocidad entre parcelas, lo cual
se muestra a modo de ejemplo en estas dos parcelas (Figura 1).

Parcela 8 Parcela 5

—— Estimado 100 —— Estimado 100
O Obsevado 100 O Obsevado 100
——Estimado 190 —— Estimado 190
® Obsevado 190 ® Obsevado 190

0.01 1 0.01 A

N

°

'Y lo)

o

0 : - 0Qee . 0 o8 ; : : -

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

Figura 1. Valores observados y estimados correspondientes a las
profundidades de 100y 190 cm.

Al comparar las curvas de paso de glifosato y Br- (Figura 2) (tiempo
de aplicacién (to): Br- to=1.5 h, glifosato t0=0.38 hs), podemos
observar que los picos de concentracibn de ambos son muy
cercanos, no observandose la existencia de algun factor de retardo
(R). Tal situacién se comprob6 al estimar la curva de paso con
CXTFIT, dado que el factor R calculado para ambos fue de uno. Esto
indicaria que no habria existido retencion para glifosato al ser
transportado. Es probable que cuando se inyectdé el pulso de
glifosato, bajo flujo constante y estando el suelo ya parcialmente
saturado, todo el transporte se haya producido bajo flujo preferencial.
El agua que ingres6 en el momento de aplicacion del pulso de
glifosato sélo estuvo en contacto con los macroporos. Por esta razon,
el glifosato que estaba diluido en ese pulso, presumiblemente tuvo
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contacto con una superficie muy pequefia del suelo por lo que su
absorcién fue por lo tanto baja. De confirmarse esta situacion, se
apoyaria la hipétesis de que en suelos estructurados con alta
proporcién de macroporos y cuando el suelo se encuentra cercano a
saturacién el glifosato es transportado basicamente por el agua mavil
(Kjaer et al., 2005).

0.14 - 002
------- Br190
0.12 1
- - -Brioo
01 1 ——oclfo1go | 00°
Glifo 100
) )
S 0.08 1 5}
S} S}
° T 001 ¢
2 g
§ 0.06 ke
o o
0.04 1
+ 0.005
0.02 - ..
0 0

Tiempo (h)

Figura 2. Valores de concentracion relativa de Glifosato y Br-,
estimados por CXTFIT, para las profundidades de 100 y 190 cm.

En suelos arcillosos, bien estructurados y con un flujo de agua de
11 mm ht el glifosato se lixivio en concentraciones promedio de 203
g I*. Estas concentraciones son superiores al limite maximo de
plaguicidas de 0,1 g ™ permitido por la Union Europea para el agua
potable (Tabla 2). Las pérdidas en promedio fueron de 39 g ha™ de
glifosato para una aplicacion de 8 | ha™.

Tabla 2. Concentracion maxima y masa de glifosato que pasaron las
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profundidades de 100, 150 y 190 cm cuando se aplico el equivalente a 8 | de
producto comercial y se regé con un flujo constante de 11 mm h™ de agua.

Profundidad Concentracion Glifosato
cm Ag It g ha'
100 211 39

150 245 41

190 155 36

Conclusiones

Los resultados obtenidos permiten establecer que glifosato se lixivio
a través del perfil de un suelo estructurado, bajo flujo saturado y
constante, lo cual representaria un riesgo potencial de contaminacion
del agua subterranea.
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Pérdidas de Glifosato por Drenaje y
Escurrimiento y Riesgo de Contaminacion de
Aguas

Carolina. Sasal 1, Adrian E. Andriulo 2, Marcelo G. Wilson l,

Silvina I. Portela ?
Instituto Nacional de Tecnologia Aagropecuaria, (1) EEA Parana (2) INTA EEA
Pergamino

El glifosato (N-fosfonometil glicina) es el herbicida mas utilizado
a escala mundial para el control de malezas en areas agricolas y
urbanas (Borggaard, Gimsing 2008). Es un herbicida organofosforado
de accion sistémica postemergente que aplicado sobre el follaje es
asimilado por las hojas y rapidamente translocado (Sprankle et al.,
1975). Su accion no selectiva y de amplio espectro, se basa en la
inhibicion de la sintesis de aminoacidos esenciales. En el suelo es
adsorbido mediante  uniones fosfato y degradado por
microorganismos.

Esto determina una escasa movilidad tanto del glifosato como de
su principal metabolito, el acido amino metil fosfénico (AMPA). Sin
embargo, estudios de lixiviacion y escurrimiento indican que el
glifosato puede ser transportado hacia las capas profundas del suelo
debido al flujo preferencial por macroporos o hacia cursos de agua
superficiales cuando su aplicacién se realiza en momentos anteriores
a lluvias intensas (Petensen et al., 2002; Jaynes et al., 2001; Elliot et
al., 2000; Villholth et al., 2000 y Flury 1996).

La agricultura argentina se esta tornando cada vez mas
especializada y homogénea. En efecto, el esquema de produccion a
partir de la década del 90 se caracteriza por grandes superficies bajo
siembra directa continua (SD) y alta proporcién del cultivo de soja. En
el pais, la superficie destinada a este cultivo se ha casi duplicado en
los ultimos 10 afos llegando a los niveles récord de produccion de
47,5 millones de toneladas en la campafa 2007/2008 (SAGPYA,
2008). El uso casi exclusivo de variedades transgénicas de soja esta
ligado al uso del herbicida glifosato. Esto justifica la necesidad de
evaluar el impacto ambiental que genera su uso en esta region.

97



Peruzzo et al. (2008) registraron recientemente concentraciones de
glifosato de 0,10 a 0,70 mg I en 4 cursos de agua del area agricola
de la Pampa Ondulada argentina y Arregui et al. (2004) lo detectaron
en tejidos y granos de soja transgénica de la misma region.

Aunque se ha avanzado mucho en el estudio de la accion del
glifosato sobre las malezas y su inocuidad para el cultivo transgénico,
la comprension de sus vias de degradacion ambientales (persistencia
y destino después de cumplir con su efecto fitotdxico) permanece
incompleta. Por otro lado, la evaluacion del riesgo de contaminacion
debido a practicas agricolas sobre el agua es compleja. S6lo sera
factible identificar si existen impactos ambientales negativos y
controlarlos si se conocen las caracteristicas del flujo subterraneo y
superficial en términos de su funcionamiento en el tiempo y el
espacio. Por ello, el estudio de los cambios en la calidad del agua
debidos a practicas agricolas requiere unidades experimentales de
evaluacion y monitoreo adecuadas. En efecto, existe poca
informacion sobre las pérdidas de glifosato a través de los excedentes
hidricos, monitoreo en aguas superficiales y subterraneas y mas ain
sobre su acumulacion en grano. Cuantificar estas pérdidas y conocer
su dinamica aportaria informacion sobre aspectos relacionados con el
mejor momento de su aplicacion para tener un menor impacto sobre
el ambiente.

Pérdidas de Glifosato Por Drenaje y Escurrimiento

El estudio fue realizado en dos Estaciones Experimentales del
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) ubicadas en la
Pampa Ondulada (Argentina): Pergamino en la provincia de Buenos
Aires (33°51 "' S; 60° 40 ' O) y Parana en la provincia de Entre Rios
(31°51" S; 60° 31" O).

Para medir drenaje se utilizaron tres cajas lisimétricas de
hormigén armado (lisimetros cerrados y de gravedad) ubicadas en la
Estacion Experimental de Pergamino. Cada lisimetro tiene una
superficie de 10 m? (3,3 x 3,3 x 1,4 m de profundidad) y no presentan
pendiente. Las cajas lisimétricas fueron construidas en 1969 y
rellenadas con un Argiudol tipico de la serie Pergamino, respetando la
secuencia, el espesor y la densidad aparente de cada uno de los
horizontes del perfil. Los perfiles se apoyan sobre un lecho filtrante de
arena y grava que deriva el agua hacia un tubo de salida para recoger
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el drenaje a la profundidad de 1,4 m. Para medir escurrimiento se
utilizaron tres parcelas de 100 m? (4x25 m y 3,5% de pendiente),
construidas en la Estacién Experimental Parana en 1970, sobre un
Argiudol acuico de la serie Tezanos Pinto bajo SD Desde 1990.

En ambos dispositivos se sembré soja (Glycine max (L) Merr.)
transgénica en el mes de noviembre. En Pergamino se realizé una
aplicacion de glifosato un mes antes de la siembra (7-10-02) y otra en
post-emergencia (28-11-02). En Parana se realizd6 la primera
aplicacion de glifosato en presiembra (27/09/06) y luego dos mas en
pre (14/11/06) y post-emergencia (11/12/06). Todas las aplicaciones
tuvieron una dosis de 3 | ha' de glifosato (p.a. 48%) sal de
isopropilamina.

Se analizaron datos de las campafias 2002/2003 en Pergamino
y 2006/2007 en Parand, que tuvieron precipitaciones anuales de 1433
y 1574 mm, respectivamente ((50% superiores al promedio histérico
en ambos casos). Después de cada lluvia que produjo drenaje o
escurrimiento se midié su volumen y se extrajo una muestra para
determinar la concentraciéon de glifosato y su metabolito AMPA. En
Pergamino se registr6 un evento de drenaje antes de la primera
aplicacion, 5 entre la primera y segunda aplicacion y 5 entre la
segunda aplicacion y la cosecha. En Parand se agruparon las
muestras de agua de escurrimiento y se analizaron glifosato y AMPA
en 7 momentos del ciclo del cultivo. A la cosecha se analizé glifosato
en grano so6lo en Pergamino. Para ello, se extrajeron muestras de
tallos, vainas y granos en cada lisimetro.

Las muestras de agua y tejidos vegetales se analizaron con
HPLC con derivatizacién post-columna y deteccién por fluorescencia
(Iimite de deteccién: 0,05 pg I en agua y 0,02 mg kg™ en grano). Las
determinaciones se realizaron en el Instituto de Desarrollo
Tecnoldgico para la Industria Quimica (CONICET-UNL). La cantidad
de glifosato en agua de drenaje y/o escurrimiento se calculé6 como el
producto del volumen drenado o escurrido por la concentracion
medida en el agua de drenaje o escurrimiento del mismo evento y se
expresé en pg ha™.

En Pergamino, se detectd glifosato en el agua de drenaje en
tres fechas de muestreo con concentraciones medias que variaron
entre 8,8 y 12,8 ug I'* (Figura 1). Entre la primera y la segunda
aplicacion de glifosato se registraron 340 mm de lluvia, de los cuales
90 se perdieron por drenaje profundo. La presencia de vias de flujo
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preferencial y en particular de macroporos, comdn en suelos muy
estructurados y conducidos bajo SD, favorecié la lixiviacién de
glifosato. Entre la segunda aplicacion de glifosato y la cosecha se
registraron 688 mm de lluvia y 60 mm de drenaje, pero no se detectd
glifosato en el agua de drenaje. Esto se atribuy6 a la intercepcion del
glifosato aplicado en post-emergencia del cultivo de soja.

La cantidad de glifosato lixiviada representé entre 0,03 y 0,6%
del aplicado. Las elevadas precipitaciones del periodo evaluado
también produjeron pérdidas de agua por escurrimiento estimadas en
80 mm para condiciones de cultivo y suelo similares a las de los
lisimetros (Portela et al., 2009). El 70% de estas pérdidas se
concentraron en el mes de octubre (presiembra) y seguramente
contribuyeron a incrementar las fugas de glifosato hacia arroyos. De
modo que las cantidades de glifosato lixiviadas podrian estar
sobreestimadas por el aumento en el volumen de agua drenado en
ausencia de escurrimiento superficial en los lisimetros.

En general, en todos los momentos de muestreo la variabilidad
de las concentraciones de glifosato resultd muy elevada y estuvo
condicionada por la imposibilidad de aumentar el nimero de
repeticiones debido a las caracteristicas de las unidades
experimentales.
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Fig. 1. Lluvias registradas en presiembra y durante el cultivo de soja
(2002/2003) en Pergamino (barras) y concentracion de glifosato en el agua
de drenaje (linea). Los triangulos indican los momentos de aplicaciéon de
glifosato. La flecha superior indica el ciclo de la soja.

En Parana el registro de lluvias durante la campafia 2006/2007
fue muy elevado con respecto al promedio anual histérico (>50%).
Desde la aplicaciéon de glifosato en presiembra hasta finalizar el ciclo
del cultivo llovieron 1430 mm y el 10% se perdié por escurrimiento
(88% de los eventos).

En tres fechas de muestreo se registraron concentraciones de
glifosato en el agua escurrida en un rango de 1 a 12 pg I (Figura 2).
Las concentraciones de glifosato y AMPA del agua escurrida antes e
inmediatamente después de la siembra fueron 6,47-8,27 y 3,61-5,20
Mg I, respectivamente. Un mes después de la siembra del cultivo las
concentraciones registradas fueron bajas (0,07-3,63 y 0,36-0,87 pg It
para glifosato y AMPA, respectivamente). Dos y tres dias después de
la segunda y tercera aplicacion del herbicida se registraron lluvias de
73 y 91 mm, respectivamente, que produjeron escurrimiento que
contenia glifosato. Screpanti et al (2005) detectaron picos de altas
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concentraciones de glifosato (116 pg I'l) en eventos de escurrimiento
ocurridos 1 dia después de la aplicacion del herbicida.

La concentracién media de AMPA en el agua de escurrimiento
fue similar a la de glifosato. Todos los muestreos registraron su
presencia y hubo dos fechas de muestreo que presentaron
concentraciones en un rango de 1 a 6 ug I, evidenciando la rapida
velocidad de transformacion del glifosato.

Las cantidades de glifosato y AMPA perdidas en el agua de
escurrimiento durante el periodo de estudio, fueron muy bajas,
menores al 0,05% de las cantidades aplicadas al cultivo de soja.
Screpanti et al. (2005) también cuantificaron las pérdidas de glifosato
con el agua de escurrimiento con respecto a las cantidades de
ingrediente activo aplicadas y obtuvieron resultados muy inferiores a
los nuestros (0.064%.). En Entre Rios, Diaz et al. (2008) analizaron
muestras de agua superficial obtenidas en mas de treinta represas
para riego y no detectaron glifosato ni su metabolito AMPA.
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Fig. 2. Lluvias registradas en presiembra y durante el cultivo de soja (2006/2007) en
Parana (barras) y concentracién de glifosato y AMPA en el agua de escurrimiento
(lineas). Los triangulos indican los momentos de aplicacién de glifosato. La flecha
superior indica el ciclo de la soja.

La aplicacion en post-emergencia del cultivo de soja en
Pergamino se detectd con elevada variabilidad en la biomasa aérea
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(grano, vainas y tallos) presentando concentraciones inferiores al
limite de 20 pug g establecido por la USEPA (Tabla 1). La presencia
de glifosato en la biomasa aérea representé 0,0005-0,001% de la
cantidad aplicada en post-emergencia.

Tabla 1. Concentracion y cantidad de glifosato en grano, vaina y tallo de soja
transgénica a la cosecha del cultivo en Pergamino.

Glifosato
;ag}gndtg Concentracién Cantidad
(ug g™) (g ha)
Granos 2,8£2,5 109
Vainas 12,4+17,6 86+45
Tallos 9,9+4,2 49+23

Riesgo de contaminacion de Aguas

En funcion de las dos vias de aporte difuso de glifosato
visualizadas desde agrosistemas hacia el agua: lixiviacion vy
escurrimiento, se propuso como objetivo analizar cambios en la
concentracion de glifosato del agua de un embalse y de una napa
fredtica en una microcuenca.

El sitio de estudio fue un lote agricola sembrado con maiz en la
campafia 2009/10, de 16 ha con un embalse de 1 ha situado en la
EEA Parana del INTA, Entre Rios, Argentina. El suelo es Argiudol
acuico de la serie Tezanos Pinto. El lote presenta dos laderas con
pendientes de 4% (oeste) y 8% (este) que desaguan a un canal
central conectado con el embalse (tajamar). La microcuenca
(relevada topograficamente) que alberga al lote en estudio tiene una
superficie total de 29 ha e incluye ademas un lote de soja de 13 ha,
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cuyo desagle se conecta a través de una alcantarilla con el canal
central del lote en estudio.

En diciembre de 2008 se instal6 una unidad de monitoreo de
calidad de agua. Se realizaron 8 pozos (3 alrededor del embalse —
bajo-, 3 en posiciones medias de ambas laderas —medio- y 2 en la
posicién alta del lote —alto-) perforados para monitoreo del nivel
fredtico de una napa colgante cercana a la superficie de flujo local
(Figura 3). Los pozos denominados 1, 2 y 3 se ubican en la posicion
baja del lote de estudio (97.33 m snm, 97.91 m y 98.91 m,
respectivamente), 4, 5 y 7 en posicion media (100.7 m, 102.85 m y
105.96 respectivamente), y 6 y 9 en posicion alta (105.5 m y 109.23,
respectivamente). El pozo 8 (de referencia) se ubica a 103.97 m snm
en el Observatorio Agrometeorol6gico de la Estacion Experimental,
situado a 650 m de la microcuenca, donde fueron registradas las
precipitaciones. Se colocd una regla para medir el nivel de agua
superficial en el embalse.

Figura 3. Mapa de la microcuenca y localizacion de los pozos.
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La secuencia de cultivos en el lote bajo estudio es maiz-
trigo/soja de segunda siembra bajo siembra directa continua y
durante el periodo de muestreo tuvo Ia fase maiz. El maiz se sembré
el 15/09/09 y se fertilizd con 14 kg ha™ de P y 92,6 kg ha™ de N. Se
reahzaron aplicaciones de sulfosato (glifosato p.a. 62%) el 20/08/09 (2
| ha ) y el 21/09/09 (1,5 | ha’ ) En el Iote de soja se aplicaron 2 | ha™
de sulfosato el 15/12/09 y 2,5 | ha® de glifosato (p.a. 46%) el
15/01/10.

Se registr6 el nivel fredtico y del embalse con frecuencia
semanal. Con frecuencia aproximada bimestral se realizaron
muestreos de la calidad del agua subterranea entre junio de 2009 y
febrero de 2010 y superficial (embalse) entre enero de 2009 y febrero
de 2010. El glifosato y el acido amino metil fosfénico (AMPA) se
analizaron por derivatizaciéon  pre-columna  (FMOC-CL) vy
cromatografia liquida en el laboratorio de Pesticidas de INTA
Balcarce.

Para el periodo en estudio, el nivel del embalse oscilo entre las
cotas 94,7 m y 96,3 m y el nivel freatico oscilo entre -0,2 y -1,2 m en
el pozo 1 y entre -6.9 y -8.2 m para el pozo 9. Estas oscilaciones se
debieron a la respuesta inmediata de la napa ante las precipitaciones
y del embalse al aporte de agua superficial por escurrimiento.

Con respecto a las concentraciones de glifosato y AMPA, en 2
fechas de muestreo se encontraron concentraciones superiores al
limite de detecciéon. Luego de las aplicaciones de pre-siembra y pre-
emergenma del maiz se registraron en el pozo situado en la posicién
mas baja (pozo 1) valores de 0,5 pgl de glifosato y en el muestreo
del 11 de febrero de 2010 en el embalse se registraron 1,38 y 1,82
pgl de glifosato y AMPA, respectivamente. Estos niveles se
atribuyeron a las aplicaciones realizadas al cultivo de soja.
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Tabla 2. Concentraciones de glifosato en agua y momento y dosis de las
aplicaciones.

11/06/2009 | 20/08/2009 | 21/09/2009 | 30/09/2009 | 09/11/2009 | 15/12/2009 | 15/01/2009 | 11/02/2010
Freétimetro alto (F9) ND S ND ND S o ND
< g © &
& NI & &
Fredtimetro bajo (F1) ND § & B <05ug -1 ND & S ND
L
N & | S8
H L& i -
Embalse ND & \"v s ND ND & S f\‘/o‘z? 1,38 pgl-1

Consideraciones Finales

El estudio de la movilidad y transporte en el suelo de un
herbicida ampliamente utilizado como el glifosato resulta de gran
interés para el sector agricola. Los resultados obtenidos sobre el
aporte del cultivo de soja a la contaminacion del agua por glifosato y
AMPA mostraron su presencia en el agua de drenaje y de
escurrimiento, en coincidencia con lluvias de primavera que
favorecerian el pasaje rapido de agua hacia la capa freatica o hacia
cursos de agua superficial.

Si bien, las concentraciones y las cantidades de glifosato y
AMPA que salié del sistema por drenaje y escurrimiento resultaron
bajas, representando menos del 0,03 y menos del 0,6% de las
cantidades aplicadas, respectivamente. La aplicacion de glifosato en
postemergencia afectd la calidad del grano en concentraciones
inferiores al umbral admitido.

El estudio del impacto ambiental que genera el uso de
tecnologias agricolas no es sencillo, ya que requiere de dispositivos
experimentales adecuados que permitan el control de los insumos
gue se agregan al sistema y la correcta medicion de los excedentes
hidricos tanto en superficie como en profundidad. En todos los
compartimentos analizados (tejidos vegetales, agua de escurrimiento
y de drenaje) se registrd la presencia de glifosato a pesar de la
elevada variabilidad de las concentraciones.

Los picos de alta concentracion de glifosato y AMPA detectados
en el escurrimiento y el drenaje luego de lluvias importantes y la
intercepcion del herbicida en funcién del momento del ciclo indican la
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relevancia de analizar aspectos relacionados al momento vy
condiciones de aplicacion. La identificacion del mejor momento para
la aplicacion de glifosato permitira reducir el impacto sobre el sistema
suelo-agua-planta.
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