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Resumen

Nuestro pais es uno de los lideres mundiales en el uso de cultivos genéticamente
modificados en la agricultura, con 24,5 millones de hectareas sembradas con cultivos con
diferentes combinaciones de tolerancia a herbicidas y resistencia a insectos. Cultivos como
sojay maiz con tolerancia al glifosato (GP), estan ampliamente distribuidos en nuestra region,
con la repetida incorporacion del herbicida al suelo. En los udltimos afios ha comenzado a
tener mayor importancia la acumulacién de GP en ambientes naturales (tanto agua como
suelo) y sus potenciales riesgos toxicoldgicos sobre animales, humanos y medio ambiente.
El metabolismo microbiano ha tomado gran importancia en la degradacién de los herbicidas,
siendo los hongos filamentosos, una importante herramienta en la biorremediacién de estos
compuestos toxicos. El género Aspergillus, propuesto como agente de biorremediacion, es
capaz de utilizar el GP como fuente de carbono, fésforo y nitrégeno para su crecimiento. En
este trabajo se planteé la siguiente hipétesis: la cepa de Aspergillus oryzae AM; no
toxicogénica aislada de suelo destinado al cultivo de soja y maiz tolera y degrada el herbicida
GP bajo condiciones in vitro y en microcosmos. Los objetivos especificos desarrollados
fueron: a) Evaluar in vitro la capacidad de degradar diferentes dosis de GP por la cepa
Aspergillus oryzae AM: no toxicogénica, b) determinar en ensayos en microcosmos, la
evolucion de la micobiota nativa del suelo a través del tiempo en presencia de diferentes
dosis de GP, c) evaluar la tolerancia al GP de la cepa A. oryzae AM; en interaccién con la
micobiota nativa de suelo en ensayos en microcosmos. Los resultados obtenidos mostraron
gue en los ensayos de remocion de GP in vitro la cepa de A. oryzae fue capaz de remover la
concentracion de GP mas alta ensayada (10 mM) en condiciones de actividad de agua (aw)
Optimas para el crecimiento (0,99 y 0,98), mientras que a 0,95, no se observé remocién en
ninguna de las dosis del herbicida. Los géneros mas frecuentemente aislados de suelos
expuestos a GP fueron Aspergillus sp., Penicillium sp., Fusarium sp., Mucor sp. y
Trichoderma sp. Los recuentos de los géneros Aspergillus sp., Penicillium sp. y Fusarium sp.
no se vieron afectados significativamente por las dosis del herbicida ensayadas, mientras
que los recuentos de Trichoderma sp. fueron superiores en la condicién control y los de Mucor
sp., en presencia de la concentracion de GP mas alta. El recuento de la cepa de A. oryzae
AMz, no se vio afectado por las dosis de GP ensayadas y, ademas, se observo que esta cepa
fue capaz de mantenerse viable a lo largo de todo el periodo de incubacién en presencia de
la micobiota nativa del suelo. Los resultados obtenidos sugieren que la cepa A. oryzae AM;
presenta potencial para ser aplicada al suelo como posible agente de biorremediacion, debido

a su capacidad de tolerar y degradar el herbicida.



Este trabajo se realizdé en el marco de una beca de ayudantia de Investigacién de la
Secretaria de Ciencia y Técnica-UNRC, con el titulo: "Tolerancia y degradacion del plaguicida
glifosato por cepas fungicas aisladas de suelos agricolas". Res N° 443/16, Periodo 01/04/16
al 31/03/17. Renovacion hasta 31/03/2018. Directora: Dra. Carina Magnoli, Co-directora: Mic.
Cecilia Carranza.

Agradecimientos

A mis papas, gracias por todo el esfuerzo que hacen todos los dias para poder estar hoy
en esta etapa. Por todo su trabajo para que nunca me falte nada y poder dedicarme
enteramente al estudio, por el apoyo y contencion en cada instancia de la carrera, por
inculcarme tantas ensefianzas y valores a lo largo de mi vida y acompafiarme de la manera
que lo hacen siempre, ojala algun dia llegue a ser todo lo que significan ustedes para mi.
También a mi hermano, que a pesar de la distancia siempre esta presente y acompafiandome

mas que nunca.

A mis segundos papas, mis abuelos, los que me miman desde siempre. Gracias a los
cuatro por cuidarme tanto. A mi abuela Julia y mi abuelo Pichén, que me acompafian dia a
dia, que con toda su ayuda hicieron que yo esté aca hoy, y que a mis papas les sea un poco
mas facil darnos esta gran oportunidad. Gracias por todo su carifio y su amor, por hacerme
sentir tan feliz en cada momento que comparto con ustedes. A mi abuela Lucy y mi abuelo
Nino, que a pesar de no tenerlos fisicamente sé que siempre estan al lado mio
acompafidndome en cada paso de mi vida. En especial a vos, mi abuela, que te me fuiste
cuando comenzaba esto, que pudiste compartir algunos momentos conmigo, que te ponias
tan feliz por mis logros, sé que estarias muy orgullosa en este momento. jGracias y gracias

a los cuatro! Los amo.

Al resto de mi familia, mis tios y primos, que me brindan siempre su mejor apoyo y carifio,
especialmente a mis tios Silvana y Daniel, que me cuidaron y ayudaron tanto estos afios,
abriéndome siempre las puertas de su casa en todo momento, haciendo que esta nueva

etapa que comenzaba sea mas facil de transitar.

A los grandes amigos que me regalo la universidad, mis cuatro pollos, Karmen, Sofi, Lu y
Dari. Gracias por haber hecho de estos afios los mejores, por tantas risas, pasadas de largo,
(salvo ya sabemos quién), por haber compartido tantas horas de “estudio” siempre con
comida y largos descansos de por medio, por tantas juntadas a comer hasta no dar mas

salvo, el Dari que todavia debe estar comiendo (me hicieron cocinar tanto estos afios).



Hicieron que los momentos que parecian mas dificiles, tantos parciales, tantos finales, pasen
mucho mas faciles porque siempre habia algo para reir. Espero que sigan siempre como las
buenas personas que son, y que sigamos compartiendo esta gran amistad para toda la vida.
iSalud y chchchchchche hasta que me deje de deshidratar del hambre!

A mis amigos de siempre, los que nos conocemos de chicos y no tan chicos, Mila, Santi,
Pini, Orne, Jose, Ana, Manzo, Gwen, Fer, Fede, que a pesar de la distancia y de que los
tiempos juntos sean menos, sigamos teniendo esa amistad de siempre y compartiendo tantos
momentos juntos. Gracias por el apoyo de todos estos afios y por compartir este momento

tan importante conmigo.

Agradecer también a Ceci, Carla, Nico y Cari, por la paciencia que tuvieron al ensefiarme
todo lo que aprendi estos afios. Por brindarme tiempo de su trabajo para sentirme seguro y
confiado con el hermoso trabajo realizado que hoy termina. Gracias por trasmitirme su

conocimiento y ser un excelente grupo.

A la Universidad Nacional de Rio Cuarto, por el espacio brindado para formarme y crecer

tanto profesional como personalmente.



indice

(Lo 14 oY o [T Y od o o] o IO TP PPUPPP TP 1
[-1. Produccion agricola €n ArgeNtiNa .........cciieeeeiiieiiiiie e ee e e e e e e e e e aaaeas 1
[.2. Cultivos genéticamente MOodifiCaTOS ...........uuviiiiiiiiiiiiiii e 2

[.2.1. GENEIAAUES ... e 2
[.2.2. Cultivos genéticamente modificados en Argentina ............c.eeveeeeeeeiniiiiiiiiinieeeeeees 2
[-3. Resistencia a PIagUICIAAS ........coeeiiieiiiieii e e e e e e e e aa s 5
[-3.1. GENETAldAUES ......ceeiiiiiiiiiiieeeeee e 5
[-3.2. Cultivos resistentes a plaguiCidas.............ceiiieeeiiiiiiiiiiies e 5
I-3.3. Cultivos principales y plaguicidas mas usados en Argentina............cccccvvvvvvvevennen.. 6
[-4. GIIFOSALO ...eeeeeieiit ettt ettt e e e et e e e 6
[-4.1. GENEIANUAAES .......coi it e e a e e e e e 6
[-4.2. MECANISMO T GCCION......ueiiiiieiiiiitiee ettt e e e e e e et e e e e e e e s e eeeaaeeeaaanes 7
[-4.3. Efectos del glifOSato ..........couiiiiiiii i 9
[-4.3.1. En el medio amMBDIENTE ..........uuiiiiiiiiiiiiiii e 9
[-4.3.2. EN LA SAIU ...t 9
[-4.3.3. En los microorganismos del SUEIO. ...........uuuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieieee 10
I-4.4. Comportamiento del glifosato en el SUEIO............cuvieiiiiiiiiii e, 11
0 g |V o Y71 = T 11

N N B =T | - To F= T (o [ POOOPSRP 12
I-4.4.2.1. Biodegradacion por la micobiota nativa de suelos agricolas.................... 13

[-5. GENEIO ASPEIGIIIUS ...ceeiiieiiiiieee ettt e e e e e e e e e e e eeaaeas 14
[-5.1. GENEIAlTAAES .......ooiiieieeeeee et e e a e e 14
I-5.2. Taxonomia e identificacion del género Aspergillus............c.eeevvieeiiiiiiiiiiiiiieeeenie 15
1-5.3. Aspergillus SECCION FIAVi .........coiiiiiiiice e 17

1R o T o0} (=TT £ PSRRI 20

[l- ODJEUIVOS ..ttt 20
[11-1. ODJELIVO GENEIAL. ... uuiiiiiiiiiiiit bbb 20
1B @] o] = 1Y TSR TSy o LY o oo 20

Y Y = L= = =SSP 21
IV-1. MEdIOS € CUITIVO.......eeeiiiiie e e s e e e e e e ettt e e e e e e e e eaanen s 21
[V-2. SOIUCIONES. ...ttt 21

RV Y, 11 o To o] Fo Y | - VPP 23

V-1. Evaluacioén de la capacidad de remocion de glifosato in vitro por Aspergillus
OFYZAC AL it e e 23



V-1.1. Determinacion de la concentracion de glifosato residual y la presencia de

su principal metabolito de degradacion (AMPA) en el medio de cultivo. ...............cc....... 23
V-2. Evaluacioén de la tolerancia a glifosato por la cepa Aspergillus oryzae (AMy)
en presencia de la micobiota NAatIVA ... 24
V-2.1. Preparacion de l0S MICrOCOSIMOS ........uuuuiiiiieeiiiiiiiiiie e e e e et e e e e e e 24
V-2.2. Inoculacion de [0S MICTOCOSIMOS ......ccoeeeeieieeeee et 25
V-2.3. Aislamiento, recuento e identificacion fungica..............cccevvvviiiiii e, 25
V-3. Andlisis estadiStiCO de 10S dAtOS.........uuuuururrriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieereeeeereeaeerarareeeneanneannne 26
VI-RESUItAAOS Y AISCUSION ...eeiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e e et e e e e e e e e naeneees 28
VI-1. Evaluacién de la remocion in vitro de diferentes dosis de glifosato por la cepa
F N 01 V7= T N 1Y RS 28
VI-2. Evaluacion de la tolerancia a glifosato de la micobiota nativa en ensayos en
MICrocosmMOos de SUEl0 agriCola............uuvuiiiiii i e 36
VI-2.1. Evaluacion de la tolerancia a glifosato por la cepa A. oryzae AM; en
presencia de la micobiota NatiVa. ... 54
V- CONCIUSIONES .. 61
V1R =1l oY [Te Yo = L= PSP PPPPPR PP 62

AV G N A1) (o =] =0 1] oo PP TSTPT 72



Introduccioén

|- Introduccién

I-1. Produccién agricola en Argentina

En Argentina, el area total de tierra sembrada durante la campafia 2016/2017 alcanzé los
39 millones de hectéreas, distribuidas en tres grandes grupos de cultivos: cereales,
principalmente maiz, trigo, avena, cebada y sorgo; oleaginosas, siendo los mas cultivados la
soja y el girasol; y otros cultivos de menor magnitud, pero con gran importancia como el
algodon y el mani (Ministerio de Agroindustria, 2017).

La produccién de soja es una de las principales fuentes econémicas del pais, alcanzando
en la campafia 2016/2017, una superficie sembrada de 19,2 millones de hectéreas, siendo
las principales areas productoras las provincias de Coérdoba, Santa Fe y el norte de Buenos
Aires, junto con las zonas secundarias de las provincias de Salta, Tucuman y Santiago del
Estero (Bolsa de Cereales, 2017). Para la campafia actual, se estima una produccion de 56,5
millones de toneladas, ubicando al pais, como tercer productor mundial, después de Estados
Unidos y Brasil (INTA, 2017). Ademas del grano, Argentina se ubica como primer exportador
mundial de aceite y harina de soja y primer productor mundial de biodiesel en base al aceite
de soja, obteniendo asi una mayor expansion en el mercado internacional y gran relevancia
econdmica que se mantiene en aumento durante los afios (Bolsa de Comercio de Rosario,
2016).

En cuanto a la produccion de maiz, se espera alcanzar para la campafia actual las 37
millones de toneladas, el segundo gran aporte econdémico para el pais. La superficie de
siembra esperada alcanzar durante la campafia actual es de 4,9 millones de hectéreas,
distribuidas en las principales areas productoras en las provincias de Cérdoba, Santa Fe,
Buenos Aires y Entre Rios, junto con otras areas secundarias como lo son parte de las
provincias de Jujuy, Salta, Tucuman y Formosa. Para este cereal, Argentina es el segundo
exportador a nivel mundial después de los Estados Unidos (Bolsa de Cereales, 2017).

En la produccién de mani, Argentina es uno de los principales exportadores junto a China
y Estados Unidos, ocupando el primer lugar en la exportacién de mani de primera calidad o
mani confiteria. La superficie sembrada en el pais, ocupa aproximadamente 300.000
hectéreas, esperando alcanzar en la campafa actual 1,1 millones de toneladas producidas.
El 90% de las tierras de cultivo de mani se ubican en el sur de la provincia de Coérdoba, junto

con San Luis, La Pampa y Salta (Olega, 2017).



Introduccioén

I.2. Cultivos genéticamente modificados

[.2.1. Generalidades

Se entiende por cultivos genéticamente modificados (GM) a aquellas plantas cuyos genes
fueron modificados mediante ingenieria genética. La modificacion introducida le otorga
nuevas caracteristicas beneficiosas como: resistencia a enfermedades, virus, bacterias,
hongos, plagas, tolerancia a herbicidas y a situaciones de estrés como pueden ser sequias,
heladas y altas temperaturas. Ademas, puede contribuir a cambiar los rasgos nutricionales
de frutos o semillas, por ejemplo, aumentar el contenido de vitaminas, la proporcién de acidos
grasos o aceites saludables. Esto se logra mediante la introducciéon de uno o mas genes
nuevos o mediante la modificacion de uno preexistente, propio de la planta, teniendo esa
modificacion la capacidad de ser heredable, es decir, de transmitirse a la descendencia
(Esperbent, 2016).

[.2.2. Cultivos genéticamente modificados en Argentina

Argentina es uno de los paises lideres a nivel mundial en el uso de cultivos GM en la
agricultura. Actualmente se cultivan unas 24,5 millones de hectareas de estos cultivos con
distintas combinaciones de tolerancia a herbicida y resistencia a insectos (Figura 1). La
incorporacién de estas tecnologias comenz6 en la década del 90 y ha continuado hasta el
presente, donde Argentina se mantiene como el tercer productor mundial, detrds de EEUU y

Brasil en cuanto a su uso (James, 2015).
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Figura 1. Evolucién de la superficie sembrada con cultivos GM en Argentina (en millones de hectareas)
(ArgenBio, 2016).

En Argentina, los Unicos cultivos transgénicos autorizados, hasta el momento, son el maiz,
el algodon y la soja. Los mismos han sido modificados con diferentes caracteristicas, las

cuales se detallan en la tabla 1.
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Tabla 1. Cultivos transgénicos autorizados en Argentina (ArgenBio, 2016).

Cultivo Caracteristica introducida

Tolerancia al herbicida glifosato

Tolerancia al herbicida glufosinato de amonio

Soja
Resistencia a insectos lepidopteros y tolerancia a glifosato

Tolerancia a herbicidas imidazolinonas

Resistencia a insectos lepidopteros

Resistencia a insectos coledpteros

Tolerancia a glifosato

Tolerancia a glufosinato de amonio

Tolerancia a glufosinato de amonio y

resistencia a lepidépteros

Tolerancia a glifosato y resistencia a coledpteros

Tolerancia a glifosato y resistencia a

Maiz lepidopteros, acumulados por cruzamiento

Tolerancia a glifosato y resistencia a
lepidopteros y coledpteros

Resistencia a Lepidopteros y tolerancia
a los herbicidas glifosato y glufosinato de amonio, acumulados

por cruzamiento

Resistencia a coledpteros y lepiddpteros, y tolerancia a

glifosato y glufosinato de amonio

Tolerancia a glifosato y a herbicidas inhibidores de la Aceto

Lactato Sintetasa

Resistencia a lepidépteros

Algodon Tolerancia a glifosato

Resistencia a lepidépteros y tolerancia a glifosato
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I-3. Resistencia a plaguicidas

[-3.1. Generalidades

Se entiende por plaguicida o pesticida a cualquier sustancia o mezcla de sustancias
destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de
enfermedades humanas o de los animales, las especies de plantas o animales indeseables
gue causan perjuicio o que interfieren de cualquier otra forma en la produccion, elaboracion,
almacenamiento, transporte o comercializacion de alimentos, productos agricolas, madera y
productos de madera o alimentos para animales. También contempla a aquellas sustancias
que pueden administrarse a los animales para combatir insectos, aracnidos u otras plagas

en o sobre sus cuerpos (FAO, 2006).

[-3.2. Cultivos resistentes a plaguicidas

La obtencién de plantas cultivadas con tolerancia a plaguicidas se basa en la introduccion
de genes en la planta que degradan e inactivan al plaguicida o genes que codifican una
version insensible de la proteina de la planta que es el blanco de accién del plaguicida. Por
ejemplo, la tolerancia al herbicida fosfinotricina (Basta®) se basa en el primer principio
mencionado y la resistencia al herbicida glifosato (Roundup®) responde a la segunda
estrategia (Olmedo, 1998).

El uso de cultivos resistentes permitié obtener varios beneficios, ya que el crecimiento de
las malezas disminuye drasticamente el rendimiento y la calidad de los cultivos. Ademas, con
estos cultivos se pueden emplear métodos de labranza mas conservacionistas, como la
siembra directa, que ayuda a la conservacion del suelo y a la humedad, simplifica el manejo
y reduce los costos de produccién. Junto con esto, se ha logrado reemplazar plaguicidas con
un perfil ambiental desfavorable por otras formulaciones quimicas mas saludables (ArgenBio,
2016).

Contrariamente, existen ciertos riesgos en el uso de este tipo de cultivos. El flujo de genes
de un cultivo a otro o0 a especies emparentadas es una via para el desarrollo de poblaciones
de malezas resistentes en el campo. Una vez que el gen de resistencia es transferido
naturalmente a malezas vinculadas al ambiente del cultivo, pueden crecer facilmente libres
de competencia esparciéndose rapidamente por el area del cultivo. Ademas, la aplicacién de
dosis superiores a las recomendadas o repetidas durante el desarrollo del cultivo con el fin
de evitar el crecimiento de malezas, favorece la aparicion de la resistencia; junto con efectos
adversos inmediatos y a largo plazo para la salud humana, el ambiente y la economia de los

agricultores (Madsen y Streibig, 2004).
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[-3.3. Cultivos principales y plaguicidas méas usados en Argentina

En nuestro pais, ciertos plaguicidas, tales como clorpirifos, glifosato y diclosulam son de
vital importancia durante el desarrollo del cultivo de soja y mani, incorporandose en forma
continua en el medio ambiente del suelo destinado al cultivo de estas oleaginosas. En el
cultivo de maiz los plaguicidas méas usados son glifosato, acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D) y atrazina (INTA, 2015).

El uso de glifosato es especialmente indicado para el control de las malezas presentes en
el rastrojo del cultivo anterior, antes o inmediatamente después de la implementacion de la
siembra directa. Se recomienda esperar 2 a 3 dias después de la cosecha para que las
malezas recuperen la capacidad de absorber el herbicida y luego aplicar 2 a 4 L/ha del
herbicida (Monsanto, 2015).

I-4. Glifosato

[-4.1. Generalidades

El glifosato (GP) es un herbicida de amplio espectro, no selectivo y post-emergente, cuya
férmula empirica es CsHsNOsP (N-fosfonometilglicina), correspondiente a un acido organico
débil formado por una molécula de glicina y otra de fosfonometilo (Figura 2). Su forma fisica
es un polvo cristalino, blanco, inodoro, comercializado como principio activo de varias
formulaciones comerciales, entre ellas, las mas conocidas es el Roundup® de la compaiiia
Monsanto (Burger y Fernandez, 2004). Pertenece al grupo de los organofosforados y se

caracteriza por la presencia de una union covalente y estable entre carbono y fésforo (C-P).
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Figura 2: Estructura tridimensional (a) y quimica (b) del glifosato (CONICET, 2009; Monsanto, 2015)

[-4.2. Mecanismo de accioén

El mecanismo de accion del GP consiste en inhibir la sintesis de metabolitos esenciales
en diferentes tipos de malezas como: Pennisetum alopecuroides (cola de zorro), Amaranthus
quitensis (yuyo colorado), Datura ferox (chamico), Sorghum halepense (sorgo de Alepo),
Cynodon dactylon (gramén), entre otras (Monsanto, 2015). Su accién es a través de la
inhibicién de la enzima 5-enolpiruvil shikimato 3-fosfato sintetasa (EPSPS). La EPSPS es
codificada por el nucleo celular y transportada al cloroplasto a través de un péptido de
transporte, y es en el cloroplasto donde participa de la ruta metabdlica del acido shikimico.
Esta enzima esta asociada a la sintesis de tres aminoacidos esenciales aromaticos:
fenilalanina, tirosina y triptéfano (Figura 3). Ademas, esta via esta relacionada a la sintesis
de compuestos aromaticos como ligninas, alcaloides, flavonoides, acidos benzoicos y
hormonas vegetales, puesto que los aminoacidos sintetizados son precursores de estos
compuestos secundarios. El GP se transporta simplasticamente hacia los meristemas de la
planta en crecimiento y, al actuar como inhibidor competitivo de la EPSPS, resulta en la
acumulacién de shikimato y en el bloqueo de la sintesis de los aminoacidos aromaticos

(Pérez-Jones y col., 2007).
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Figura 3. Mecanismo de accion del glifosato (Pérez-Jones y col., 2007)

El caracter sistémico del GP permite que el producto, luego de ser absorbido por el follaje,
se distribuya a la planta entera a través de los tallos y raices. Es particularmente efectivo
porque la mayoria de las plantas lo metabolizan muy lentamente o no lo degradan, lo que
explica su accién no-selectiva. Finalmente, el herbicida se acumula preferentemente en los
tejidos metabdlicamente activos como son los tejidos meristematicos. Los sintomas consisten
en la pérdida de pigmentacion de la planta, necrosis y muerte en dias o semanas (Borjesson
y col., 2008). Sin embargo, se han detectado residuos de GP y acido aminometilfos fonico
(AMPA), principal metabolito de degradacion del GP, en cultivos celulares de soja, en plantas
y frutos de frutilla y de arboles forestales (Prata y col., 2003).

La resistencia de algunos cultivos a este herbicida se debe, por ejemplo, en el caso de la
soja transgénica, a una integracion estable de un transgen de Agrobacterium sp. que codifica
la EPSPS resistente, manteniendo de esta manera niveles normales de aminoacidos
arométicos en la planta (Martinez y col., 2004).
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I-4.3. Efectos del glifosato

[-4.3.1. En el medio ambiente

El GP es rapidamente adsorbido a las particulas del suelo donde su actividad es limitada,
mientras que el GP libre es rapidamente degradado por los microorganismos (Giesy y col.,
2000; Dong-Mei y col., 2004). Este hecho practicamente eliminaria el riesgo de la presencia
de residuos que puedan afectar las siembras posteriores y la penetracién por las raices de
los cultivos ya establecidos con las dosis recomendadas. Sin embargo, la inactivacién de este
herbicida no es constante, debido a que se han observado dafios en algunas especies de
plantas producidos por su actividad residual. Uno de los principales problemas son los
residuos remanentes de herbicidas que se acumulan, en particular luego de veranos secos,
debido a que la degradacion de los plaguicidas es mas lenta en estas condiciones, pudiendo
llegar a representar un riesgo de fitotoxicidad para los cultivos siguientes (Damalas y
Eleftherohorinos, 2011; Huber, 2012).

Otras investigaciones advierten de los efectos negativos causados por el GP en el medio
ambiente, comprendiendo, la reduccion de la biodiversidad en suelos cultivables, cambios en
la diversidad de malezas, asi como la seleccién de malezas resistentes y cambios en las
comunidades microbianas del suelo (EFSA, 2012). A pesar de los efectos analizados, el GP
tiene un bajo impacto ambiental por unidad de ingrediente activo respecto de la mayoria de
los herbicidas utilizados como fitosanitarios en los cultivos (Kovach y col., 2008).

[-4.3.2. En la salud

Las formulaciones comerciales que contienen GP varian en su concentracion, desde el
48% al 79% o mas de GP. En general son preparados acuosos obtenidos por la mezcla de
la sal isopropilamina (IPA) de GP, surfactantes, y otros compuestos minoritarios como
antiespumantes, colorantes, biocidas, iones inorganicos y reguladores de pH. La intoxicacion
en humanos con estos herbicidas no es debida sélo al principio activo, sino que depende de
la composicién y concentracion de los ingredientes de la mezcla. Es dificil separar la toxicidad
del GP de los demas productos del formulado y, a su vez, considerar cuanto contribuye cada
componente en la toxicidad total (Bradberry y col., 2004).

Como se mencioné antes, el GP inhibe una enzima que es esencial para el crecimiento
de las plantas, pero no se encuentra en los seres humanos ni animales. Por lo tanto, su riesgo
para la salud humana es relativamente bajo. Si analizamos las publicaciones sobre este
herbicida, vemos que la toxicidad atribuida a GP es un tema controvertido. Por un lado, la

Agencia de Proteccion Ambiental de los EE.UU (EPA), considera al GP con bajo potencial
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cancerigeno, debido a la falta de evidencia de causar enfermedad en seres humanos
(Monsanto, 2015; EPA, 2017). Igualmente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el
Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) en nuestro pais lo
consideran como un producto que no ofrece peligro para la salud (OMS, 2017; SENASA,
2017). Por otro lado, la Agencia internacional de Investigacion del Cancer (IARC) lo clasifica
en el grupo 2A (posible carcindgeno para humanos), debido a limitadas evidencias de una
asociacion con el cancer en seres humanos, pero con pruebas suficientes de asociacion con
el cancer en animales de experimentacion (IARC, 2017).

Otros investigadores sostienen que el GP produce efectos negativos en las personas. Se
ha encontrado evidencia de que el Roundup® debe ser considerado como un potencial
disruptor endécrino. Ademas, a dosis aun menores que las utilizadas en la agricultura, la
toxicidad en las células placentarias induce problemas en la reproduccién (Richard y col.,
2005). Asimismo, se informd que el GP puede alterar la expresiéon de genes humanos que se
hallan bajo control de los estrogenos (Hokanson y col., 2007). Investigaciones realizadas por
Garry y col., (2002) muestran un aumento del riesgo de defectos de nacimiento y de
anormalidades en el desarrollo en hijos de aplicadores de plaguicidas. En cuanto al potencial
carcinogénico del GP, estudios realizados en células humanas indicarian que puede alterar

la estructura del ADN en células de mamiferos (Lueken y col., 2004; Mladinic y col., 2009).

[-4.3.3. En los microorganismos del suelo

Muchos estudios han evaluado los efectos del GP tanto en las actividades microbianas
como en la agricultura. La mayoria de ellos no encuentran efectos significativos del herbicida
en la actividad y estructura de los microorganismos (Accinelli y col., 2005; Gomez y col.,
2009). Mientras que, otros informan un incremento en recuentos bacterianos y propagulos
fungicos (Ratcliff y col., 2006).

La capacidad del GP de adsorberse a las particulas del suelo y la movilidad a través de
sus diferentes capas contribuyen a su acumulacion en el suelo, modificando su disponibilidad
para los microorganismos (Veiga y col., 2001). Se han realizado diferentes investigaciones,
donde se puede observar que el GP produce diferentes efectos, ya sean positivos o
negativos, sobre la microbiota del suelo. Segun Haney y col. (2000) y Araujo y col. (2003)
inmediatamente después de la aplicacion del GP, se estimula la actividad microbiana
resultando en una degradacion rapida, aun en presencia de dosis altas aplicadas, sin afectar
adversamente la actividad microbiana. Las aplicaciones de este herbicida pueden
incrementar la mineralizacion neta, la nitrificacion y las pérdidas potenciales de nitratos

debido a la reduccion de la inmovilizacion del nitrégeno por los microorganismos,
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incrementando los riesgos de contaminacion de las aguas subterrdneas en suelos sometidos
a la agricultura (Busse y col., 2001).

Contrariamente, otros autores sostienen que el GP puede ser utilizado como Unica fuente
de carbono o fésforo, inhibiendo algunas poblaciones fungicas del suelo y estimulando el
crecimiento de otras, actuando asi como un agente de seleccion ambiental (Krzysko-Lupicka
y Sudol, 2008). Algunos autores sostienen que so6lo un numero limitado de especies de
bacterias y hongos son capaces de crecer cuando el GP es adicionado como Unica fuente de
fésforo en los medios de cultivo (Dick y Quinn, 1995).

Busse y col. (2001) observaron en sus investigaciones que las bacterias y los hongos
cultivables disminuyeron en nimero o se inhibieron cuando se aislaron del suelo en un medio
de cultivo sélido conteniendo GP. En este estudio se observé gue los hongos particularmente
son mas sensibles que las bacterias al herbicida. La toxicidad en los medios artificiales es
previsible por la naturaleza del GP, considerando que este compuesto puede tener actividad
antimicrobiana. Las discrepancias entre los estudios de laboratorio y de campo se explican
en parte por los diversos factores que influyen, tales como las concentraciones elevadas e
irreales de GP utilizadas en los medios de cultivo y ademas, por la disminucién de la
biodisponibilidad del mismo en el suelo debido a la adsorcion a las arcillas y a los 6xidos de
Fey Al

I-4.4. Comportamiento del glifosato en el suelo

[-4.4.1. Movilidad

Una vez en el suelo, hay diferentes procesos que determinan el destino final del GP:

- La formacién de complejos con los iones Ca?* y Mg?* presentes en el agua.

- La adsorcion en sedimentos o particulas suspendidas en el aguay el suelo.

- El ingreso en el metabolismo de las plantas.

- Su biodegradacion por microorganismos.

- El arrastre por escorrentia y la contaminacién de fuentes de agua superficiales.

La retencién del herbicida en el suelo es el principal proceso que regula su movilidad. El
GP posee una alta afinidad por las particulas del suelo (CONICET, 2009). Las diferentes
caracteristicas fisico-quimicas de los suelos juegan un rol esencial en su adsorcion. En
particular su pH y su tenor de Fe, Al, Ca, P,Os y materia orgénica (sobre todo en los suelos
pobres en 6xidos) (Zhou y col., 2004). Esta fuerte de adsorcion se opone a su degradacion,
gue es esencialmente de naturaleza biolégica y puede dar lugar a persistencias relativamente

largas. Sin embargo, ésta depende de la adsorcion pero también de las condiciones
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ambientales presentes (precipitaciones, temperatura, actividad microbiana, entre otros
factores) (Braja y Alfonso, 2005) (Figura 4).

Transporte por Deriv:

Volatilizacion H )
A Vo v ‘A Absorcion/Adsorcion

polvéaheo

Figura 4. Destinos de los plaguicidas en el medio ambiente (INTA, 2015)

I-4.4.2. Degradacion

El GP es degradado a AMPA por multiples microorganismos del suelo, a través de
diferentes mecanismos. Se han descripto en bacterias dos vias metabdlicas principales. En
la via dependiente de la actividad de la enzima GP Oxido-reductasa, AMPA y glioxilato son
los productos finales. La segunda via involucra la actividad de la enzima carbono-fosforo liasa
gue cataliza la escision de la molécula de GP en el enlace carbono-fésforo dando como
productos de reaccion fosfato inorganico y sarcosina (Figura 5). Algunos de los
microorganismos que poseen estas enzimas capaces de metabolizar al GP han permitido la
identificacion de los genes codificantes para las mismas, los cuales son actualmente
utilizados en la produccion de cultivos transgénicos (Pollegioni y col., 2011).

Estos procesos se realizan tanto bajo condiciones aerobias como anaerobias. Si bien el
AMPA es también degradado en suelo, su degradacién es, generalmente, mas lenta que la
del GP debido a que su adsorcién a particulas de suelo posiblemente es mas fuerte que con
el GP y/o por la menor posibilidad de penetrar las paredes celulares o las membranas de los
microorganismos del suelo (Sorensen y col., 2006; Zabaloy y col., 2012).
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Figura 5. Vias de degradacion del glifosato (Huang y col., 2016).

I-4.4.2.1. Biodegradacion por la micobiota nativa de suelos agricolas

Existen especies mejores adaptadas a la utilizacion del herbicida para su crecimiento,
condicionando su prevalencia respecto de otras. Los hongos dominantes aislados en suelos
agricolas expuestos a plaguicidas y su vegetacion, pertenecen a las especies de los géneros
Fusarium, Penicillium, Alternaria y Aspergillus, entre otros (Nesci y Etcheverry, 2002; Pitt y
Hocking, 2009; Carranza y col., 2016).

El GP puede conducir a la disrupcion de procesos energéticos, biosintesis o division
mitética de los hongos, pudiendo causar una inhibicién reversible de su actividad o una
alteracion irreversible de las funciones energéticas de la célula o destruccion de la estructura
celular. El micelio es la parte mas sensible a la accion de los compuestos quimicos, por otro
lado, las esporas y las clamidosporas son mas resistentes debido a su bajo contenido de
agua y su alto contenido en acidos grasos insaturados (Krzysko-Lupicka y Sudol, 2008).

Diferentes investigadores han observado que el GP residual presente en el suelo estimula
la respiracion microbiana y afecta los procesos de ciclacién de nutrientes, funcionando como
una fuente de fosforo para el crecimiento de hongos, como también una fuente de carbono y
nitrégeno facilmente disponible cuando se degrada en el suelo (Busse y col., 2001; Ratcliff y

col., 2006). Araujo y col. (2003) observaron que con la aplicacion de GP se obtienen mayores
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recuentos de hongos. EI GP puede influir directamente en el nidmero de hongos e
indirectamente, afectando su interaccién con otros microorganismos, indicando que podrian
utilizar el GP como fuente de nutrientes y energia. Otros estudios muestran que la adicion de
este componente puede inhibir el crecimiento de hongos micorriticos y como consecuencia,
puede estimular el crecimiento de hongos fitopatbgenos como Fusarium sp. en ciertos
cultivos (Krzysko-Lupicka y Sudol, 2008; Fernandez y col., 2009). Krzysko-Lupicka y Orlik
(1997) informaron que el GP disminuye el nimero total de cepas aisladas del suelo y favorece
el crecimiento de un ndimero limitado de especies fangicas cuando se utiliza como Unica
fuente de fésforo o de carbono. Seguln la capacidad que posean las cepas fungicas de utilizar
el herbicida como fuente de energia o nutriente condicionara su desarrollo y persistencia
sobre la micobiota acompafiante del suelo. Ademas se ha informado que las respuestas de
las especies flngicas individuales pueden variar dependiendo de su susceptibilidad al
herbicida. Por ejemplo, algunas expresan formas GP-sensibles de la EPSPS (Anderson y
Kolmer, 2005; Feng y col., 2005), inhibiendo su desarrollo; y otras son capaces de
metabolizar el herbicida mostrando un amplio crecimiento (Hanson y Fernandez, 2003;
Ratcliff y col., 2006). En hongos, se ha propuesto que las especies GP-tolerantes pueden
metabolizarlo, también como un analogo de aminoacidos, si son capaces de utilizar las

estructuras de fosfato o amina disponibles (Powell y Swanton, 2008).

I-5. Género Aspergillus

[-5.1. Generalidades

Las especies de Aspergillus, se consideran entre los organismos de mas amplia
distribucion cosmopolita, capaces de colonizar una gran variedad de substratos en los
diferentes nichos ecoldgicos del suelo; en general, son frecuentes en climas tropicales y
subtropicales pero disminuyen en los climas frios, mientras algunas especies son restringidas
a habitats especificos. Se consideran contaminantes comunes de varios substratos, en
especial alimentos, granos, suelos (salinos, cultivados, desérticos y de pastoreo), bosques
subtropicales deciduos y ambientes internos, entre otros (CAST, 2003; Pitt y Hocking, 2009).
Es uno de los géneros fungicos con mayor importancia econdmica en la biotecnologia
(enzimas, acidos orgénicos, metabolitos bioactivos), pero los miembros del género también
son frecuentemente informados como contaminantes transmitidos por los alimentos
(descomposicién de alimentos y contaminacién por micotoxinas), 0 como agentes causales
de micosis en humanos (aspergilosis pulmonar, otomicosis y queratitis) (Houbraken y
Samson, 2011, Pitt y Taylor, 2014).
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Algunas especies del género se informaron como productoras de enzimas de gran
importancia industrial, entre las que se pueden destacar, invertasas (en la elaboracion de
confites y edulcorantes artificiales), fitasas, celulasas y proteasas (utilizadas para la
degradacion de compuestos complejos para su uso en alimentos) muy utilizadas en la
industria alimenticia (Costa y col., 2010; Veana y col., 2011). Otros estudios evaluaron el rol
de Aspergillus niger como importante productor de &cido citrico, utilizado industrialmente
como conservante y antioxidante natural (Niu y col., 2015; Liy col., 2016). Las investigaciones
de los ultimos afios muestran el rol de las diferentes especies de Aspergillus en la industria y

biotecnologia, con creciente desarrollo en su uso (Torres y Osorio, 2012).
I-5.2. Taxonomia e identificacién del género Aspergillus

Segun recopilaciones bibliograficas recientes, el género Aspergillus se encuentra dividido
en 4 subgéneros, cada uno con una o0 mas secciones, y se consideran mas de 300 especies

(Peterson, 2008; Peterson y col., 2008; Varga y col., 2010; Houbraken y Samson, 2011,
Hubka y col., 2014; Houbraken y col., 2014) (Tabla 2).
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Tabla 2. Clasificacion del género Aspergillus (Houbraken y col., 2014)

Subgénero Seccién

Aspergillus Aspergillus
Restricti

Fumigati Fumigati
Cervini
Clavati
Nidulantes Nidulantes
Bispori
Usti
Sparci
Silvati
Ochraceorosei
Acni
Cremei

Circumdati Terrei
Flavi

Nigri
Circumdati
Candidi
Flavipedes

Aspergillus es un género filamentoso, sapréfito, perteneciente al filo Ascomycota. Su
micelio esta formado por hifas hialinas, septadas y puede tener reproduccion sexual, con
formacion de ascos dentro de ascosporas, y asexual, caracterizada por la produccién de hifas
especializadas, denominadas conidiéforos, sobre los que se encuentran las células
conididgenas que originaran las esporas asexuales o conidios. El conidiéforo caracteristico
de Aspergillus, aunque es una estructura unicelular, posee tres partes bien diferenciadas:
vesicula (extremo apical hinchado), estipe (seccion cilindrica situada debajo de la vesicula)
y célula pie (seccion final, a veces separada por un septo, que une el conidioéforo con el
micelio). Sobre la vesicula se disponen las células conidiégenas, las que habitualmente se
denominan fialides. En muchas especies, entre la vesicula y las fialides, se encuentran otro
tipo de células que reciben el nombre de métulas. Las cabezas conidiales que sdlo presentan
fidlides se denominan uniseriadas, y las que presentan tanto fialides como métulas toman el
nombre de biseriadas (Figura 6) (Abarca, 2000).
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Figura 6. Caracteristicas morfologicas consideradas para la clasificacion de las especies del género
Aspergillus (Abarca, 2000).

La taxonomia tradicional del género se basa principalmente en sus caracteres fenotipicos
y fisiolégicos, los cuales han aportado satisfactorias delimitaciones de las especies, sin
embargo, existen variaciones morfolégicas en varias secciones que han llevado a
controversias en sus esquemas taxonémicos. Aspergillus y sus teleomorfos han sido
investigados con métodos polifasicos (morfolégicos, fisioldgicos y moleculares) para
examinar la variabilidad entre sus especies (Samson y Pitt, 2000; Samson y col., 2006; 2014;
Samson y Varga, 2007). Las especies de Aspergillus se estudian mediante sus
caracteristicas macro y micromorfolégicas, junto a caracteres de crecimiento en diferentes
medios de cultivo, perfiles de extrolitos (micotoxinas) y técnicas moleculares, tales como;
secuencias ITS (ITS1-5.8S-1TS2), gen de calmodulina, B-tubulina y segunda subunidad
mayor de la ARN polimerasa Il (RPB2) (Geiser, 2004; Balajee y col., 2005; Pringle y col.,
2005; Varga y col., 2007; Samson y col., 2007; 2014).

I-5.3. Aspergillus seccién Flavi

Las especies pertenecientes al género Aspergillus, subgénero Circumdati y a la seccion
Flavi se encuentran distribuidas mundialmente y son comunmente aisladas a partir de suelos
agricolas (Saito y col., 1986; Klich 2002; Horn 2003; Nesciy col., 2006; Carranzay col., 2016).
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El mani, el maiz y la soja son ecosistemas de cultivos que a menudo son invadidos antes de
la cosecha por estas especies de Aspergillus tanto en regiones tropicales como subtropicales
(Klich 2002; Horn 2003). Se caracterizan por la ausencia de estructuras de reproduccion
sexual y por presentar cabezas aspergilares en tonos verdosos o amarillentos y esclerocios
oscuros a la madurez. Las especies més reconocidas son: A. flavus, A. parasiticus, A. tamarii,
A. pseudotamarii, A. caelatus, A. nomius, A. bombycis, A. oryzae y A. sojae, entre otras
(Peterson, 2000; Samson y col., 2010).

Muchas de las especies son productoras de aflatoxinas (AFs), potentes carcinégenos
naturales de preocupacion en la inocuidad de los alimentos, y de acido ciclopiazénico (ACP),
que es toxico para una variedad de animales y ha sido implicado en intoxicacion humana
(King y col., 2011). Sin embargo, las especies atoxicogénicas de Aspergillus seccién Flavi se
han propuesto como agentes de control biolégico, con el fin de prevenir la contaminacién por
AFs a través de la exclusion de las cepas toxicogénicas durante la infeccion (Pitt y Hocking
2006; Dorner 2010; Alaniz-Zanon y col., 2013). Ademas, estas especies atoxicogénicas se
evaluaron como posibles agentes de biorremediacion, por ejemplo, en procesos de
degradacion de GP acumulado en suelos agricolas; mostrando la capacidad de éstas cepas
de tolerar diferentes concentraciones de GP incluso bajo condiciones de estrés osmotico
(Carranza y col., 2014; 2016). Se observé también que la fase de latencia y la tasa de
crecimiento micelial de cepas de ésta seccién estan significativamente influenciadas por la
concentracion de GP, aw y sus interacciones. Resultados similares se informaron por
Barberis y col. (2013) con cepas de Aspergillus seccién Flavi toxigénicas. Estas cepas
mostraron el mismo patron de comportamiento en las diferentes condiciones ensayadas, la
fase de latencia disminuyd a medida que aumentd la concentracion de GP. Ademas se
observd que el herbicida influye significativamente en la velocidad de crecimiento. En
condiciones Optimas de aw, se observé un aumento significativo en la velocidad de
crecimiento con respecto al control en todas las cepas ensayadas (Barberis y col., 2013;
Carranzay col., 2014; 2016).

Ademas de la tolerancia al herbicida, varios trabajos informan el uso de GP como fuente
de carbono, fésforo o nitrégeno por estas especies de Aspergillus (Duke y col., 2012; Barberis
y col., 2013; Carranza y col., 2014, 2016). En un trabajo reciente (Carranza y col., 2017) se
evaluo el crecimiento de cepas de A. oryzae en medios sintéticos suplementados con GP
como fuente de carbono, fésforo y nitrégeno. Las cepas mostraron una velocidad de
crecimiento significativamente mayor al control en medios suplementados con GP como
Unica fuente de nitrdgeno. Mientras que en los medios con GP como Unica fuente de carbono
o fosforo la velocidad de crecimiento de las cepas fue similar 0 mas elevada respecto al

control.
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I-5.4. Aspergillus oryzae AM;

Aspergillus oryzae es una de las especies reconocidas dentro de la seccion Flavi, con
capacidad de degradar el herbicida glifosato. Una cepa en particular, denominada en este
trabajo como AM3, no productora de toxinas, es capaz de utilizar el herbicida como fuente de
fésforo para su desarrollo. Las principales caracteristicas de esta cepa aislada de suelo
destinado al cultivo de soja y maiz son: color verde seco, con escaso micelio vegetativo, con
reverso pdalido cuando es aislada en medio agar extracto de malta (MEA); colonias
belutinosas, color verde seco, micelio vegetativo central, surcadas, con abundantes
esclerocios, reverso palido, cuando se aisla en agar Czapek extracto de levadura (CYA).
Posee también conidios lisos y cabezas uniseriadas.

Considerando la capacidad de ésta cepa de Aspergillus seccién Flavi, aislada de suelo

agricola, de tolerar y utilizar GP en medios de cultivo se plantea la siguiente hipétesis:
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lI- Hipotesis

La cepa de Aspergillus oryzae AM; no toxicogeénica aislada de suelos destinados al cultivo de
soja 'y maiz tolera y degrada el herbicida glifosato bajo condiciones in vitro y en microcosmos.

lll- Objetivos

[1I-1. Objetivo general

Evaluar la capacidad de la cepa A. oryzae AM; no toxicogénica nativa de suelos agricolas de
tolerar y degradar diferentes dosis de glifosato usados habitualmente en suelos destinados a
cultivos agricolas.

[1I-2. Objetivos especificos

- Evaluar in vitro la capacidad de degradar diferentes dosis de glifosato por la cepa A. oryzae

AM; no toxicogénica.

- Determinar en ensayos en microcosmos, la evolucién de la micobiota nativa a través del

tiempo en presencia de diferentes dosis de glifosato.

- Evaluar la tolerancia al glifosato de la cepa A. oryzae AM: en microcosmos de suelo en

presencia de la micobiota nativa.
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IV- Materiales

IV-1. Medios de cultivo

-Agar dicloran-rosa de bengala-cloranfenicol (DRBC): peptona 5 g, glucosa 10 g, MgSO4 7H.0O
0,5 g, KH2PO4 1 g, soluciéon de dicloran 1 mL, solucion de rosa de bengala 1 mL, agar-agar

15 g, solucién de cloranfenicol 1 mL, agua destilada pH=7, 1000 mL.

- Agar extracto de malta (MEA): extracto de malta 20 g, peptona 5 g, glucosa 20 g, agar-agar
15 g, agua destilada pH=7, 1000 mL.

-Czapeck doc completo: sacarosa 30 g, NOsNa 3 g, SO4sMg.7H-0 0,5 g, CIK 0,5 g, PO4K;H 1
g, SO4Fe.7H20 0,01 g, agua destilada pH=7, 1000 mL.

IV-2. Soluciones

-Solucidn stock de rosa de bengala: 25 mg de rosa de bengala disueltos con 30 mL de etanol
al 95% y se llevo a 100 mL con agua destilada.

-Solucién stock de cloranfenicol: 250 mg de cloranfenicol disueltos en 100 mL de etanol al
95%.

-Solucién stock de dicloran: 200 mg de dicloran se llevaron a 100 mL con etanol.

-Solucion de glifosato: se prepard una solucion madre de concentracion 1 M. Se tomaron
11,32 g de glifosato comercial Roundap Ultramax® (cantidad de principio activo: 680 g/Kg) se
disolvid y se enras6 con agua destilada en 50 mL. A partir de ella se prepararon las diferentes

soluciones de trabajo de 1 mM, 5 mMy 10 mM.

- Solucion de 9-fluorenilmetil cloroformato (FMOC) (Sigma Aldrich): se pesé 0,06 g de FMOC

se llevd a 10 mL con acetonitrilo.

- Solucion de buffer borato de sodio: se mezclaron 25 ml de B,O;Na»10H,0 0,025 My 4,4 mL
de NaOH 0,1 N.
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- Solucién estdndar de GP, N-fosfonometilglicina (Sigma Aldrich): se preparé una solucion
madre de concentracion 200 ppm. Se tomaron 10 mg de GP en 50 ml de agua calidad HPLC.
A partir de ella se prepararon las diferentes soluciones de trabajo de 1.0, 1.3, 1.5y 3.0 ppm.

- Solucion estandar de acido aminometilfosfonico (AMPA) (Sigma Aldrich): se preparé una
soluciéon madre de concentracion 200 ppm. Se tomaron 10 mg de AMPA en 50 mL de agua
calidad HPLC. A patrtir de ella se prepararon las diferentes soluciones de trabajo de 1.0, 1.3,

1.5y 3.0 ppm.

- Solucién de buffer fosfato (KH2PO.): se pesaron 0,843 g de PO4H:K y se llevaron a 1000 mL

con agua calidad HPLC. Se ajusté a pH 2 con &cido ortofosférico.

- Solucion de agua peptonada: peptona 0,1 g en 100 mL de agua destilada.
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V- Metodologia

V-1. Evaluacién de la capacidad de remocion de glifosato in vitro por Aspergillus oryzae
AM;.

Se utilizé una cepa de A. oryzae (AM,), no productora de AFs y ACP, aislada en un estudio
previo de suelo destinado al cultivo de soja y maiz del sur de la provincia de Cdrdoba
(Carranza y col., 2014). Esta cepa fue seleccionada por poseer los mejores pardmetros de
crecimiento, es decir mayor velocidad de crecimiento y menor longitud de la fase de latencia,
en medios de cultivo suplementados con GP. La cepa fue previamente desarrollada en agar
extracto de malta (MEA) e incubada durante 7 dias a 25°C. Se prepararon Erlenmeyers de
250 mL con 100 mL de medio Czapeck doc, acondicionado a tres actividades acuosas (aw)
diferentes (0,99; 0,98 y 0,95) mediante la adicién de las cantidades correspondientes de
glicerol (Marin y col., 1996). Se sustituy6 la fuente de fésforo (K:HPO,) del medio de cultivo
por diferentes concentraciones de una solucion de GP para lograr en el medio una
concentracion final de 1, 5 y 10 mM; ademas se incluyeron los respectivos controles con la
formulacion normal del medio, sin el agregado del herbicida. Cada condicién se realizé por
triplicado.

A partir de un cultivo de la cepa A. oryzae (AM1) en MEA se obtuvieron tacos de micelio de
6 mm de didmetro, con los cuales se inocularon los Erlenmeyers, y se incubaron a 25°C en

agitacion constante (150 rpm) durante 15 dias.

V-1.1. Determinacidon de la concentracion de glifosato residual y la presencia de su

principal metabolito de degradacion (AMPA) en el medio de cultivo.

Del ensayo anterior se removieron alicuotas de 1 mL de medio de cultivo a las 2 horas
(control) y cada 2 dias durante los 15 dias de incubacion. Estos cultivos se centrifugaron a
13.000 rpm durante 20 minutos. para separar la biomasa fangica. Se recuperd el
sobrenadante para la deteccién y cuantificacion de GP y AMPA. Para lo cual, se realiz6 la
derivatizacion del GP y del AMPA pre-columna, segun el método propuesto Ibafiez y col.
(2005). La derivatizacion se llevé a cabo por el agregado de 60 pL de la solucion de buffer
borato de sodio (pH 9) y 60 pL de una solucién de 9-fluorenilmetil cloroformato (FMOC). Se
dejo reposar por 12 horas y se llevo a pH 2 mediante el agregado de HCI 6N.

Se utilizo para la cuantificaciéon de los analitos un equipo de HPLC de fase reversa con un
sistema de deteccion de fluorescencia (Waters e2695; Waters, Milford, MA, USA). Las
separaciones cromatograficas se desarrollaron en una columna de fase reversa C18 (150 x

4,6 mm i.d., tamano de particula 5 ym, Luna-Phenomenex, Torrance, CA) conectada a una
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precolumna Security Guard KJO-4282 (20 x 4,6 mm id., tamafio de particula 5 pm,
Phenomenex). La velocidad de flujo utilizada fue de 1 mL/minutos y se programoé un gradiente
con buffer fosfato pH 2 (bomba A) y acetonitrilo (bomba B). El programa comenz6 con el
solvente A al 70% por 10 minutos y luego se disminuyo al 5% dentro del siguiente minuto y
se mantuvo por 3 minutos. Seguido a esto el solvente A fue aumentando al 70% inicial por 1
minutos y se mantuvo hasta el final de la corrida cromatogréfica (20 minutos). El tiempo de
retencion fue de 6,3 minutos para el GP y de 8,4 minutos para el AMPA. El andlisis fue
realizado a una longitud de onda de excitacion de 266 nm y de emisién de 315 nm, el GP y el
AMPA fueron cuantificados correlacionando el &rea del pico de las muestras con el area de
los picos de las curvas estandares. El limite de deteccién del método analitico fue 1 ng/g de
muestra para ambos analitos.

La concentracion de GP y AMPA (mg/L) se graficé en funcién del tiempo (dias) para
calcular el porcentaje de remocién de cada condicién ensayada; y en las muestras que se
detecté AMPA, la cantidad producida.

La deteccion y cuantificacion de AMPA en el extracto se realizé también por técnicas mas
sensibles, HPLC MS/MS, en la estacién experimental INTA Balcarse a los fines de corroborar
la presencia de este metabolito de degradacion (Aparicio y col., 2013).

V-2. Evaluacion de la tolerancia a glifosato por la cepa Aspergillus oryzae (AM:) en

presencia de la micobiota nativa

V-2.1. Preparaciéon de los microcosmos

Se utiliz6 suelo obtenido de campos del sur de la provincia de Cérdoba destinados al cultivo
de soja y maiz con historial de exposicion a plaguicidas. Los mismos se tamizaron con una
malla (tamafio de poro: 2 mm) para eliminar restos vegetales y de piedras; y se esterilizaron
en estufa de aire forzado a 180°C por 2 hs. durante 3 dias.

Luego se prepararon microcosmos de suelo de 500 g en recipientes plasticos de 1 Kg de
capacidad y se acondicionaron con agua estéril a dos porcentajes de humedad (%) 30%
(estrés hidrico) y 70% (condicion 6ptima) (Bastos, 2008). Previamente se realizé con el mismo
suelo una experiencia para calcular la concentracion de agua que era necesaria agregar al
suelo para lograr los dos porcentajes requeridos en el ensayo.

Se adicion6 a cada recipiente plastico de 20 cm de altura y 15 cm de ancho, 500 g de
suelo. A cada microcosmo acondicionado previamente se adiciond la cantidad necesaria de
GP afin de obtener una concentracion final en los microcosmos de 10, 20 y 50 mg/Kg. A los

microcosmos controles se les agreg6 igual volumen de agua que el de solucién de herbicida
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correspondiente. Se homogeneizd cuidadosamente el contenido de cada recipiente para
permitir que se homogeneizara el herbicida en el suelo.

Las concentraciones empleadas representan niveles 10 veces mayores a los que pueden
estar presentes en suelos agricolas (10 mg/Kg) (Aparicio y col., 2013) y concentraciones que
se pueden encontrar en situaciones de derrames del herbicida (20 y 50 mg/Kg).

V-2.2. Inoculacién de los microcosmos

Como indculo se utilizd una solucion de esporas de la cepa A. oryzae AM; desarrollada
en MEA durante 7 dias a 25°C. La solucion se realiz6 cosechando las esporas de la cepa,
desarrollada en MEA, en un frasco conteniendo 800 mL de agua peptonada hasta lograr la
concentracion de 108 esporas/mL. El recuento de las esporas se realizd en camara de
Neubauer.

Se realizaron 8 tratamientos (suelos sin GP con y sin inocular, suelos con cada una de las
concentraciones de GP con y sin inocular). Se incub6 en condiciones de invernadero (18-
28°C) durante 60 dias y se tomaron muestras de cada microcosmo a los 0, 10, 20, 30, 40, 50
y 60 dias de incubacién para evaluar la evolucion en el tiempo de la micobiota y la cepa A.
oryzae AM; (Figura 7).

V-2.3. Aislamiento, recuento e identificacion fangica

De cada muestra, se realiz6 el aislamiento y recuento flingico total mediante el método de
diseminacion en superficie. Se homogeneizaron 10 g de suelo en 90 mL de solucién de agua
peptonada y se realizaron diluciones seriadas factor 10 (102, 102 y 10%). Se tomaron
alicuotas de 0,1 mL de cada dilucién y se sembraron en el medio de recuento general agar
dicloran rosa de bengala cloranfenicol (DRBC). Las placas se incubaron durante 7 dias a
25°C. Aquellas placas conteniendo entre 10 y 100 colonias fueron seleccionadas para realizar
el recuento fungico. Los resultados se expresaron en unidades formadoras de colonias por
gramo de suelo (UFC/g). El recuento fangico total, de cada género y de la cepa AM; inoculada
se expreso6 en logio UFC/g. La identificacion a nivel de género de las diferentes colonias
aisladas se realiz6 mediante la evaluacion de caracteres fenotipicos siguiendo los
correspondientes esquemas de identificacion propuestos por Pitt y Hocking (2009) y Samson
y col. (2010).
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Figura 7: Esquema de acondicionamiento, inoculacion e incubacién del ensayo in situ.
%mn: porcentaje de humedad. mg/Kg: concentraciones de GP adicionadas.

V-3. Andlisis estadistico de los datos

Los analisis de los datos se realizaron mediante el andlisis de la varianza. Los recuentos

de hongos se transformaron usando una funcién logaritmica logio (X). Los datos fueron

sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA) para obtener el efecto de un factor simple

(tiempo, %H y concentracion de GP), y su doble y triple interaccion. La prueba de Fisher (LSD)

fue utilizada para determinar las diferencias significativas entre las medias de los recuentos

de hongos en los ensayos en microcosmos Y los niveles de GP en los ensayos de remocion.

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software InfoStat, 2010p de la

Universidad Nacional de Cérdoba.
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VI-Resultados y Discusion

VI-1. Evaluacién de la remocién in vitro de diferentes dosis de glifosato por la cepa A.
oryzae AM;.

En el ensayo in vitro, se analiz6 la capacidad de la cepa AM; de remover el GP presente
en un medio de cultivo sintético como unica fuente de fésforo, acondicionado a diferentes aw.
La condicion acuosa del medio no afecto significativamente dicha capacidad (p>0,05). Por lo
tanto el analisis estadistico se realiz6 a las aw 0,99; 0,98 y 0,95 por separado, a fin de evaluar
el efecto de las diferentes dosis del herbicida y el tiempo de incubacién en la remocién del
GP.

Ala aw 0,99, la remocién de GP vari6 de acuerdo a la concentracion ensayada (Figura 8).
Con 1y 5 mM de herbicida, la concentracion residual de GP en el medio de cultivo se mantuvo
constante durante todo el periodo de incubacién; y no se observé una remocién significativa
del mismo. Por el contrario, con 10 mM de GP, durante los primeros dias de incubacién se
registrd una leve disminucion de la concentracion residual del herbicida en el medio de cultivo
pero no resultd estadisticamente significativa. Mientras que, a los 12 dias de incubacion se
observé que la cantidad de GP disminuyd significativamente respecto a los dias muestreados

anteriormente (p<0,05). El porcentaje de remocion alcanzado a los 12 dias se estim6 en 57%.
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Figura 8. Remocion de GP en medio de cultivo Czapeck doc acondicionado a la aw 0,99 y con el agregado de
diferentes concentraciones de GP (1, 5y 10 mM) como Unica fuente de fosforo durante 12 dias de incubacion.
Los valores con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,05) de acuerdo al test LSD.
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En la figura 9 se muestra el desarrollo de la cepa A. oryzae AM; en medio Czapeck doc
con el agregado de 1, 5y 10 mM de GP como Unica fuente de fosforo y acondicionado a la
aw 0,99.

Figura 9. Crecimiento de A. oryzae AMi1 en el medio Czapeck doc con 1 (A), 5 (B) y 10 (C) mM de GP
ala aw 0,99 a los 12 dias de incubacion.
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Al analizar los resultados de remocion a la aw 0,98, se observo que los niveles residuales
de GP disminuyeron de acuerdo a la concentracion del herbicida incorporado en el medio,
mostrando la misma tendencia descripta anteriormente para la mayor a, ensayada (Figura
10). Nuevamente, con 1y 5 mM de GP, la concentracion residual del herbicida en el medio
de cultivo se mantuvo constante durante todo el periodo de incubacion. Sin embargo, con 10
mM de GP, a partir de los 12 dias de incubacion, se observé que la cantidad de herbicida en
el medio disminuyé significativamente (p<0,05). EI mayor porcentaje de remocion alcanzado
(42%) se observé a los 16 dias.
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Figura 10. Remocion de GP en medio de cultivo Czapeck doc acondicionado a la aw 0,98 y con el agregado de
diferentes concentraciones de GP (1, 5 y 10 mM) como Unica fuente de fésforo durante 16 dias de incubacion.
Los valores con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,05) de acuerdo al test LSD.
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En la figura 11 se muestra el desarrollo de la cepa A. oryzae AM; en medio Czapeck doc
con el agregado de 1, 5y 10 mM de GP como Unica fuente de fosforo y acondicionado a la
aw 0,98.

Figura 11. Crecimiento de A. oryzae AM: en el medio Czapeck doc con 1 (A), 5 (B) y 10 (C) mM de
GP ala aw 0,98, a los 16 dias de incubacion.
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Al analizar los niveles de GP a la aw 0,95 se observo que, a diferencia de las aw 0,99 y
0,98, las concentraciones del herbicida no afectaron este pardmetro evaluado. La
concentracion residual de GP se mantuvo constante durante todo el periodo de incubacién a
las tres dosis del herbicida ensayadas (1, 5y 10 mM) (Figura 12), por lo tanto, no se observo

remocion del mismo durante todo el periodo de incubacion.
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Figura 12. Remocion de GP en medio de cultivo Czapeck doc acondicionados a la aw 0,95 y con el
agregado de diferentes concentraciones de GP (1, 5y 10 mM) como Unica fuente de fésforo durante
15 dias de incubacion.
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En la figura 13 se muestra el desarrollo de la cepa A. oryzae AM; en medio Czapeck doc

y con el agregado de 1, 5y 10 mM de GP como Unica fuente de fésforo y acondicionado a la

aw 0,95.

Figura 13. Crecimiento de A. oryzae AM: en el medio Czapeck doc con 1 (A), 5 (B) y 10 (C) mM de
GP ala aw de 0,95, a los 15 dias de incubacién.
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Los resultados de los ensayos de remocién de GP in vitro mostraron que la cepa de A.
oryzae AM; fue capaz de remover la concentracion de GP mas alta ensayada (10 mM) en
condiciones de aw 6ptimas para el crecimiento (0,99 y 0,98), logrando una remocién de 57 y
42%, respectivamente. En cambio, a la aw 0,95, no se observé remocién para ninguna de las
dosis del herbicida ensayadas. Se puedo observar también que con el agregado de la mayor
concentracion del herbicida (10 mM), independientemente de la disponibilidad de agua del
medio, se obtuvo un mayor desarrollo de la biomasa fungica. Esto indicaria que esta
concentracion de GP seria la 6ptima para ser utilizada como Unica fuente de fésforo y permitir
el mejor desarrollo de la cepa.

Con la metodologia ensayada no se logro detectar AMPA en ninguna de las condiciones
ensayadas. Los niveles de AMPA registrados por técnicas de HPLC MS/MS variaron entre
0,006 y 0,009 mM a los 15 dias de incubacion.

Varios trabajos han evaluado el uso de GP como fuente nutricional para el desarrollo
microbiano. Kryuchkova y col. (2014), evaluaron el uso de GP como fuente de fosforo, por
la cepa Enterobacter cloacae K7. Estos investigadores mostraron que la capacidad de
degradar el herbicida por la bacteria se debié a la presencia del sistema enzimético liasa C-
P, que rompe el enlace C-P para formar componentes no téxicos, tales como sarcosina y
ortofosfato. En ese estudio se ensayaron concentraciones de GP entre 0,5 y 5 mM,
observando que el mejor crecimiento se obtuvo con la mayor dosis evaluada. Ademas,
observaron una disminucion superior al 50% a los 5 dias de incubacion, sugiriendo que la
concentracion de GP en el medio era el factor limitante para el crecimiento de la cepa. En
ninguna de las muestras se detect6 AMPA, eliminando la posibilidad de degradacion de GP
mediante la ruptura del enlace C-N; sin embargo, si pudieron identificar glicina y sarcosina,
los cuales son los metabolitos que se forman luego de la degradacién del herbicida por medio
de la enzima C-P liasa. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el presente trabajo,
donde en las condiciones 6ptimas de aw, se observé que el porcentaje de remocién del
herbicida fue similar pero a concentracién mas elevada (10 mM) y durante mas dias de
incubacion.

Otros estudios realizados con diferentes especies fangicas también mostraron la
utilizacion de GP como un nutriente. Castro y col. (2007), evaluaron la degradacion de GP en
diferentes tratamientos, entre ellos, su uso como fuente de fosforo, por diferentes cepas de
Fusarium oxysporum y en asociacion con otras cepas fangicas en consorcios microbianos.
Estos autores no encontraron diferencias en la remocion del herbicida por las cepas de F.
oxysporum o el consorcio microbiano. Ademas, informaron que la degradacion de GP
comenz0 lentamente al inicio del experimento, probablemente porque el hongo requirié un
periodo de aclimatacion para metabolizar el herbicida. Se observo que la degradacion se hizo

mas eficiente después del décimo dia, en el que las tasas de reduccion por las cepas de
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Fusarium alcanzaron hasta el 40% después de 20 dias y un aumento de la biomasa durante
todo el ensayo. Estos autores no detectaron AMPA en ninguna de las muestras, indicando
probablemente la formacion de otros metabolitos durante el metabolismo del GP por las
cepas evaluadas. Estos resultados concuerdan parcialmente con el presente trabajo, ya que
también detectaron remocién de glifosato a altas concentraciones por las cepas estudiadas
pero sin detectar AMPA en ninguna de las muestras, ya que en nuestros estudios se
detectaron niveles por debajo del limite de cuantificacién. Sin embargo, el porcentaje de
remocion fue menor al encontrado en este trabajo, a pesar de que el periodo de incubacion
fue mayor.

Existe escasa informacion acerca de la capacidad de degradacién de GP por cepas de A.
oryzae. Wu y col. (2010) aislaron una cepa de A. oryzae a partir de lodo de un tanque de
aireacion de una fabrica de GP. La cepa fue capaz de degradar entre 82 a 86% del herbicida
presente en el medio (5 mM); estos porcentajes son superiores a los detectados en el
presente trabajo, donde los porcentajes de remocidén observados fueron superiores al 50%
con el doble de la dosis de GP (10 mM), lo cual enfatiza la capacidad de degradacion de la
cepa de A. oryzae utilizada. En otro estudio posterior, esta cepa de A. oryzae fue mutada con
luz UV a fin de lograr mayor eficiencia de degradacion en fermentacion estatica y, ademas,
se evaluo la accion de las enzimas necesarias para la degradacion del mismo (Fu y col.,
2016). Estos investigadores afirman que la concentracion de GP juega un papel importante
en el crecimiento y la produccién enzimatica de A. oryzae, observando que la produccion de
biomasa y enzimas aument6 gradualmente con el aumento de la dosis de GP de 3 a 9 mM,;
mientras que concentraciones superiores a estas tuvieron efectos negativos, con inhibicién y
muerte del microorganismo debido a la toxicidad del herbicida. Estos autores determinaron
qgue A. oryzae pudo crecer y utilizar como fuente de fésforo diferentes dosis de GP,
observando tanto un mayor crecimiento como también un aumento de las enzimas
necesarias para degradarlo. En el presente trabajo, es evidente que el herbicida fue
metabolizado como fuente de fésforo en el medio de cultivo. Ademas fue evidente el aumento
de biomasa fungica y la remocion del herbicida en el medio de cultivo, con el aumento de la
concentracion de fésforo desde 1 a 10 mM. En otro estudio mas reciente, Fu y col. (2017)
analizaron la via de degradacion del herbicida por A. oryzae. Estos autores observaron que
el GP es degradado a AMPA, el cual luego es transformado a metilamina y finalmente este
se degrada a otros compuestos. Ademas, determinaron que la conversion de GP a AMPA es
el paso limitante de la reaccion y de €l depende la velocidad en la que el GP es posteriormente
biodegradado.

Los niveles bajos de AMPA detectados en el presente trabajo, nos lleva a inducir que las
vias de degradacion que estaria utilizando la cepa serian la via dependiente de la actividad

de la enzima GP oOxido-reductasa o aquella que involucra la enzima glicina oxidasa, donde
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AMPA y glioxilato son los productos finales. Las vias de degradacién que dan AMPA como
metabolito intermedio son las principales vias de degradacion del herbicida informadas en
hongos (Battaglin y col., 2014; Bouchiat y col., 2015).

La no deteccién de AMPA con la metodologia desarrollada en este trabajo se puede
atribuir a que el glifosato comercial utilizado en los ensayos in vitro posee otros componentes

como adyuvantes que pueden enmascarar o atrapar el AMPA impidiendo su deteccién.

VI-2. Evaluacién de la tolerancia a glifosato de la micobiota nativa en ensayos en

microcosmos de suelo agricola

En la figura 14 se muestra el recuento fungico total de la micobiota nativa en los diferentes
periodos de muestreos aislada de los microcosmos acondicionados a 70 y 30 % y con el
agregado de distintas concentraciones de GP (10, 20 y 50 mg/Kg).

Al analizar el recuento, se determindé que ninguna de las interacciones entre los tres
factores analizados (%wn, GP y tiempo) influyeron significativamente en el recuento de la
micobiota nativa (p>0,05). Ademas, se observé que los factores GP y %n tampoco tuvieron
un efecto significativo. Sin embargo, el factor tiempo por mostré un efecto significativo sobre
la variable analizada. Los menores recuentos (4,18 y 4,21 logio UFC/g) se registraron a los
50 y 60 dias de incubacion, respectivamente, en comparaciéon al mayor recuento del dia 10
(4,67 logio UFC/g).
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Figura 14. Recuento flngico total (logio UFC/g) de la micobiota nativa aislada de suelos
acondicionados a 70 y 30 % sin (control) y con el agregado de diferentes concentraciones de GP
(10, 20 y 50 mg/Kg) en ensayos de microcosmos. El andlisis estadistico se realizé comparando los
valores de recuentos de los diferentes tratamientos en cada periodo de muestreo. Los valores con

letras distintas son significativamente diferentes (p<0,05) de acuerdo al test LSD.

37



Resultados y Discusion

En cada tiempo del muestreo se observé una gran diversidad fungica. Placas
representativas de la micobiota nativa en el medio DRBC presente en los microcosmos a los
10 y 50 dias de incubacion a ambos %4 se muestran en la figura 15.

Figura 15. Placas representativas de la micobiota total aislada en medio DRBC correspondientes a
los microcosmos a 30 %y a los 20 dias de incubacién con 10 mg/Kg de GP, dilucién 102 (A) y a 70
%n a los 50 dias de incubacién con 50 mg/Kg de GP, dilucién 102 (B).
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Al analizar la micobiota nativa de los microcosmos, los géneros fungicos mas
frecuentemente aislados fueron Aspergillus sp., Fusarium sp., Penicillium sp., Mucor sp. y
Trichoderma sp., tanto a 30 como a 70 %4. La concentracion de GP no influyo
significativamente en el recuento de éstos géneros fungicos (p>0,05) a ambos %y. Sin
embargo el %y ensayado influyé en el recuento de los géneros més aislados. A 70 %4, no se
observaron diferencias en el recuento de los géneros mas frecuentemente aislados. (Figura
16A). A 30 %, diferente a lo ocurrido anteriormente, los recuentos de Aspergillus sp. (3,47
logi0 UFC/g) y Penicillium sp. (3,11 logio UFC/g) fueron significativamente superiores al de los
géneros Fusarium sp. (1,51 logio UFC/g), Mucor sp. (1,31 logio UFC/g) y Trichoderma sp (1,37
logio UFC/g) a todas las concentraciones de GP (Figura 16B).
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Figura 16. Recuento de los géneros flingicos més frecuentemente aislados (logio UFC/g) de suelo
acondicionados a 70 y 30 %4 sin (control) y con diferentes concentraciones de GP (10, 20 y 50
mg/Kg) en ensayos de microcosmos. El analisis estadistico se realiz6 comparando los valores de
recuentos totales bajo los diferentes tratamientos a 30 %y (A) y a 70 %n (B). En la figura B, los
valores con letras a y b son significativamente diferentes (p<0,05) de acuerdo al test LSD.
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Al analizar cada género en particular, se observd que el recuento de Aspergillus sp.
(Figura 17) en los diferentes periodos de muestreo (Figura 18), nuevamente, cada uno de
los factores analizados por si solos (%w, GP y tiempo) y sus interacciones no influyeron
significativamente sobre el recuento (p>0,05). Es decir que el recuento de las especies de
Aspergillus sp., aisladas de los microcosmos a lo largo del periodo de incubacion, no se vio
afectado significativamente por los distintos tratamientos realizados. Los valores medios del
recuento oscilaron entre 2,47 y 3,76 logio UFC/g. Cabe destacar que las especies aisladas

de este género durante todo el ensayo, no pertenecieron a la seccion Flavi.

Figura 17. Imagen representativa del género Aspergillus sp. La parte A muestra colonias
pertenecientes al género aisladas en medio MEA. La parte B muestra la observacion microscépica
del mismo a 40x.
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Figura 18. Recuento de Aspergillus sp. (logio UFC/g) de suelos acondicionados a 70 y 30 % sin
(control) y con diferentes concentraciones de GP (10, 20 y 50 mg/Kg) en ensayos de microcosmos.
El andlisis estadistico se realizd6 comparando los valores de recuentos de los diferentes tratamientos

en cada periodo de muestreo.
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Al igual que para el género Aspergillus sp., el recuento del género Fusarium sp. (Figura
19) en los diferentes periodos de muestreo (Figura 20), no mostré que cada uno de los
factores analizados (%wn, GP y tiempo) por si solos y sus interacciones tuvieran efecto
significativo en el recuento de las especies de Fusarium sp. aisladas (p>0,05), Los valores
medios de los recuentos obtenidos para dicho género oscilaron entre 1,13y 2,80 log1o UFC/g.

Figura 19. Imagen representativa del género Fusarium sp. La parte A muestra colonias
pertenecientes al género aisladas en medio MEA. La parte B muestra la observacion microscépica
del mismo a 40x.
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Figura 20. Recuento de Fusarium sp. (logioc UFC/g) de suelos acondicionados a 70 y 30 %~ sin
(control) y con diferentes concentraciones de GP (10, 20 y 50 mg/Kg) en ensayos de microcosmos.
El andlisis estadistico se realiz6 comparando los valores de recuentos de los diferentes tratamientos

en cada periodo de muestreo.
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Los recuentos totales del género Penicillium sp. (Figura 21) en los diferentes periodos de
muestreo (Figura 22), mostraron que el mismo no se vio afectado significativamente por los
tres factores individuales estudiados (%w, GP y tiempo) ni por ninguna de sus interacciones
(p>0,05). Los valores medios de los recuentos obtenidos para este género fungico variaron
entre 1,88y 3,51 logio UFC/g.

Figura 21. Imagen representativa del género Penicillium sp. La parte A muestra colonias
pertenecientes al género aisladas en medio MEA. La parte B muestra la observacion microscépica
del mismo a 40x.
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Figura 22. Recuento de Penicillium sp. (logio UFC/g) de suelos acondicionados a 70 y 30 % sin
(control) y con diferentes concentraciones de GP (10, 20 y 50 mg/Kg) en ensayos de microcosmos. El
andlisis estadistico se realiz6 comparando los valores de recuentos totales de los diferentes
tratamientos en cada periodo de muestreo.
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Para el género Mucor sp. (Figura 23), el recuento en los diferentes periodos de muestreo
(Figura 24), sélo se vio influenciado por las diferentes concentraciones de GP (p<0,05). Los
demas factores estudiados (%w y tiempo) como las interacciones dobles o triples entre todos
los factores no tuvieron efecto significativo en el recuento de Mucor sp. No se encontraron
diferencias significativas entre el recuento observado en las muestras control y en el
registrado con 10 y 20 mg/Kg de GP (1,34 logioc UFC/g). Sin embargo con 50 mg/Kg de GP,
el recuento de Mucor sp. (3.26 logio UFC/g) fue significativamente mayor (p<0,05) al recuento
observado tanto en el tratamiento control como en los tratamientos con 10 y 20 mg/Kg de
GP. Los valores medios de los recuentos para Mucor sp. en los microcosmos variaron entre
1,10y 3,57 logi0 UFC/g.

Figura 23. Imagen representativa del género Mucor sp. La parte A muestra colonias
pertenecientes al género aisladas en medio MEA. La parte B muestra la observacion microscépica
del mismo a 40x.
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Figura 24. Recuento de Mucor sp. (logio UFC/g) de suelos acondicionados a 70 y 30 % sin (control)
y con diferentes concentraciones de GP (10, 20 y 50 mg/Kg) en ensayos de microcosmos. El analisis
estadistico se realizé comparando los valores de recuentos totales de los diferentes tratamientos para
cada periodo de muestreo. Los valores a y b indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) de acuerdo al test LSD.
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Al analizar los recuentos del género Trichoderma sp. (Figura 25) en los diferentes
periodos de muestreo (Figura 26), se determiné que sélo las distintas concentraciones de
GP influyeron significativamente en el recuento de Trichoderma sp. (p>0,05). Los demas
factores estudiados individuales (% y tiempo) ni ninguna de sus interacciones afectaron
significativamente el recuento de este género fungico. Para este Ultimo género analizado, los
valores medios de los recuentos oscilaron entre 1,05y 3,11 logio UFC/g.

Se observé que no hubo diferencias significativas entre el recuento de Trichoderma sp.
en el tratamiento control y el recuento registrado en los tratamientos con 10 y 20 mg/Kg de
GP. A su vez, no se encontraron diferencias significativas en los recuentos observados con
20 y 50 mg/Kg. El valor medio mas alto del recuento se obtuvo en la condicién control (2,58
logio UFC/g), mientras que el recuento de este género disminuyé significativamente con la
mas alta concentracion de GP ensayada (50 mg/Kg), obteniendo el menor recuento (0,71
logi0 UFC/Q).

Figura 25. Imagen representativa del género Trichoderma sp. La parte A muestra colonias
pertenecientes al género aislado en medio MEA. La parte B muestra la observacion microscopica del
mismo a 40x.
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Figura 26. Recuento de Trichoderma sp. (logio UFC/g) de suelos acondicionados a 70 y 30 % sin
(control) y con diferentes concentraciones de GP (10, 20 y 50 mg/Kg) en ensayos de microcosmos.
El analisis estadistico se realiz6 comparando los valores de recuento totales bajo los diferentes
tratamientos para cada periodo de muestreo. Los valores a y b indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) de acuerdo al test LSD.
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El andlisis de los datos de la micobiota, mostré que los géneros flngicos aislados con
mayor frecuencia a ambas %y fueron Aspergillus sp., Penicillium sp., Fusarium sp., Mucor
sp. y Trichoderma sp. A 70 %, Aspergillus sp. y Penicillium sp. se aislaron en alta frecuencia
en todas las concentraciones de GP ensayadas, mientras que a 30 %y, NO Se encontraron
diferencias significativas en los recuentos de los cinco géneros aislados. Estos resultados
coinciden parcialmente con los descriptos en varios trabajos previos donde se realizé el
aislamiento fungico de muestras de suelo agricola. Nesci y col. (2006), informaron una alta
frecuencia de aislamiento de los géneros Aspergillus sp., Penicillium sp., Fusarium sp. y
Trichoderma sp., seguidos por Cladosporium sp y Alternaria sp., en suelos de la region central
de Coérdoba bajo diferentes practicas de labranza. Carranza y col. (2014; 2016), ademas de
los géneros mencionados, aislaron especies de Paecilomyces sp., Sterilia sp., y Phytium sp.
de suelos con una exposicién prolongada de mas de 10 afios a plaguicidas.

Respecto al recuento flngico total, se observd que los recuentos variaron
significativamente sdélo con el tiempo de incubacion; los valores mas elevados se observaron
a los 10 dias y los valores mas bajos se registraron al final del periodo de incubacion (50 y
60 dias). Contrariamente a estos resultados, Sebiomo y col. (2011) encontraron que en
muestras de suelo tratadas con GP, la poblacion de hongos aumenté a medida que
transcurrieron las semanas, ya que los mayores recuentos se observaron en el ultimo periodo
de muestreo (sexta semana). Zain y col. (2013) observaron que los recuentos fungicos totales
disminuian a medida que aumentaba la concentracion de diferentes herbicidas (entre ellos,
el GP), lo cual no coincide con los resultados de este trabajo, ya que, las concentraciones de
GP probadas no tuvieron influencia en el recuento fungico total. Carranza y col. (2016)
informaron valores de recuento menores en suelos sin exposicidn a plaguicidas con respecto
al recuento observado en los suelos expuestos a plaguicidas, lo cual no coincide con los
resultados obtenidos en el presente trabajo donde no se obtuvieron diferencias significativas
entre el tratamiento control (sin GP) y los tratamientos con diferentes dosis del herbicida.

Los géneros aislados con mayor frecuencia en los microcosmos, se vieron afectados de
manera diferente por los tratamientos con GP. Los recuentos de las especies de los géneros
Aspergillus sp., Penicillium sp. y Fusarium sp. no se vieron afectados significativamente por
las dosis del herbicida ensayadas, ya que, los recuentos fueron similares en las muestras
control con respecto a las muestras tratadas con concentraciones crecientes de GP. Las
especies de los géneros Trichoderma sp. y Mucor sp. mostraron un comportamiento diferente
al explicado anteriormente. Los valores de los recuentos de Trichoderma sp. fueron
superiores en la condicion control, respecto al observado con la dosis de 50 mg/Kg, donde
se registraron los menores recuentos. En cuanto a Mucor sp., los mayores recuentos se
obtuvieron con la concentracién de GP mas alta probada, mientras que con las demas dosis

y en el tratamiento control los recuentos fueron menores. Zain y col. (2013) observaron que
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el crecimiento de Aspergillus sp. y Penicillium sp. fue inhibido cuando se aplicé dos veces la
concentracion de GP recomendada (20 mM). Estos autores registraron una disminucion del
aislamiento de estos géneros entre 18 y 58%. A su vez, observaron que Mucor sp. fue el
género mas susceptible a la aplicacion del herbicida, ya que el porcentaje de inhibicion fue
entre 63 y 80%. Contrariamente a lo informado por estos investigadores, en el presente
trabajo se observo que tanto el aislamiento de Aspergillus sp. como el de Penicillium sp. no
fue afectado significativamente por ningun tratamiento con GP, incluso a la dosis mas alta
ensayada en este estudio (50 mM). Las especies de Mucor sp. fueron mayormente aisladas
con las concentraciones mas altas del herbicida, lo cual se opone nuevamente a lo observado
por estos autores, ya que dicho género fue el mas susceptible al tratamiento con GP.
Ademas, en ese estudio observaron diferencias en el aislamiento de todos los géneros
fungicos aislados en los diferentes periodos de muestreo. En los primeros dias de incubacién
(entre el dia 2 y 6) registraron bajas frecuencias de aislamiento y luego ésta fue aumentando
a medida que transcurrid el periodo de incubacion (20 dias). Mientras que en el presente
trabajo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los recuentos
fungicos entre los dias de incubacion. Meriles y col. (2006), estudiaron la correlacién entre el
efecto de diferentes concentraciones de GP y el aislamiento de diferentes géneros flngicos,
entre ellos Trichoderma sp. y Fusarium sp., a diferentes dias de incubacion. Estos autores
no encontraron correlacion entre las dosis de herbicida ensayadas y el aislamiento de las
especies del género Trichoderma sp., en ninguno de los periodos de incubacién. Por el
contrario, si observaron correlacion entre la concentracion de GP y el aislamiento de
Fusarium sp. Para este ultimo género, observaron que a medida que aumento la dosis de
herbicida el aislamiento fue mayor a los 9 y 15 dias de incubacién. Contrariamente, en el
presente trabajo la recuperacion de las especies de Fusarium sp., no se vio influenciada por
los diferentes tratamientos con el herbicida. En cuanto a Trichoderma sp., se observo que las
concentraciones de GP afectaron el aislamiento de las especies de este género, ya que a
medida que aumentd la concentracion de herbicida el recuento de Trichoderma sp. fue
menor.

Existen diversos estudios, ademas de los analizados, acerca de los cambios en las
comunidades microbianas del suelo producidos por la aplicacion de GP. Zobiole y col. (2010),
estudiaron el efecto del GP en la rizésfera de plantas de soja resistentes a GP. Dichos autores
encontraron que la colonizacion por Fusarium sp. aumentd en respuesta a las aplicaciones
de GP, mientras que otros microorganismos de la rizésfera como Pseudomonas sp.,
bacterias reductoras de Mn y rizobacterias productoras de acido indol acético, disminuyeron
en respuesta al herbicida. Ademas observaron que la biomasa de la raiz y del brote de la
planta también disminuy6 a mayores dosis de GP, lo cual indica que la influencia del herbicida

sobre el crecimiento de las plantas se produce a través de su efecto sobre las comunidades
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microbianas benéficas de la rizosfera que podrian estar aportando nutrientes al cultivo.
Zabaloy y col. (2012) estudiaron el efecto de la aplicacion de GP en ensayos en microcosmos
de suelo con y sin exposicién previa al herbicida, sobre la respiracion microbiana y sobre la
estructura y abundancia de la comunidad bacteriana del suelo. Estos autores, observaron
que la adicién de GP al suelo provocé efectos minimos en los parametros de estructura y
funcionalidad de las comunidades microbianas. Sin embargo, obtuvieron diferencias
significativas en cuanto a la respiracién microbiana luego de los tratamientos con el herbicida
al comparar los microcosmos de suelo con y sin exposicién previa. En el suelo sin previa
exposicion observaron un aumento en la respiracioén respecto al tratamiento control, mientras
que en el suelo con exposicion, observaron una disminucién en este parametro. Esto indica
que en suelos sin antecedentes de exposicién a GP, la adicién del mismo provocaria un
estrés en las comunidades nativas, lo cual se refleja en una mayor respiracién con respecto
a las comunidades nativas de suelo con previa exposicién las cuales estarian aclimatadas al
herbicida y podrian metabolizarlo con mayor rapidez. Duke y col. (2012) estudiaron el efecto
del GP sobre la nutricion mineral de las plantas, la microbiota de la rizésfera de los cultivos y
las enfermedades de las plantas en cultivos resistentes a GP. Estos investigadores midieron
el efecto del GP sobre las comunidades microbianas del suelo a través de la respiracion del
suelo. Este pardmetro no se vio afectado con dosis de herbicida inferiores a 50 mg/Kg,
mientras que con dosis mayores a esta Ultima y hasta 1500 mg/Kg, la respiracion se estimulo.
Estos resultados los atribuyen en parte al aumento del metabolismo microbiano producido
por el GP (mineralizacién del N y P provenientes del herbicida) que produjeron un aumento
en la respiracion. Otros investigadores (Anza y col., 2016), estudiaron el efecto de la
aplicacion de GP sobre comunidades microbianas (bacterias y hongos), de la rizosfera de
Cortaderia selloana en ensayos en microcosmos. Analizaron pardmetros para evaluar la
biomasa, actividad y diversidad de estas comunidades, tales como actividad enzimatica,
respiracion, contenido de ergosterol, entre otros. Estos autores observaron que luego de
aplicar el herbicida varios de los parametros relacionados a la actividad fangica, biomasa y
biodiversidad aumentaron.

Los trabajos mencionados anteriormente estudiaron pardmetros y grupos microbianos
diferentes a los analizados en este trabajo, sin embargo, evidencian que la presencia de GP
provoca cambios en las comunidades del suelo y puede actuar como un agente de seleccion
permitiendo la supervivencia de aquellos grupos de microorganismos capaces de adaptarse

al mismo e incluso metabolizarlo.

53



Resultados y Discusion

VI-2.1. Evaluacion de latolerancia a glifosato por la cepa A. oryzae AM; en presencia de

la micobiota nativa.

La figura 27 muestra el recuento de la cepa A. oryzae AM; aislada de los microcosmos
acondicionados a 70 y 30 %4 y con el agregado de tres concentraciones de GP (10, 20 y 50
mg/Kg) a lo largo del periodo de incubacién. De los factores estudiados, el tiempo de
incubacion y la %y tuvieron un efecto significativo sobre el recuento de A. oryzae (p<0,05).
Por el contrario, la concentracion de GP, ni todas las interacciones posibles entre los factores
analizados, influyeron significativamente sobre el recuento de esta cepa fungica. De los
diferentes periodos muestreados, el valor mas bajo del recuento de A. oryzae se observo a
los 30 y 50 dias (valores medios de 4,52 y 4,24 logi0 UFC/g respectivamente). Mientras que,
a los 20 y 60 dias se registraron valores significativamente mas elevados (valores medios de
5,00 y 4,86 logio UFC/g respectivamente). A los 10 y 40 dias no se observaron diferencias
significativas respecto de los demas periodos. En cuanto a la %u, a 30 %y se observé un
recuento significativamente mayor (4,83 logio UFC/g) con respecto al recuento registrado a
70 %y (4,48 logi0 UFC/Q) (p<0,05).
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Figura 27. Recuento de A. oryzae AM: (logio UFC/g) de suelos acondicionados a 70 y 30 % sin
(control) y con diferentes concentraciones de GP (10, 20 y 50 mg/Kg) en ensayos de microcosmos. El
andlisis estadistico se realiz6 comparando los valores de recuentos de los tratamientos analizados en
cada periodo de muestreo. Los valores con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,05)

de acuerdo al test LSD.
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En la figura 28 se muestran placas representativas, donde se puede observar la
prevalencia de la cepa de Aspergillus oryzae AM; en relacion a la micobiota nativa del suelo

agricola.

Figura 28. Placas representativas con la cepa A. oryzae AMiaislada en medio DRBC. Las mismas
corresponden a la dilucién 102, 10-3 y 104, de los microcosmos con 10 mg/Kg de GP, al dia 30 de
incubacion a 30 %w.

Al analizar el comportamiento de la cepa AM: frente a la micobiota nativa de suelo no se
encontraron diferencias significativas en cuanto al recuento de las mismas bajo los
tratamientos analizados (p>0,05). A su vez, los recuentos tanto de la micobiota nativa como
los de A. oryzae no fueron afectados por la %+ ensayada (p>0,05). Por lo tanto, el analisis se
realizo para cada %w, a fin de evaluar el efecto de las concentraciones de GP evaluadas y el
tiempo de incubacion sobre el recuento de A. oryzae y la micobiota nativa.

A 30 %4 (Figura 29), la interaccion entre la concentracion de GP y el tiempo de incubacion
influyé significativamente en el recuento fungico (p<0,05). El mayor recuento, tanto para la
micobiota nativa como para A. oryzae se observé a los 20 dias de incubacion, en el
tratamiento control y con 10 mg/Kg de GP (5,9 y 5,1 logio UFC/g, respectivamente). A los 50
dias de incubacién se observo el menor valor de recuento, tanto para A. oryzae como para
la micobiota nativa con 10 mg/Kg de GP (4,28 logio, UFC/g), siendo estos valores
significativamente menores que los registrados en el respectivo control (p<0,05). En general,
en los demas periodos muestreados y con las diferentes concentraciones de GP ensayadas,
el recuento vari6 entre 4,9 y 4,36 logio UFC/g, siendo estas variaciones no significativas entre

e
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Figura 29. Recuento comparativo de A. oryzae AM: y de la micobiota nativa (logio UFC/g) de suelos
acondicionados a 30 %H y a diferentes concentraciones de GP (10, 20 y 50 mg/Kg) en ensayos de
microcosmos y durante 60 dias de incubacion. El analisis estadistico se realizé6 comparando los
valores de recuentos totales en los tratamientos a 30 %n. Los valores con letras distintas son
significativamente diferentes (p<0,05) de acuerdo al test LSD.

A 70 %y (Figura 30), al igual que para 30%u, la interaccion entre los factores estudiados
influyeron significativamente en el recuento fungico (p<0,05). Los mayores recuentos se
observaron a los 20 dias de incubacién, también en el tratamiento control y con 10 mg/Kg de
GP (5,12 y 4,90 logio UFC/g, respectivamente). Mientras que, el recuento mas bajo de A.
oryzae y de la micobiota nativa, se registro a los 50 dias de incubacion, con concentraciones
de 10 y 50 mg/Kg de GP (3,4 y 3,6 logio UFC/g respectivamente). En los demés periodos
muestreados, los recuentos variaron entre 4,7 y 4,00 logio UFC/g, siendo estas variaciones

no significativas entre si.
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Figura 30. Recuento comparativo de A. oryzae AM: y de la micobiota nativa (logio UFC/g) en suelos
acondicionados a 70 % y a diferentes concentraciones de GP (10, 20 y 50 mg/Kg) y durante 60 dias
de incubacion. El andlisis estadistico se realizé comparando los valores de recuentos totales en los
tratamientos a 70%w. Los valores con letras distintas son significativamente diferentes (p<0,05) de
acuerdo al test LSD.

Los resultados obtenidos en este trabajo, muestran que el recuento de la cepa de
Aspergillus oryzae AM1, aislada de suelos agricolas, no se vio afectado por las dosis de GP
ensayadas y, ademas, siendo capaz de mantenerse viable a lo largo de todo el periodo de
incubacién. Al comparar el recuento de la cepa de A. oryzae inoculada en los microcosmos
con el recuento de la micobiota nativa, se evidencio que la micobiota presente en el suelo no
afecto el recuento de la cepa en estudio; indicando la capacidad para competir de manera
eficiente en su nicho ecolégico.

Entre las variables estudiadas, la interaccion entre las dosis de herbicida y el tiempo de
incubacién afecto el recuento tanto de la cepa en estudio como de la micobiota nativa. Se
observo que para ambas %w, l0os mayores recuentos se obtuvieron en el control, con 10
mg/Kg de GP y a los 20 dias de incubacion, mientras que los recuentos mas bajos se
obtuvieron con 10 mg/Kg del herbicida y a los 50 dias de incubacion.

En los ultimos afios, han cobrado relevancia los problemas que conlleva la acumulacion
de GP en ambientes naturales (tanto suelo como agua), indicando la necesidad de desarrollar
estrategias tendientes a estimular la remocién en los mismos (Sviridov y col. 2015). Algunos

investigadores han observado que la inactivacién del GP no es constante, debido a que se
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han visto dafios en algunas especies de plantas producidos por su actividad residual. Uno de
los principales problemas son los residuos remanentes del herbicida que se acumulan, en
particular luego de veranos secos, debido a que la degradacién es mas lenta en estas
condiciones, pudiendo llegar a representar un riesgo de fitotoxicidad para los cultivos
siguientes. Por lo tanto encontrar microorganismos capaces de tolerar y degradar el herbicida
en los ambientes contaminados conlleva un gran desafio a fin de disminuir los niveles del
mismo (Damalas y Eleftherohorinos, 2011; Huber, 2012).

En trabajos previos fue evaluado el efecto del GP sobre el crecimiento de diferentes cepas
de Aspergillus sp. Carranza y col. (2014), estudiaron in vitro el efecto de diferentes
concentraciones de GP y diferentes valores de potencial matrico (W) y sus interacciones
sobre la velocidad de crecimiento y fase de latencia de cepas no toxicogénicas de Aspergillus
seccion Flavi. Estos autores observaron que las cepas analizadas fueron capaces de crecer
en medios a base de suelo con diferentes dosis del herbicida y bajo diferentes W. Si bien los
parametros analizados del presente trabajo son diferentes, en general hay concordancia
entre los resultados encontrados. Ademas observaron que la fase de latencia y la velocidad
de crecimiento estuvieron significativamente influenciadas por la concentracion de GP
ensayada; con disminucién de la fase de latencia a medida que aumenté la dosis del
herbicida. Mientras que, la velocidad de crecimiento, incrementd bajo algunas
concentraciones de GP. Conclusiones similares también fueron informadas por Barberis y
col. (2013), en estudios in vitro con cepas toxicogénicas de A. flavus. Estos resultados
concuerdan parcialmente con el comportamiento de la cepa A. oryzae AM; en el presente
trabajo ya que, las dosis de herbicida ensayadas (10, 20 y 50 mM) no afectaron
significativamente el recuento de la misma. Sin embargo, cuando se comparo el recuento de
la cepa AM; con el del recuento de la micobiota, los mayores recuentos se obtuvieron a
concentraciones mas bajas de GP.

En un trabajo mas reciente, Carranza y col. (2016) analizaron in vitro dosis mayores de
GP (100, 200, 300, 400, 450 y 500 mM) y diferentes a (0,995 y 0,980) sobre los parametros
de crecimiento de las mismas cepas analizadas en el presente estudio. Estos autores
observaron que, a medida que aumenté la concentracién del herbicida también aumenté la
fase de latencia y en concordancia, disminuyo la velocidad de crecimiento. Esto concuerda
con los resultados observados en el presente estudio ya que, los menores recuentos se
obtuvieron con las mayores dosis de GP ensayadas.

Otros investigadores han evaluado el efecto del GP sobre diferentes parametros de
crecimiento de otras especies fungicas. Nicolas y col. (2016), evaluaron el potencial de
toxicidad de una formulacién comercial de Roundup® (R450) como asi también de su principio
activo, denominado "GP técnico" sobre la capacidad de germinacion de los conidios de

Aspergillus nidulans, en medios con diferentes dosis de ambos herbicidas. Estos autores
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encontraron una respuesta dependiente de la concentracion de GP tanto para el formulado
comercial como para el GP técnico, sin diferencias entre ambos. Ademas, observaron que a
medida que las dosis aumentaban, la supervivencia de las esporas asexuales disminuia
drasticamente, incluso en diluciones de hasta 100 veces mas bajas que lo utilizado a campo.
A su vez, analizaron la tasa de crecimiento de A. nidulans, observando también que disminuia
cuando las dosis de los herbicidas aumentaban. Estos resultados no son comparables con el
presente trabajo, ya que las dosis de herbicida ensayadas no afectaron los recuentos de la
cepa A. oryzae AM; en los microcosmos de suelo. En un trabajo realizado por Arfarita y col.
(2016), se evaluo la aplicacion de una cepa de Trichoderma viride en suelo contaminado con
GP. Estos autores observaron que esta cepa fue capaz de colonizar el nicho ecolégico,
mantenerse y establecerse en el mismo ya que los recuentos de la misma aumentaron al
final de la experiencia realizada. Estos resultados son comparables a los observados en el
presente trabajo, ya que los recuentos de la cepa A. oryzae AM;, se mantuvieron constantes
y en algunos casos aumentaron a medida que transcurrié el tiempo de incubacién en los
microcosmos en los que se aplicé el herbicida.

Otros estudios llevados a cabo en Brasil en microcosmos con suelo forestal
bioaumentados con Aspergillus sp. en ensayos en microcosmos, demostraron la eliminacién
de benzo-antraceno y en menor medida de benzo-pireno (Serrano-Silva y col. 2009).
Diferentes cepas de Aspergillus sp. se han evaluado en la degradacion de plaguicidas, como
por ejemplo atrazina (Sene y col., 2010), pendimetalina (Caihong y col., 2011) y oxifluorfen
(Mohamed y col., 2011). Actualmente, varias especies pertenecientes a este género fungico
estan en estudio debido a su alto potencial de produccién de enzimas inespecificas capaces
de degradar plaguicidas organofosforados (Fu y col., 2016; 2017; Shah y col., 2017).

En base al analisis de los resultados obtenidos, se puede decir que la cepa AM; es capaz
de tolerar diferentes dosis de GP, permaneciendo en los microcosmos de suelo aln en
presencia de la micobiota nativa del suelo. Esto evidencia una capacidad potencial como
agente de biorremediacion. Estos resultados determinan las futuras investigaciones
tendientes a evaluar la capacidad de remover GP por esta cepa en condiciones de

invernadero y en suelos contaminados.
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VII- Conclusiones

En base a la evaluacion y discusion de los resultados se pueden establecer las siguientes

conclusiones:

e La cepa A. oryzae AM; es capaz de remover una alta concentracion de glifosato
presente en el medio (10 mM) como Unica fuente de fosforo, sélo en condiciones
Optimas de disponibilidad de agua (0,98 y 0,99 aw) con porcentajes de remocién

cercanos al 50%.

¢ Ala menor condicién de actividad acuosa (0,95), la cepa A. oryzae AM;i, no fue capaz

de remover ninguna de las dosis de glifosato ensayadas.

e El mayor desarrollo de biomasa fungica se evidencioé en la mas alta concentracion de
glifosato (10 mM) a las 3 aw ensayadas (0,95, 0,98 y 0,99), siendo més evidente en las
condiciones de disponibilidad de agua 6ptimas.

e En los ensayos en microcosmos, los géneros fungicos aislados en mayor frecuencia
durante los 60 dias de incubacién fueron Aspergillus sp., Penicillium sp., Fusarium sp.,
Trichoderma sp., y Mucor sp. en suelos con diferentes dosis de GP; cuyos recuentos
no fueron significativamente afectados. Los recuentos de éstos géneros fungicos no

se modificaron significativamente con el aumento de la concentracién de GP.

¢ Enlos ensayos en microcosmos, la cepa A. oryzae AM; fue capaz de tolerar diferentes
concentraciones de glifosato (10, 20 y 50 mM) incorporadas al suelo a dos condiciones
de humedad (30 y 70) y mantenerse viable durante todo el periodo de incubacion en

presencia de la micobiota nativa.

¢ Latolerancia a glifosato que presenta esta cepa de A. oryzae nativa de suelo, plantea

la posibilidad de su potencial uso como agente de biorremediacion.
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VIX- Anexo estadistico

Test de ANOVA

Interacciones entre los factores glifosato, %w y dias; y sus efectos simples en el recuento

de la micobiota total por periodos.

Micobiota por periodos

Interaccién triple
No aditividad 1 0.0813 0.0813 0.827 0.69
Residuos 34 3.3409 0.0912

Interacciones dobles
Glifosato-%y
Glifosato 3 0.8578 0.2859 2.332 0.08
Y%H 1 0.2480 0.2479 2.022 0.16
Glifosato: %ou 3 0.3266 0.1088 0.888 0.45
Residuos 40 4.9036 0.1225
Glifosato-dia
Glifosato 3 0.8578 0.2859 2.433 0.08
Dia 5 1.4813 0.2962 2.521 0.05
Glifosato:dia 15 1.1766 0.0784 0.667 0.78
Residuos 24 2.8201 0.1175
%H -dia

Y%H 1 0.2480 0.2479 2.183 0.14
Dia 5 1.4814 0.2962 2.609 0.04
%n:dia 5 0.5190 0.1037 0.914 0.48
Residuos 36 4.0877 0.1135

Efectos simples

Dia
Dia 5 1.4814 0.2962 2.563 0.04
Residuos 42 4.8546 0.1155
%H
Y%H 1 0.2486 0.2479 1.873 0.17
Residuos 46 6.0887 0.1323
Glifosato

Glifosato 3 0.8579 0.2859 2.295 0.09
Residuos 44 5.4781 0.1245

gl: grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM: cuadrado medio; F: estadistico de Fisher, p: valor p.

Comparacion entre los dias de incubacion con diferencias significativas.

Comparaciones entre dias
10 4.67 a

30 4.51 ab

20 4.50 ab

40 4.32 ab

60 4.21 b

50 4.18 b
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Interacciones entre los factores glifosato, % y dias y sus efectos simples en el recuento de

la cepa AM: por periodos.

Cepa AMy
Interaccion triple
gl SC CM F p
No aditividad 1 0.3267 0.3266 3.093 0.08
Residuos 34 3.5905 0.1056
Interacciones dobles
Glifosato-%y
Glifosato 3 0.4338 0.1446 0.847 0.47
%on 1 1.4526 1.4546 8.504 0.005
Glifosato: %y 3 0.1844 0.0614 0.359 0.78
Residuos 40 6.8318 0.1707
Glifosato-dia
Glifosato 3 0.4338 0.1446 1.175 0.33
Dia 5 2.9146 0.5829 4,739 0.003
Glifosato:dia 15 2.6022 0.1734 1.410 0.21
Residuos 24 2.9518 0.1229
%H -dia

%on 1 1.4526 1.4525 13.45 0.007
Dia 5 2.9146 0.5829 5.398 0.008
%n:dia 5 0.6478 0.1295 1.199 0.21
Residuos 36 3.8875 0.1079

Efectos simples

Dia
Dia 5 2.9146 0.5829 4.088 0.004
Residuos 42 5.9879 0.1424
%on
%on 1 1.4526 1.4526 8.96 0.004
Residuos 46 7.4499 0.1619
Glifosato

Glifosato 3 0.4338 0.1446 0.751 0.52
Residuos 44 8.4687 0.1924

gl: grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM: cuadrado medio; F: estadistico de Fisher, p: valor p.

Comparacion entre los dias de incubacion con diferencias significativas.

Comparacion entre las %4 con diferencias significativas.

Comparaciones entre dias

20 5 a
60 4.86 ab
10 4,73 ab
40 4.59 bc
30 4.52 bc
50 4.24 c

Comparaciones entre %

30

4.83 A

70

4.48 B
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Interacciones entre los factores glifosato, %y y dias y sus efectos simples en el recuento de

Aspergillus sp. total por periodos.

Aspergillus sp.

por periodos

Interaccion triple
No aditividad 1 3.3250 3.3254 1.766 0.19
Residuos 34 64.006 1.8825

Interacciones dobles
Glifosato-%py
Glifosato 3 3.8101 1.2701 0.705 0.55
%on 1 4.1712 41713 2.317 0.13
Glifosato: %n 3 1.8568 0.6188 0.343 0.79
Residuos 40 71.989 1.7997
Glifosato-dia
Glifosato 3 3.8101 1.2699 0.671 0.57
Dia 5 4.6580 0.9315 0.492 0.77
Glifosato:dia 15 27.596 1.8637 0.985 0.49
Residuos 24 45.403 1.8918
%y -dia

%on 1 4.1711 4.1713 2.265 0.14
Dia 5 4.6587 0.9316 0.506 0.76
%n:dia 5 6.7156 1.4330 0.729 0.60
Residuos 36 66.283 1.8412

Efectos simples

Dia
Dia 5 4.6587 0.9315 0.507 0.76
Residuos 42 77.169 1.8373
%on
%o 1 4.1711 41713 2.470 0.12
Residuos 46 77.655 1.6882
Glifosato

Glifosato 3 3.8101 1.2702 0.716 0.54
Residuos 44 78.071 1.7731

gl: grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM: cuadrado medio; F: estadistico de Fisher, p: valor p.
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Interacciones entre los factores glifosato, %y y dias y sus efectos simples en el recuento

de Penicillium sp. total por periodos.

Penicillium sp

. por periodos

Interaccion triple
No aditividad 1 1.9497 1.9487 0.960 0.33
Residuos 34 68.996 2.0293

Interacciones dobles
Glifosato-%py
Glifosato 3 7.2355 2.4116 1.149 0.34
%on 1 2.4264 2.4255 1.156 0.28
Glifosato: %n 3 3.1277 1.0424 0.469 0.68
Residuos 40 83.912 2.0978
Glifosato-dia
Glifosato 3 7.2357 2.4416 0.976 0.42
Dia 5 12.965 3.5930 1.050 0.41
Glifosato:dia 15 17.228 1.1485 0.465 0.93
Residuos 24 59.271 2.4696
%y -dia

%on 1 2.4268 2.4255 1.294 0.26
Dia 5 12.965 2.5930 1.383 0.25
%n:dia 5 13.841 2.7682 1.477 0.22
Residuos 36 67.467 1.8741

Efectos simples

Dia
Dia 5 12.965 2.5930 1.301 0.28
Residuos 42 83.734 1.9937
%on
%on 1 2.4266 2.4255 1.183 0.28
Residuos 46 94.274 2.0494
Glifosato

Glifosato 3 7.2354 2.4116 1.186 0.32
Residuos 44 89.464 2.0333

gl: grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM: cuadrado medio; F: estadistico de Fisher, p: valor p.
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Interacciones entre los factores glifosato, aw y dias y sus efectos simples en el recuento

de Fusarium sp. total por periodos.

Fusarium sp. por periodos

Interaccion triple
No aditividad 1 0.2922 0.2920 0.088 0.76
Residuos 34 111.90 3.2914

Interacciones dobles
Glifosato-aw
Glifosato 3 6.5511 2.1838 0.639 0.59
%on 1 7.4976 7.4971 2.196 0.14
Glifosato: %n 3 3.1001 1.0333 0.302 0.82
Residuos 40 136.55 3.4137
Glifosato-dia
Glifosato 3 6.5551 2.1838 0.601 0.62
Dia 5 24.351 4.8701 1.341 0.28
Glifosato:dia 15 35.640 2.3760 0.654 0.80
Residuos 24 87.156 3.6315
%y -dia

%on 1 7.4948 7.4948 2.523 0.12
Dia 5 24.351 4.8701 1.639 0.17
%pn:dia 5 14.914 2.9829 1.004 0.42
Residuos 36 106.93 2.9705

Efectos simples

Dia
Dia 5 24.351 4.8701 1.581 0.18
Residuos 42 129.34 3.0797
%on
%o 1 7.4971 7.4971 2.358 0.13
Residuos 46 146.21 3.1783
Glifosato

Glifosato 3 6.5511 2.1838 0.653 0.58
Residuos 44 147.14 3.3442

gl: grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM: cuadrado medio; F: estadistico de Fisher, p: valor p.
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Interacciones entre los factores glifosato, aw y dias y sus efectos simples en el recuento

de Trichoderma sp. total por periodos.

Trichoderma sp. por periodos

Interaccion triple

No aditividad 1 0.4391 0.4394 0.196 0.66
Residuos 34 76.095 2.2370
Interacciones dobles
Glifosato-%py
Glifosato 3 24.830 8.2767 3.314 0.02
%on 1 11.741 11.741 4.702 0.03
Glifosato: %n 3 9.3733 3.1243 1.251 0.30
Residuos 40 99.874 2.4968
Glifosato-dia
Glifosato 3 24.830 8.2767 2.308 0.10
Dia 5 23.341 4.6682 1.302 0.29
Glifosato:dia 15 11.610 0.7740 0.215 0.99
Residuos 24 86.037 3.5849
%y -dia

%Yon 1 11.741 11.741 4.473 0.04
Dia 5 23.341 4.6682 1.778 0.14
%n:dia 5 16.256 3.2512 1.238 0.31
Residuos 36 94.480 2.6244

Efectos simples

Dia
Dia 5 23.341 4.6682 1.608 0.18
Residuos 42 122.47 2.9161
%on
%o 1 11.741 11.741 4.028 0.05
Residuos 46 134.07 2.9147
Glifosato

Glifosato 3 24.834 8.2767 3.011 0.04
Residuos 44 120.99 2.7497

gl: grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM: cuadrado medio; F: estadistico de Fisher, p: valor p.

Comparacion entre las dosis de glifosato con diferencias significativas.

Comparaciones entre glifosato
0 2.58 a

10 2.34 a

20 1.81 ab

50 0.71 b
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Interacciones entre los factores glifosato, aw y dias y sus efectos simples en el recuento

de Mucor sp. total y por periodos.

Mucor sp. por periodos

Interaccion triple

No aditividad 1 0.1854 0.1845 0.063 0.80
Residuos 34 98.624 2.9007
Interacciones dobles
Glifosato-%py
Glifosato 3 36.738 12.246 4,388 0.01
%on 1 12.506 12.505 1.081 0.39
Glifosato: %y 3 3.5667 1.1888 1.144 0.37
Residuos 40 113.89 2.8474
Glifosato-dia
Glifosato 3 36.738 12.246 4,388 0.01
Dia 5 15.090 3.0179 1.081 0.39
Glifosato:dia 15 47.912 3.1941 1.144 0.37
Residuos 24 66.967 2.7903
%y -dia

%Yon 1 12.505 12.505 3.537 0.06
Dia 5 15.090 3.0179 0.853 0.52
%n:dia 5 11.851 2.3701 0.670 0.64
Residuos 36 127.26 3.5350

Efectos simples

Dia
Dia 5 15.096 3.0179 0.836 0.53
Residuos 42 151.62 3.6099
%on
%on 1 12.505 12.505 3.730 0.05
Residuos 46 154.20 3.3522
Glifosato

Glifosato 3 36.738 12.246 4.145 0.01
Residuos 44 129.96 2.9538

gl: grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM: cuadrado medio; F: estadistico de Fisher, p: valor p.

Comparacion entre las dosis de glifosato con diferencias significativas.

Comparaciones entre glifosato
50 3.26 a
20 1.69 b
10 1.43 b
0 0.91 b
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Anexo estadistico

Interacciones entre los factores glifosato y género y sus efectos simples en el recuento total

de los géneros fungicos més aislados a 70 y 30 %u.

Géneros fungicos mas aislados 70 %nu
Interaccién doble
gl SC CM F P
No aditividad 1 0.0376 0.0376 0.042 0.84
Residuos 11 9.7736 0.8885
Efectos simple

Glifosato
Glifosato 3 0.2809 0.0936 0.054 0.98
Residuos 16 27.375 1.7109

Géneros
Géneros 4 17.564 4.3910 6.526 0.003
Residuos 15 10.092 0.6728

Géneros fungicos mas aislados 30 %n
Interaccién doble
gl SC CM F P
No aditividad 1 0.3874 0.3873 0.777 0.39
Residuos 11 5.4835 0.4985
Efectos simple

Glifosato
Glifosato 3 0.7239 0.2412 0.559 0.64
Residuos 16 6.8988 0.4311

Género
Género 4 1.0279 0.2569 0.584 0.67
Residuos 15 6.5947 0.4396

gl: grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM: cuadrado medio; F: estadistico de Fisher, p: valor p.

Comparacion entre los diferentes géneros a 70 %y con diferencias significativas.

Comparaciones entre géneros

Aspergillus sp. 3.47 a
Penicillium sp. 3.11 a
Fusarium sp. 1.51 b
Trichoderma sp. 1.37 b
Mucor sp. 131 b
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Anexo estadistico

Interacciones entre los factores glifosato y cepa/micobiota y sus efectos simples en el

recuento de la cepa AM; frente a la micobiota nativa por periodos a 30 %p.

Cepa AM: vs micobiota a 30 %y por periodos

Interaccion triple

gl SC CM F p
No aditividad 1 0.2126 0.2126 2.876 0.09
Residuos 34 2.5136 0.0739
Interacciones dobles
Glifosato-cepa/micobiota
Glifosato 3 0.5204 0.1734 1.625 0.19
Cepa/Micobiota | 1 0.5504 0.5504 5.156 0.02
Glifosato:C/M 3 0.0088 0.0029 0.027 0.99
Residuos 40 4.2696 0.1067
Glifosato-dia
Glifosato 3 0.5203 0.1734 6.621 0.002
Dia 5 1.5432 0.3086 11.78 0.0000078
Glifosato:dia 15 2.6568 0.1771 6.761 0.000021
Residuos 24 0.6287 0.0261
Cepa/micobiota-dia
Cepa/Micobiota | 1 0.5504 0.5504 6.118 0.01
Dia 5 1.5433 0.3086 3.431 0.01
C/M:dia 5 0.0171 0.0034 0.038 0.99
Residuos 36 3.2384 0.0899
Efecto simple

Cepa/micobiota
Cepa/Micobiota | 1 0.5504 0.5504 5.276 0.02
Residuos 46 4.7988 0.1043

gl: grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM: cuadrado medio; F: estadistico de Fisher, p: valor p.

Comparacion entre la cepa AM; y la micobiota a 30 %y con diferencias significativas.

Comparaciones entre cepa/micobiota

AM; 4.83 a

Micobiota 4.62 b
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Anexo estadistico

Comparacion entre las interacciones glifosato-dia a 30 %y con diferencias significativas.

Comparaciones entre interacciéon
glifosato-dia

10-20 5.90 a
0-20 5.07 b
10-60 4.96 bc
0-50 4.96 bc
0-40 4.85 bcd
0-60 4.83 bcd
50-60 4.81 bcd
50-10 4.80 bcd
0-10 4.79 bcd
20-60 4.78 bcd
20-20 4.70 bcd
10-30 4.68 bcd
50-40 4.62 bcd
0-30 4.60 bcd
20-40 4.60 bcd
50-50 4.60 bcd
10-10 4.59 bcd
20-10 4.54 bcd
20-30 4.51 bcd
50-20 4.51 bcd
20-50 4.46 bcd
50-30 4.39 cd
10-40 4.36 cd
10-50 4.28 d
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Anexo estadistico

Interacciones entre los factores glifosato, aw y cepa/micobiota y sus efectos simples en

el recuento de la cepa AM; frente a la micobiota nativa total y por periodos a 70 %p.

Cepa AM: vs micobiota a 70 %y por periodos

Interaccion triple
No aditividad 1 0.2098 0.2097 2.153 0.15
Residuos 34 3.3116 0.0973

Interacciones dobles
Glifosato-cepa/micobiota
Glifosato 3 0.2776 0.0925 0.544 0.65
Cepa/Micobiota | 1 0.2080 0.2080 1.225 0.27
Glifosato:C/M 3 0.1004 0.0334 0.1972 0.89
Residuos 40 6.7917 0.1697
Glifosato-dia
Glifosato 3 0.2776 0.2080 2.115 0.12
Dia 5 3.2704 0.6540 14.95 0.0004
Glifosato:dia 15 2.7803 0.1853 4.238 0.0008
Residuos 24 1.0495 0.0437
Cepa/micobiota-dia
Cepa/Micobiota | 1 0.2080 0.2080 2.091 0.15
Dia 5 3.2704 0.6540 6.575 0.0004
C/M:dia 5 0.3186 0.0637 0.640 0.67
Residuos 36 3.5808 0.0994
Efecto simple

Cepa/micobiota
Cepa/Micobiota | 1 0.2080 0.2080 1.334 0.25
Residuos 46 7.1698 0.1558

gl: grados de libertad; SC, suma de cuadrados; CM: cuadrado medio; F: estadistico de Fisher, p: valor p.
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Anexo estadistico

Comparacion entre las interacciones glifosato-dia a 70 %y con diferencias significativas.

Comparaciones entre interaccién
Glifosato-dia

10-20 5.12 a
0-20 4.86 ab
20-60 4.78 abc
50-30 4.73 abc
10-10 4.69 abc
50-10 4.69 abc
20-40 4.60 abc
0-40 4.58 abc
0-60 4.57 abc
10-60 4.56 abc
50-60 4.49 abc
20-10 4.47 abc
0-50 4.47 abc
50-20 4.45 abc
0-10 4.45 abc
20-20 4.36 abcd
20-30 4.31 bcd
0-30 4.30 bcd
10-30 4.26 bcd
10-40 4.18 bcd
20-50 4.05 bcd
50-40 3.98 cd
50-50 3.67 de
10-50 4.42 e
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