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ABSTRACT
Ecotoxicity of herbicide Glyphosate to four chlorophyceaen freshwater algae

The increasing use of glyphosate in Argentina is directly related to the increase of areas cultivated with a glyphosate-tolerant
transgenic variety of soybean. That has raised concern about the effects of this herbicide in the pampean aquatic ecosystems.
Hence, the ecotoxicity of pure (active ingredient) and commercial grade (Roundup) of the herbicide glyphosate was evaluated
towards four green freshwater algae: Scenedesmus acutus, Scenedesmus quadricauda, Chlorella vulgaris, and Raphidocelis
subcapitata. Toxic effects of glyphosate were assessed on both short-term (photosynthetic rates, determined as oxygen pro-
duction) and at long-term (growth of the populations, determined as number of cells). A stimulation of the photosynthetic rate
was observed at low herbicide concentrations (hormesis). Pure grade short-term effects on the photosynthetic rates appeared
at concentrations between 50 and 166 mg L~!, whereas long-term effects on growth appeared in the 1.55-4 mg L™! range.
The commercial grade resulted more toxic than the pure grade; its long-term effects appeared at concentrations between
0.1-3.7 mg L™, These concentrations are clearly below the expected environmental concentrations (EEC) for this herbicide.
Recovery experiments showed that both the pure grade and the commercial grade had algistatic and not algicidal effects.
Possible effects and implications at algal community level regarding competitiveness are discussed.

Key words: Toxicity, herbicides, algae, Scenedesmus sp, Chlorella vulgaris, Raphidocelis subcapitata, photosynthesis, hor-
mesis.

RESUMEN
Ecotoxicidad del herbicida Glifosato sobre cuatro algas clorofitas dulceacuicolas

El incremento en el uso de glifosato en Argentina estd directamente relacionado con el incremento de las dreas cultivadas con
una variedad de soja transgénica tolerante al glifosato. Este hecho ha incrementado la preocupacion acerca de los efectos
de este herbicida sobre los ecosistemas acudticos de la region pampeana. Asi, la ecotoxicidad del herbicida glifosato en su
forma pura (ingrediente activo) y su formulado comercial (Roundup) fue evaluada hacia cuatro algas verdes dulceacuicolas:
Scenedesmus acutus, Scenedesmus quadricauda, Chlorella vulgaris y Raphidocelis subcapitata. Los efectos toxicos del glifo-
sato fueron evaluados tanto en su toxicidad a corto plazo (tasa fotosintética, determinada como produccion de oxigeno) como
en su toxicidad a largo plazo (crecimento poblacional, determinado como niimero de células). Una estimulacion de la tasa
fotosintética fue observada a bajas concentraciones del herbicida (hormesis). Los efectos a corto plazo del principio activo
puro sobre la tasa fotosintética aparecieron a concentraciones entre 50y 166 mg L1 mientras los efectos a largo plazo sobre
el crecimiento aparecieron en el rango de 1.55-4 mg L™, El formulado comercial resulté mds téxico que el ingrediente activo
puro; sus efectos a largo plazo aparecieron a concentraciones entre 0.1 'y 3.7 mg L™'. Estas concentraciones se encuentran
claramente por debajo de la Concentracion Esperada en el ambiente (CEA) para este herbicida. Las experiencias de recupe-
racion mostraron que tanto el ingrediente activo en forma pura y el formulado comercial ejercieron efectos algistdticos y no
algicidas. Se discute los posibles efectos e implicancias a nivel de la comunidad algal en relacion a la capacidad competitiva.

Palabras clave: Toxicidad, herbicidas, algas, Scenedesmus sp, Chlorella vulgaris, Raphidocelis subcapitata, fotosintesis, hor-
mesis.
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INTRODUCCION

Las actividades agricola-ganaderas son las mds
importantes de Argentina tanto histérica como
econdmicamente. Debido al incremento de la ac-
tividad agricola de los dltimos afios, en especial
relacionado al aumento de las dreas destinadas al
cultivo de soja transgénica, se estan liberando al
ambiente cantidades importantes de distintas cla-
ses de fitosanitarios. Entre los herbicidas, el gli-
fosato es el mas utilizado, con 170 y 146 millones
de litros/kg. en 2006 y 2007, respectivamente. A
partir de estos datos, resulta de importancia fun-
damental el estudio de su impacto sobre los eco-
sistemas acudticos. Este estudio se centra sobre
los efectos a corto y largo plazo que la exposicion
a glifosato tendra sobre los productores primarios
componentes del fitoplancton. Este aspecto es re-
marcado en el manual de registro del glifosato
de la US EPA (1993), donde concluye que son
necesarios estudios adicionales sobre este grupo de
organismos ya que cabria esperar efectos adversos.

Las vias de entrada de este compuesto a los
sistemas acudticos pueden ocurrir por aplicacién
directa en el terreno, con una deriva posterior in-
fluenciada por caracteristicas locales relaciona-
das a la orientacion y intensidad de los vientos
y por aplicaciones aéreas, en el caso de gran-
des extensiones. En este tltimo caso, la magni-
tud de la deriva a los sistemas acudticos es ma-
yor. Por otra parte, existe un transporte hacia
los ambientes acudticos por drenaje y escorren-
tia de los terrenos tratados.

El Glifosato (N-(fosfonometil) glicina) (for-
mula molecular: C;HgNOsP) es el ingrediente ac-
tivo mds utilizado en herbicidas de amplio es-
pectro, rapida accién, y de bajo costo. Su apli-
cacion se realiza a través de spray en la super-
ficie foliar. Segiin CASAFE (2007), la formula-
cién mas utilizada es de 48 % de principio activo
ocupando el primer lugar entre los 30 fitosanita-
rios mas utilizados (82.3 %).

En virtud de la solubilidad en agua y de las ca-
racteristicas i6nicas del glifosato, no cabria espe-
rar fendmenos de bioacumulacién. Esto ha sido
confirmado por estudios realizados en condicio-
nes de campo sobre peces, crusticeos y molus-
cos (WHO, 1994). Se considera que el glifosato

se disipa rdpidamente en los ambientes acudti-
cos (WHO, 1994). El sitio de accidon del her-
bicida es la inhibicién de la enzima EPSP (5-
enolpiruvilsikimato-3-fosfato sintetasa), una en-
zima del ciclo del 4cido sikimico, una de las dos
vias metabdlicas de la sintesis de los aminoacidos
aromaticos. Esta enzima se encuentra en plantas
y bacterias, pero no se encuentra en animales.
Aunque no es considerado un herbicida que ejer-
za accion directa sobre las reacciones de la fo-
tosintesis, existen algunos estudios que informan
que inhibirfa el flujo de electrones en el fotosiste-
ma II (Duke, 1988). Se ha demostrado que ejer-
ce importantes efectos sobre la sintesis de clo-
rofila, inhibiendo la sintesis del precursor de la
sintesis de clorofila, el acido 5-aminolevulinico
(ALA) (Duke, 1988). Esto ocasionaria efectos se-
cundarios como el blanqueado del pigmento, pro-
duciendo una alteracion en la funcién de los clo-
roplastos. Aunque los efectos sobre la sintesis de
proteinas serian indirectos, éstos serian respon-
sables en el desarrollo de los dafios posteriores
ocasionados por este herbicida. De la misma ma-
nera, los efectos observados sobre la sintesis de
los acidos nucleicos se deberian a una disfun-
cion general de la célula asociada a la inhibi-
cion de la sintesis de proteinas. En este mismo
contexto, se han observado mitosis anormales,
y efectos ultraestructurales como ruptura de las
envolturas de los cloroplastos, degeneraciéon de
las mitocondrias y separacién del plasmalema de
la pared celular (Duke, 1988).

Se han realizado estudios acerca del efecto del
glifosato ingrediente activo sobre el crecimiento
de especies de Cianofitas como Anabaena-flos-
aquae, sobre Clorofitas como Raphidocelis sub-
capitata y Chlorella pyrenoidosa y sobre Dia-
tomeas como Skeletonema costatum 'y Navicula
pelliculosa. Estos estudios han arrojado diferen-
cias en sensibilidad entre los distintos grupos, en-
contrdndose valores de ECsy entre 1.2 y 7.8 mg
glifosato/l y valores de NOEC entre 0.3 y 34 mg
glifosato/l (Pipe, 1992; WHO, 1994).

Una forma de estudiar de manera conjunta los
efectos directos e indirectos del glifosato, es el
andlisis de sus efectos sobre el crecimiento, ya
que este resulta ser un proceso integrador que
combina diferentes reacciones celulares. Aunque
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el glifosato no es considerado un inhibidor de las
reacciones de la fotosintesis, algunos trabajos in-
forman de su accidn sobre el transporte de elec-
trones a nivel del fotosistema II (Duke, 1988).
Se realizaron evaluaciones a fin de establecer el
efecto de distintas concentraciones del produc-
to puro del herbicida sobre la tasa fotosintética
de las especies algales elegidas. A fin de conocer
el riesgo ambiental asociado con aplicaciones te-
rrestres también se evalu6 una de sus formulacio-
nes comerciales (Round-up ®)), determinando la
accion sobre el crecimiento algal y la capacidad
de recuperacion de las poblaciones tratadas.

MATERIALES Y METODOS

Organismos

Las cuatro especies algales utilizadas pertene-
cen a la Divisiéon Chlorophyta. Estas fueron:
Scenedesmus quadricauda (aislada a partir de
muestras recolectadas en las nacientes del rio
Lujan por técnicas de aislamiento y purifica-
cion segin Sdenz, 2000), Scenedesmus acutus
(SAG 273-3a), Chlorella vulgaris (Companhia
de Saneamento Ambiental del Estado de Sao
Paulo, Brasil, CETESB) y Raphidocelis subcapi-
tata (ESE L1, Metz, Francia). Las cepas mencio-
nadas se mantienen actualmente en el Cepario del
Programa de Investigaciones en Ecotoxicologia
de la Universidad Nacional de Lujan, Provincia
de Buenos Aires, Argentina.

Substancias quimicas

Se utiliz6 glifosato grado técnico (95 % Glifosa-
to) en forma de sal de isopropilamina y el formu-
lado comercial Round-up®) que contiene 48 %
de Glifosato como ingrediente activo y una amina
polietoxilada (POEA) como surfactante.

Efectos sobre el crecimiento algal

Las evaluaciones sobre el crecimiento algal se
realizaron siguiendo los protocolos de la US EPA
(1996). Los ensayos consistieron en la exposicion
durante 96 horas de una densidad algal inicial de
50.000 células/ml a diferentes concentraciones

del principio activo y el formulado comercial de
Glifosato. En el caso del principio activo se uti-
lizaron las siguientes concentraciones de exposi-
cion: 1; 2.5; 6.2; 15.6; 39 y 97 mg/l para Raphi-
docelis subcapitata y Chlorella vulgaris 'y 0.77;
1.55;3.1;6.2; 12.5;25; 50 y 100 mg/1 para Scene-
desmus quadricauda 'y Scenedesmus acutus. Para
el formulado comercial se utilizaron las concen-
traciones de 0.3; 1.1; 3.7; 12.3 y 41.4 mg/] para
todas las especies. Se incubaron cultivos en las
mismas condiciones en ausencia de téxico que
fueron consideradas como controles. Las incu-
baciones se realizaron en una cdmara de incuba-
ciéon marca Forma provista de temperatura, foto-
periodo y agitacion programables. Se determind la
biomasa algal mediante la medicién de la concentra-
cién de la clorofila “a” in vivo mediante fluorometria
utilizando un fluorémetro marca Turner modelo
TD 700 (New York, USA). Las determinaciones
se realizaron cada 24 horas. Los ensayos de rea-
lizaron dos veces y se realizaron tres réplicas de
cada concentracion y los controles. Al final de las
incubaciones se realizaron observaciones al mi-
croscopio 6ptico con contraste de fase.

Se utilizé el procedimiento de Payne & Hall
(1979) para la diferenciacion de efectos algistaticos
(reduccion en crecimiento) de alguicidas (muerte
de las células). En sintesis, tras del periodo de
contacto de 96 horas, los cultivos expuestos fueron
centrifugados (10 minutos, 1000xg) y el pellet
resuspendido en medio nutritivo en ausencia de
toxico. Se observé el crecimiento algal durante un
periodo de recuperacion de 10 dias que se rea-
liz6 bajo las mismas condiciones experimentales
que el periodo de contacto. Durante este periodo
se contaron el numero de células en los dias 3, 5,
7y 10 (Rand, 1995; US EPA, 1996; Saenz, 2000).
Se consideraron como efectos algistaticos a aque-
llos que impidieron un cambio neto en el nime-
ro de células algales durante el periodo de con-
tacto, pero que permitieron una recuperacion y
retorno al crecimiento exponencial en el periodo
de recuperacion. La concentracién algistética fue
la concentracion de herbicida que causé un efec-
to inhibitorio temporal a nivel celular, pero que
no caus6 un dano permanente o irreversible a la
poblacion algal. Se determiné realizando una re-
gresion entre el logaritmo del cociente entre el
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nimero de células al final del periodo de contacto
y el inéculo inicial y el logaritmo de las concen-
traciones del herbicida ensayadas segin Payne &
Hall (1979) y Ricker (1973) Los efectos algicidas
fueron considerados como los que impidieron un
cambio neto en el nimero de células algales du-
rante el periodo de contacto, y no permitieron una
recuperacion y retorno al crecimiento exponen-
cial en el periodo de recuperacion.

Efectos sobre la tasa fotosintética

La accién sobre la tasa fotosintética se evalud a
partir del andlisis del cambio en la concentracién
de oxigeno mediante la utilizacién de microelec-
trodos de oxigeno de Clark (Walker, 1987). Estos
efectos se estudiaron solo para el principio acti-
vo. Los cultivos algales utilizados en estos estu-
dios fueron mantenidos en una cdmara climatiza-
da a 20°C + 0.5 °C, con una intensidad luminica
de 50 Watt/m? bajo un fotoperiodo de 14 horas
Iuz/10 horas oscuridad y en un agitador orbital a
100 rpm en forma continua. Previamente se de-
termind la intensidad luminica, densidad celular
y edad de los cultivos 6ptimos para la realizacién
de las evaluaciones. Se obtuvieron curvas de sa-
turacién luminica para cada una de las especies
utilizadas (Hall & Rao, 1992). Un radiofotometro
marca Licor modelo LI 185 fue utilizado en las
determinaciones de irradiancia. Se determind la
tasa fotosintética de cultivos controles (en ausen-
cia de toxico) y asi se calcul6 el porcentaje de
inhibicién o estimulacién de la tasa fotosintética
a fin de obtener las curvas de dosis respuesta. La
exposicion fue de 40 a 60 minutos. Las experien-
cias se realizaron por duplicado. Una descripcién
detallada de los métodos y procedimientos utili-
zados en la determinacidn de las condiciones ex-
perimentales se describen en Sdenz (2000) donde
se incluye la metodologia e intervalos de las me-
diciones. La aplicacién de esta metodologia en la
evaluacion de efectos de herbicidas sobre algas
verdes se detalla en Mingazzini et al., (1997).

Analisis de los datos

El andlisis de las diferencias observadas entre los
tratamientos y los controles se realizé mediante

un andlisis de la varianza ANOVA de un factor
combinado con test de Dunnet. Se cumplieron los
criterios de normalidad (chi cuadrado) y homo-
geneidad de varianzas (Bartlett). La accién de las
diferentes concentraciones de las sustancias toxi-
cas se evalud con el test post ANOVA de com-
paraciones multiples de Tuckey. Ambos analisis
se realizaron con el programa TOXSTAT Version
3.5 (West Inc & Gulley, 1996). Las variables uti-
lizadas fueron: la concentracién de clorofila a
en el caso de las evaluaciones sobre el crecimien-
to algal y los milimoles de oxigeno producido por
minuto en el caso de las evaluaciones sobre la ta-
sa fotosintética. Las diferencias se consideraron
significativas a un nivel de confianza del 95 %
(p < 0.05). Los valores de las ECs, (concentra-
cion efectiva) fueron estimados mediante analisis
probit. Las comparaciones estadisticas entre pa-
res de EC5(-96 horas se realizaron mediante t- de
student (efectos sobre la tasa fotosintética) mien-
tras que las comparaciones entre las ECs5y-96 ho-
ras provenientes de més de dos especies (efectos
sobre el crecimiento algal) se realizaron median-
te andlisis de la varianza (Sprague, 1990).

Para la estimacion del LOEC (concentracion
efectiva mas baja) y NOEC (concentracion no efec-
tiva) fue utilizado el test de Dunnet (EPA, 1996). El
valor crénico (ChV) fue estimado como la media
geométricaentre el NOEC y LOEC (EPA, 1996).

RESULTADOS

Efectos sobre el crecimiento algal
Efectos del glifosato ingrediente activo

Al final de las evaluaciones se observé que las po-
blaciones de Scenedesmus quadricauda expues-
tas a 0.77 mg Gli/l no presentaron una inhibi-
cion significativa del crecimiento respecto de los
controles. Sin embargo aquellas expuestas a con-
centraciones superiores e iguales a 1.55 mg Gli/l
experimentaron una inhibicién significativa del
crecimiento. En el caso de Scenedesmus acutus
concentraciones de glifosato de 8 a 20 mg Gli/l
provocaron una inhibicién significativa del cre-
cimiento algal respecto de los controles. El gli-
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Tabla 1. Indices de toxicidad (mg Gli/l) estimados en base al crecimiento poblacional después de 96 horas de exposicién al ingre-
diente activo glifosato. * Intervalos de confianza del 95 %. Toxicity indexes (mg Gli/l) estimated based on population growth after
96 hrs of exposure to the active ingredient glyphosate. * 95 % confidence intervals.

Scenedesmus quadricauda

Scenedesmus acutus (SAG 276-3a)

Chlorella vulgaris Raphidocelis subcapitata

ECs)-96 7.2 10.2
horas (4.4 - 8.9)% (9.5-11.4)
NOEC 0.77 2
LOEC 1.55 4
Chv 1.09 2.82

13.1 11.66
(11.4-15.0) (9.9 -13.6)
2.5 1
5 2.5
3.53 1.58

fosato ejercié efectos similares sobre Chlore-
lla vulgaris. Las concentraciones superiores a
5 mg Gli/l provocaron una inhibicién significati-
va del crecimiento. Raphidocelis subcapitata res-
pondié en forma similar a concentraciones supe-
riores a 2.5 mg Gli/l. A partir de 97 mg Gli/l se
observé una inhibicion casi total del crecimiento
en las poblaciones expuestas. Las especies alga-
les estudiadas presentaron diferente sensibilidad
a la accién del glifosato en forma de principio
activo. En la Tabla 1 se observan los indices es-
timados para cada una de las especies mencio-
nadas, indicando una mayor sensibilidad (dife-
rencia significativa ANOVA p < 0.05) de Scene-
desmus quadricauda, mientras que Scenedesmus
acutus, Chlorella vulgaris y Raphidocelis subca-
pitata presentaron una sensibilidad similar (dife-
rencias no significativas ANOVA p < 0.05).

Efectos del formulado comercial

Los resultados obtenidos en las evaluaciones rea-
lizadas con el formulado comercial Round-up®)
determinaron una accién mas severa sobre el cre-
cimiento algal que el principio activo. Scenedes-
mus quadricauda fue severamente inhibida frente
a concentraciones de exposicién mayores e igua-
les a 0.1 mg Gli/l en forma de formulado comer-
cial, a los 96 horas de exposicioén. Scenedesmus
acutus presentd una inhibicidn significativa en
las poblaciones expuestas a concentraciones su-
periores e iguales a 0.9 mg Gli/l al cabo del mis-
mo periodo. En el caso de Chlorella vulgaris se
observé que las concentraciones que ejercieron
una inhibicién significativa del crecimiento, re-
sultaron ser superiores e iguales a 1.1 mg Gli/l.
Raphidocelis subcapitata fue significativamente

inhibida en presencia de concentraciones supe-
riores o iguales a 3.7 mg Gli/L.

La estimacién de los indices de toxicidad indi-
caron una mayor sensibilidad de las especies del
género Scenedesmus, respecto de las otras dos es-
pecies utilizadas, tanto para la toxicidad a corto
plazo como a largo plazo (Tabla 2).

Recuperacion del crecimiento

El glifosato en forma de principio activo, y el for-
mulado comercial Round-up ejercieron efectos
algistaticos sobre las especies Scenedesmus qua-
dricauda, Scenedesmus acutus, Chlorella vulga-
ris y Raphidocelis subcapitata. Aun las poblacio-
nes que resultaron severamente inhibidas frente
a la accidn de las diferentes concentraciones en-
sayadas del herbicida tanto en forma de princi-
pio activo como de formulado comercial, recupe-
raron su crecimiento exponencial al cabo de los
diez dias del periodo de recuperacién. Las esti-
maciones de las concentraciones algistaticas pa-
ra glifosato principio activo se encontraron en-
tre 10.07 y 43.2 mg Gli/l, mientras que para el
formulado comercial Round-up este intervalo fue
entre 3.36 y 62.5 mg Gli/l.

Tabla 2. Indices de toxicidad (mg Gli/l) estimados al ca-
bo de 96 horas de exposicién, para el formulado comercial
Round-up®). * Intervalos de confianza del 95 %. Toxicity inde-
xes (mg gli/1) estimated after 96 hrs of exposure, for the Round-
up® Commercial formulation. * 95 % confidence intervals

Scenedesmus quadricauda Raphidocelis subcapitata

ECs0-50 120 154
minutos (100 -141)* (122 -194)
NOEC 15 50
LOEC 50 166
ChV 273 91.10
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Figura 1. Efecto del glifosato sobre la tasa fotosintética de
Scenedesmus quadricauda. Effect of glyphosate on Scenedes-
mus quadricauda photosynthetic rate.

Efectos sobre la tasa de fotosintética

El Glifosato principio activo ejercié un efecto de
estimulacion de la tasa fotosintética de poblaciones
de Scenedesmus quadricauda tras 40 minutos de
exposicion a concentraciones inferiores o iguales a
15 mg Gli/l. Al aumentar el tiempo de exposicion,
frente al mismo rango de concentraciones, el efecto
de estimulacion no fue observado sino que, por el
contrario, se produjo una inhibicién del 5 %, no
significativa respecto a los controles.

Se observé una inhibicién significativa en la
tasa fotosintética, respecto de los controles, en
aquellas poblaciones expuestas a concentracio-
nes entre 50 y 166 mg Gli/l al cabo de 40 y 60
minutos de exposicion (Fig. 1). Cuando se consi-
deraron los efectos producidos sobre Raphidoce-
lis subcapitata, se observd que concentraciones
del herbicida entre 1.35 y 50 mg Gli/l produje-
ron una estimulacién significativa (hormesis) en
la tasa fotosintética respecto de los controles, a
los 40 y 50 minutos de exposicidén. Al cabo de
60 minutos de exposicion, se observé una inhibi-

C1

N

significativa en la tasa fotosintética respecto
40

4 40 minutos

20 A
B 50 minutos

A 60 minutos

de la tasa fotosintética (%) =
o

Inhibicion/estimulacion

0 04 08 12 16 2 2,4
Log mg Gli/l
Figura 2. Efecto del glifosato sobre la tasa fotosintética de

Raphidocelis subcapitata. Effect of glyphosate on Raphidocelis
subcapitata photosynthetic rate.

de los controles, cuando las poblaciones fueron
expuestas a 166 mg Gli/l (Fig. 2).

Los indices de toxicidad estimados en base a
la tasa fotosintética se indican en la Tabla 3. Am-
bas especies presentaron una sensibilidad similar
frente a la accién del glifosato en forma de in-
grediente activo ya que no se hallaron diferencias
significativas entre los valores de ECsy de ambas
especies (t- student p < 0.05). Considerando los
valores de NOEC, LOEC y ChV, los mismos re-
sultaron ser menores para la especie Scenedes-
mus quadricauda, indicando una mayor sensibi-
lidad frente al herbicida evaluado.

DISCUSION

El glifosato resulté téxico para las poblaciones
algales estudiadas, ejerciendo efectos sobre el cre-
cimiento poblacional y la tasa fotosintética. Los
efectos mds notables se observaron sobre el cre-

Tabla 3. Indices de toxicidad (mg Gli/l) al cabo de 50 minutos de exposicién para el ingrediente activo glifosato estimados sobre la
base de la tasa fotosintética. * Intervalos de confianza del 95 %. Toxicity indexes (mg gli/1) after 50 minutes of exposure for the active
ingredient glyphosate estimated on the base of the photosynthetic rate. * 95 % confidence intervals.

Scenedesmus quadricauda

Scenedesmus acutus (SAG 276-3a)

Chlorella vulgaris Raphidocelis subcapitata

ECs-96 2.9 2.7
horas (1.44- 6.18)* (2.2-3.5)
NOEC 0.01 0.27
LOEC 0.1 0.9
Chv 0.03 0.49

6.2 4.4
(4.2:9.7) (3.1-6.2)
0.3 1.1
1.1 37

0.57 2.01
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cimiento algal, ya que las concentraciones mas
elevadas donde se observaron efectos tdxicos se
encontraron entre 1.55 y 5 mg Gli/l. Las pobla-
ciones algales expuestas a concentraciones ma-
yores de 1.09 mg Gli./l, podrian evidenciar efec-
tos crénicos sobre su crecimiento. Tomando en
consideracion los valores de los indices NOEC,
LOECy ChV, laespecie Scenedesmus quadricauda
aislada del nacimiento del rio Lujan, result6 ser la
especie mds sensible frente a la accién del Glifosato
principio activo sobre el crecimiento algal.

Las evaluaciones realizadas sobre la tasa foto-
sintética determinaron la existencia de una esti-
mulacion de este pardmetro en Scenedesmus qua-
dricauda y Raphidocelis subcapitata frente a ba-
jas concentraciones del herbicida, mientras que
concentraciones mayores ejercieron efectos inhi-
bitorios. Este fendmeno, ha sido descripto hace
mas de un siglo como ley de Arndt-Schulz (Cala-
brese, 2005), siendo introducido el término “hor-
mesis” en 1943 por Southam y Erlich. Serfa una
respuesta adaptativa de los organismos frente a
una disrupcién de la homeostasis debido a un
estrés ambiental inducido. Ocurriria una sobre-
compensacion como resultado de un proceso de
traslado de recursos levemente en exceso para re-
cuperar la homeostasis.

Un reciente estudio (Cedergreen et al., 2007)
realizado con plantas vasculares terrestres y acud-
ticas y algas expuestas a bajas dosis de 10 her-
bicidas, ha demostrado que existen algunos
herbicidas que provocan fenémenos leves de
hormesis, mientras que otros provocan respuestas
mas marcadas describiendo fenémenos bifédsicos
(Calabrese, 2005). Entre estos ultimos se encuen-
tran el glifosato y el metsulfuron-metil, herbicidas
que afectan la sintesis de aminodcidos aromaticos.
En el caso de los efectos observados sobre las
algas ocurrirfa un incremento de la tasa foto-
sintética, que se corresponderia a un aumento en
la tasa de crecimiento. Los resultados obtenidos
por nosotros en el presente estudio sobre la ta-
sa fotosintética, corresponden al comportamiento
bifasico de dosis-respuesta descripto en Calabre-
se (2005) como tipo A correspondiente a la forma
mas comun de curva de U invertida y corrobora
lo encontrado por Cedergreen et al (2007) para el
glifosato, como mencionado con anterioridad.

El glifosato se encontr6 entre los herbicidas que
provocaron una mayor respuesta en varios grupos
de plantas acuaticas y algas y en plantas terrestres
(Duke et al., 2006), iniciando un interesante de-
bate acerca de la habilidad de este herbicida utili-
zado ampliamente a nivel mundial, en la estimu-
lacion del crecimiento de una amplio rango de
especies vegetales. Otro aspecto fundamental es
la exploracion del efecto sostenido en el tiempo
de la estimulacién, con posibles efectos sobre la
reproduccidn, vinculado a la habilidad competi-
tiva de las plantas afectadas con modificacién de
las comunidades vegetales (Cedergreen, 2008b).

Goldsborough y Brown (1988) realizaron
evaluaciones de la toxicidad del glifosato sobre la
fotosintesis de algas perifiticas, encontrando ECs
estimadas entre 69.7 y 35.4 mg Gli/l. Duke (1988)
estim6 una ECsy de 118 mg/I tras 60 a 90 minutos
de exposicion al glifosato principio activo para una
especie del género Scenedesmus. Estos valores son
similares a los estimados en este trabajo.

Estudios realizados con anterioridad (Saenz et
al., 1997a) demostraron que el glifosato principio
activo no produciria una reduccion en el conteni-
do en proteinas de las especies estudiadas, tras 96
horas de exposicion a concentraciones entre 2.5 y
50 mg Gli/l. A pesar que el sitio de accion direc-
to del glifosato principio activo es a nivel de la
inhibicién en la sintesis de aminoacidos aromati-
cos, el efecto sobre la reduccion en la sinte-
sis de proteinas que contienen dichos amino4ci-
dos, pudo no haberse detectado en los tiempos
de realizacion de nuestras evaluaciones. Las eva-
luaciones realizadas sobre el crecimiento pobla-
cional resultaron ser las mas sensibles, arrojan-
do indices de toxicidad inferiores. La especie
Scenedesmus quadricauda presentd valores infe-
riores de NOEC, LOEC y ChV tanto en las eva-
luaciones realizadas sobre el crecimiento pobla-
cional como en las realizadas sobre la tasa foto-
sintética, indicando su mayor sensibilidad a ex-
posiciones prolongadas del herbicida.

El glifosato principio activo resulta ser un herbicida
moderadamente téxico (ECsp-96 horas entre 7.2
y 13.1mg/l) en comparaciéon con los herbicidas
inhibidores del transporte de electrones, como
Diurén y Atrazina (ECs50-96 horas entre 0.011
y 0.09mg/l) y los herbicidas desviadores de la



156 Séenz y Di Marzio

energia fotosintética, como el Paraquat (ECsy-96
horas entre 0.047 y 0.67mg/l) (Sdenz et al.,
1997b). Es posible llegar a la misma conclusién
si consideramos las ECs, calculadas a partir de los
efectos sobre la tasa fotosintética, donde encon-
tramos valores de ECsy entre 50 y 166 mg Gli/l
en el caso del glifosato principio activo y entre
0.013 y 0.082mg/l, en el caso de la Atrazina y
Diurén (Saenz, 2000), o en el caso de la Simazina
con valores de ECsy de 0.8 mg/l (Goldborough
y Robinson 1988). Estos resultados confirman la
clasificacién de la US EPA respecto a la mode-
rada toxicidad del glifosato para los organismos
acudticos, con valores de ECsy entre 1 y 10 mg/1
sobre el crecimiento algal (Giesy et al., 2000).

La comparacién entre la metodologia tradi-
cional de 96 horas de exposicion (crecimiento al-
gal) y la utilizacion de los electrodos de oxigeno
de Clark (tasa fotosintética) arroja resultados si-
milares para aquellos herbicidas que ejercen ac-
cién directa sobre la actividad fotosintética (Min-
gazzini et al., 1997; Saénz 2000). En lo que res-
pecta a herbicidas con distinto modo de accidn,
como el glifosato los resultados obtenidos con
ambos métodos mostraron amplias diferencias,
ya que se trata de un herbicida que afecta varios
procesos celulares. La elevada ECsy estimada a
los 50 minutos indicaria que el herbicida evalua-
do presenta una reducida toxicidad para las po-
blaciones algales expuestas. Cabe destacar, que la
informacién toxicolégica mencionada con ante-
rioridad acerca de los efectos del glifosato sobre
el crecimiento algal, sobre la base de la realiza-
cién de ensayos ecotoxicoldgicos tradicionales,
permite llegar a similares conclusiones. La ven-
taja de la aplicacion de los electrodos de oxigeno
de Clark, radica en la velocidad en la obtencion
de respuestas toxicas significativas, permitiendo
obtener en forma rapida una primera aproxima-
cién acerca de la toxicidad de una sustancia. Esto
puede resultar vdlido adn en el caso de evaluar
sustancias téxicas que no ejerzan su accion di-
recta sobre el proceso de la fotosintesis.

Los estudios realizados con el formulado co-
mercial Round-up demostraron que ejercié efec-
tos adversos sobre el crecimiento de las cuatro
especies estudiadas, no existiendo diferencias en
sensibilidad entre las especies algales conside-

rando las ECsy 96 horas. Analizando los valores
de NOEC, LOEC y ChV, Scenedesmus quadri-
cauda resultd la especie mas sensible.

La mayor toxicidad del Roundup sobre el
crecimiento algal se vio reflejada en indices
de toxicidad menores que los del producto pu-
ro. Estos resultados coinciden con los encontra-
dos por otros autores en relacién a los efectos
del Round-up sobre el crecimiento poblacional
(WHO, 1994). El resultado de evaluaciones de
riesgo realizadas teniendo en cuenta microorga-
nismos, anfibios, invertebrados, peces y macroéfi-
tos acudticas, arrojan las mismas conclusiones,
aumentando el riesgo en aquellos sistemas de
escasa profundidad (0.15 m) situacién muy fre-
cuente en las lagunas bonaerenses (Giesy et al.,
2000). Hernando et al., (1989) realizaron estu-
dios acerca de los efectos del Round-up sobre
la fotosintesis de cloroplastos aislados expues-
tos a concentraciones mayores e iguales a 55 mg
Round-up/l, encontrando una mayor inhibicién
del fotosistema II respecto del fotosistema 1. Los
autores concluyen que esta mayor inhibicién es
debida al surfactante polioxietilenamina (POEA)
presente en el formulado, como fue indicado en
materiales y métodos. Estudios realizados acer-
ca de la toxicidad del principio activo y el sur-
factante POEA en forma independiente arrojaron
indices de toxicidad de 120-140 mg Glifosato/l
y de 0.65-7.4 mg POEA/I, respectivamente, in-
dicando la mayor toxicidad de este dltimo (US
EPA, 1993). Los efectos producidos por el for-
mulado comercial corresponderian a un efecto
sinérgico ocasionado por las propiedades herbici-
das del principio activo y por los efectos adversos
que ocasionarian los surfactantes.

En las evaluaciones de riesgo realizadas con
el formulado comercial Round-up(®), se ha con-
siderado que de acuerdo a sus propiedades y a
las tasas y forma de aplicacién en las practicas
agricolas, la CEE (concentracion esperada en el
ambiente) se hallarfa entre 1.7 y 2.88 mg Gli/I
(WHO, 1994; Peterson et al., 1994; Giesy et al.,
2000) dependiendo de la profundidad de los sis-
temas acuaticos. La comparacién entre estas con-
centraciones ambientales de herbicida y los indi-
ces de toxicidad estimados, sugiere que se ejer-
cerian acciones adversas a largo plazo sobre los
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componentes algales en el rango de aplicacion re-
comendado para este compuesto.
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