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1. Introduccion




1.1 La Regién Pampeana

La regién Pampeana, con una extension de unos 540.000 km?, reine caracteristicas
climaticas y suelos que la convierten en una de las areas de mayor productividad para la
Republica Argentina. Posee un relieve relativamente plano, con una suave pendiente hacia
el Océano Atlantico, con suelos aptos para la agricultura y la ganaderia.

Esta regidn, a su vez, esta subdividida en seis regiones tal como se puede observar
en la Figura 1: Pampa Ondulada, Pampa Central, Pampa Semiarida, Pampa Austral, Pampa
Mesopotamica y Pampa Deprimida.

Figura 1. Areas ecolégicas de la pradera pampeana (1) Pampa Ondulada, (2) Pampa Subhiimeda
Central, (3) Pampa Semiarida Central, (4) Pampa Austral, (5) Pampa Mesopotamica y (6) Pampa
Deprimida. En azul: isohietas (en mm afo-1). En verde: isotermas (en grados centigrados). Adaptado de
Viglizzo & Pordomingo, 2002.

1.2 La Pampa Deprimida: una subregion dedicada a la ganaderia

En el centro-este de la regibn Pampeana, se extiende una subregion denominada
Pampa Deprimida, donde la actividad predominante es la cria y engorde de ganado bovino,
destacandose por su caracter extensivo y de baja adopcion de tecnologias (Vazquez et al.,
2008). Esta region, tiene una superficie aproximada de 9.000.000 hectareas, e incluye las
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areas denominadas como la Depresion del Salado (Vervoorst, 1967) y la Region de Laprida
(Etchevehere, 1961) (Figura 1).

La Pampa Deprimida se encuentra limitada por la Pampa Ondulada al norte, por el
Sistema de Tandilia al sur, la Pampa Alta o Arenosa al oeste y la Planicie Costera del
Océano Atlantico al este. Tiene como colector principal al Rio Salado, el cual nace al sur de
la Provincia de Santa Fe, extendiéndose de noroeste-sudeste a lo largo de unos 650 km
(Figura 2). A lo largo de su cauce, se ubican innumerables depresiones las cuales pueden
verse sujetas a inundaciones periddicas o esporadicas y a la precipitacion de sales por
evaporacion (Gutiérrez Elorza et al., 2005). Su origen se debe a cambios producidos por los
vientos bajo condiciones aridas en los antiguos depdsitos arenosos de origen fluvial durante
el pasado geolégico reciente (Iriondo, 1999). Estas cuencas de deflacién pueden presentar
entre cientos de metros de diametros o ser muy pequefas, sin superar los 0,5m de
profundidad. Muchas de estas son ocupadas por lagunas permanentes (Fucks et al., 2012).
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Figura 2. Pampa Deprimida. Se puede observar las bajas pendientes del paisaje, expresadas en
metros por kildmetro. (Fucks et al. 2012; Quirés et al. 2006)

Esta region se caracteriza por su relieve casi plano y gran parte de la misma
presenta graves problemas de drenaje de las aguas superficiales (Quirds et al., 2006). Los
cordones medanosos y cangrejales del sistema en Samborombdn entorpecen el
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escurrimiento del agua, lo que lleva a presentar areas inundables (episaturacién) o
anegables (endosaturacion) por periodos variables de tiempo, en caso de excesos hidricos
(Etchevehere, 1961; Tricart, 1973).

Si bien el paisaje de la Pampa Deprimida es una planicie extensa, aun con su
escasa pendiente se pueden distinguir ambientes diversos determinados por la posicidon
topografica y los tipos de suelo, que a su vez dan origen a distintas “comunidades
vegetales” (Leon, 1975, 1979; Perelman et al. 2001). Los sitios mas altos como “la loma”,
que se desarrollan sobre suelos profundos, bien drenados (Hapludoles o Argiudoles), no se
inundan y no tienen limitaciones por alcalinidad o salinidad en todo su perfil. Estos
ambientes son aptos para la agricultura y pasturas de alto valor forrajero.

En las posiciones intermedias del paisaje como la “media loma”, donde los suelos
son menos desarrollados (Natracuoles), el horizonte superficial tiene buen contenido de
materia organica, no es alcalino ni salino y suele tener de 15 a 20cm de profundidad. Le
sigue un horizonte sub-superficial con alto contenido de arcillas, practicamente
impermeable, alcalino y/o con un mayor contenido de sales. En estos ambientes suelen
ocurrir anegamientos o saturacion hidrica del suelo durante el invierno y principios de
primavera. Si bien en estos sitios no hay salinidad ni alcalinidad en superficie, las sales del
horizonte sub-superficial pueden ascender cuando el suelo queda con poca cobertura
vegetal debido al sobrepastoreo o a labores mecanicas o aplicaciones de herbicidas. En
este tipo de suelo la comunidad vegetal se compone de un pastizal diverso, con buena
productividad y también coexisten pastos de buen valor forrajero.

En las posiciones mas bajas del paisaje, podemos distinguir dos tipos de ambientes:

e Los que se desarrollan sobre suelos anegables pero no salinos ni alcalinos,
denominados Argiacuoles o Argialboles, también conocidos como bajo dulce.
Presentan una comunidad vegetal dominada por pastos de crecimiento estival
adaptados para crecer en ambientes inundables.

o Los que se desarrollan sobre suelos anegables, salinos y/o alcalinos, denominados
Natracualf, o vulgarmente llamados bajo alcalino o barro blanco. Estos suelos
presentan alta concentracion de sales y/o reaccién alcalina en todo su perfil, su
horizonte superficial es muy delgado y con poca materia organica y son muy fragiles
ante el pisoteo. La comunidad vegetal de estos ambientes es de baja productividad y
escaso valor forrajero.

Los ambientes mas aptos, como la loma o media loma, que tradicionalmente se
utilizaban para la implantacion de verdeos/pasturas (Carrillo y Schiersmann, 1994) fueron
reemplazados por cultivos de verano, principalmente soja (Maresca, 2010). Por este motivo,
la produccion de forraje para el ganado bovino ha quedado limitada a los ambientes mas
restrictivos para el crecimiento vegetal como los bajos dulces y bajos bajos salino-alcalinos
(Lavado & Alconada, 1994, Berasategui & Barberis, 1982, Salazar Lea Plaza & Moscatelli,
1989).

12



Figura 3. Aspecto caracteristico de suelos de la Pampa Deprimida con exceso de sodio. Se
convierten en duros, secos e impermeables, que afectan el crecimiento y desarrollo de muchas especies
vegetales. Tomado de http://intainforma.inta.gov.ar/

1.3 Lotus tenuis, una leguminosa forrajera utilizada para mejorar la
calidad y productividad de las pasturas de la regién de la Pampa
Deprimida

En los suelos mas restrictivos de la Pampa Deprimida, la escasa o nula presencia de
leguminosas nativas con valor forrajero afecta severamente la calidad de las pasturas
naturales y en consecuencia limita la productividad de la ganaderia.

En este contexto, la introduccion de leguminosas forrajeras exodticas, que puedan
adaptarse a estos suelos, es una alternativa posible para incrementar el contenido proteico
y la calidad de las pasturas destinadas a la cria y engorde del ganado bovino.
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Figura 4. Imagen representativa de L. tenuis

Lotus tenuis (ex Lotus glaber; Kirkbride, 2006) (Figura 4), es una leguminosa
perenne, proveniente del Mediterraneo, introducida en el pais en la década del ‘30, y
naturalizada en la region de la Pampa Deprimida (Burkart, 1952). Esta especie es conocida
vulgarmente bajo el nombre de lotus, trébol pata de pajaro o lotus de hoja angosta. Su
patrén de crecimiento es primavero-estivo-otonal, creciendo con intensidad en primavera y
hacia principios de verano, decayendo luego con la floracion y recuperandose rapidamente
en otofio después que produjo la semilla. Mas del 90% de las semillas no germinan
inmediatamente, constituyendo un reservorio o banco de semillas del suelo, a partir del cual
se puede mantener o incrementar la densidad de plantas en la pastura (Mifién et al., 1990).

Entre las cualidades de adaptacidén que presenta esta leguminosa se pueden citar su
tolerancia al anegamiento y a la salinidad y su capacidad para crecer en un amplio rango de
pH o en suelos deficientes en fésforo (Vignolio et al., 1994; Vignolio et al., 1999; Montes,
1988). En la Figura 5 se observa la distribucion del L. tenuis segun la topografia del suelo.
Una desventaja que puede afectar su rendimiento y persistencia en el suelo es su lenta
implantacién y la competencia con las malezas (Mifién et al., 1990).
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Figura 5. Ubicacion del L. tenuis en la Cuenca del Rio Salado segun la topografia y tipo del
suelo. Fuente INTA

Por otra parte, esta leguminosa posee un alto valor nutritivo para el ganado vacuno y
puede utilizarse como cultivo puro, ya que no existen riesgos de meteorismo’ (Mifion et al.,
1990), lo que se contrapone a lo observado con cultivos puros de otras especies
leguminosas tales como alfalfa (D’ Mello, 2000).

L. tenuis, como muchas otras leguminosas, tiene la ventaja de establecer una
interaccion simbidtica mutualista con bacterias denominadas rizobios.

1.4 Simbiosis mutualista entre rizobios y leguminosas

El término simbiosis mutualista hace referencia a una interaccién benéfica entre dos
organismos. La interaccion entre rizobios y leguminosas ocurre como consecuencia de un
intercambio de sefiales especificas entre la planta y la bacteria, que da origen a un érgano
nuevo, generalmente ubicado en la corona de la raiz, denominado nodulo. En los nédulos,
los rizobios sufren cambios morfolégicos vy fisioldgicos, para transformarse en bacteroides y
bajo esta forma reducen el nitrégeno atmosférico a amonio, el cual es exportado a otros
6rganos de la planta como tal, o bien luego de ser transformado en alanina (Waters et al.,
1998).

Como ambos organismos se benefician, la planta provee a la bacteria de acidos
carboxilicos que son utilizados como fuente de carbono y energia (Kahan et al., 1998).
Estos compuestos son el producto del metabolismo de carbohidratos que provienen de la
reduccién del diéxido de carbono durante la fotosintesis. A cambio, la bacteria provee a la
planta de amonio u otros compuestos nitrogenados, producto de la fijacion del nitrégeno
atmosférico. Generalmente, existe una gran especificidad entre rizobios y leguminosas.
Cada rizobio puede formar nédulos solamente con un namero restringido de leguminosas y

15



en forma semejante, cada leguminosa forma nédulos con un nimero restringido de rizobios.
(Figura 6)

b c d
a% Root-hair curl  Rhizobia Intactlon
of rhtzobla entrapped in
root hair gomn

nodule with Root with mature infected
ramifying infection thread  nodule that contains bacteria

Figura 6. Etapas del desarrollo del nédulo

1.4.1 Fijacion biolégica de nitrégeno

Una vez dentro del nédulo, los bacteroides reducen el nitrégeno atmosférico a
amonio mediante la expresién del Complejo Nitrogenasa formado por las proteinas
dinitrogenasa reductasa y dinitrogenasa. Dado que el complejo es inactivado
irreversiblemente por las concentraciones de oxigeno presentes en la atmdsfera (Brewin,
1991), las células infectadas del nédulo mantienen una concentracién de oxigeno menor al
1% respecto a su nivel atmosférico gracias a las leghemoglobinas, que son proteinas
transportadoras de oxigeno.

La reaccion quimica de reduccion de nitrdgeno atmosférico a amonio que cataliza la
nitrogenasa puede describirse con la siguiente reaccion:

N, +10H"+16 ATP+8e- > 2NH, +H2 + 16 ADP + 16 P,
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El complejo nitrogenasa logra catalizar la reaccion a temperatura ambiente y a
presion atmosférica, utilizando una gran cantidad de ATP para romper el triple enlace del
N,. Este sistema biolégico de produccion de amonio resulta altamente ventajoso si se
compara con el proceso de Haber y Bosch, que se utiliza para la produccion industrial de
amonio mediante un proceso quimico muy costoso que utiliza alta presién (150-300
atmosferas) y altas temperaturas (400-500°C).

1.5 Los rizobios de Lotus tenuis

Hasta hace unos afios se pensaba que los rizobios que interaccionaban con L.
tenuis pertenecian a un grupo filogenético restringido, al género Mesorhizobium (Jarvis et
al., 1997). Sin embargo afios mas tarde, estudios realizados con aislamientos de nédulos de
L. tenuis en la regién de la Pampa Deprimida, demostraron que los simbiontes de esta
leguminosa son genéticamente muy diversos (Fulchieri et al., 2001). Posteriormente, un
trabajo mas exhaustivo realizado con nuevos aislamientos de L. tenuis en diferentes suelos
de esta region confirmaron la gran diversidad de especies y géneros que conforman al
grupo de simbiontes que establecen simbiosis mutualista con esta leguminosa (Estrella et
al., 2009). Por otra parte, ensayos de nodulacién con estos aislamientos nativos de los
suelos de la Pampa Deprimida revelaron que algunos de ellos son altamente eficientes en
su habilidad para fijar nitrégeno en simbiosis bajo condiciones control y de estrés abidtico
como salinidad y son incluso mas eficientes que las cepas que actualmente se utilizan para
formular inoculantes comerciales para L. tenuis (Sannazzaro et al., 2010).

1.6 Importancia de los rizobios para mejorar la produccién de
especies forrajeras como L. tenuis en la Pampa Deprimida

Los suelos bajos salino alcalinos de la Pampa Deprimida, son deficientes en
nutrientes como el nitrdgeno, que son esenciales para el crecimiento de las plantas. En
estos ambientes, este nutriente puede incorporarse con fertilizantes quimicos o a través de
microorganismos del suelo que tienen capacidad de fijar el nitrégeno atmosférico. Tal
proceso puede ser llevado a cabo por bacterias de vida libre (Sprent & Sprent, 1990), o bien
por bacterias que establecen simbiosis mutualistas con plantas, siendo estas interacciones
las que contribuyen en mayor medida al proceso global de fijacion de nitrogeno (Gresshoff
et al., 1990). En particular, las asociaciones mutualistas entre plantas leguminosas y
rizobios desempefian un rol significativo en el desarrollo de la agricultura.

En general, la incorporacion de nitrégeno a través de la simbiosis mutualista con
rizobios resulta mas eficiente que si se utilizan fertilizantes quimicos. Esto se debe a que se
establece una interaccion especifica entre la planta de interés y los rizobios, lograndose una
incorporacion selectiva de nitrogeno al cultivo de interés. Por el contrario, la aplicacién de
fertilizantes quimicos favorece el crecimiento no sélo de las plantas de interés sino también
de malezas que comparten el mismo habitat y compiten con las mismas, afectando
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negativamente su productividad.

En el caso de leguminosas como L. tenuis, que presentan un escaso vigor en etapas
iniciales de su desarrollo, el uso de fertilizantes quimicos las perjudica porque son muy
sensibles al desplazamiento por malezas capaces de crecer mas rapido. Otra desventaja
adicional de los fertilizantes quimicos es su alto costo y los riesgos de eutrofizacion de los
cursos de agua (Vitousek et al., 1997).

Es por ello que la interaccién de L. tenuis con microorganismos como los rizobios,
que promueven una respuesta favorable en el crecimiento de esta leguminosa, resulta de
gran importancia cuando se trata de buscar herramientas sustentables y eficientes para
mejorar la produccion forrajera en la region.

1.7 Evolucion de los sistemas agricolas para incrementar la
productividad en la regién

Durante los ultimos cuarenta afos, la regibn Pampeana ha estado expuesta a una
creciente intervenciéon humana, marcada por un aumento considerable en la proporcion de
la superficie cultivada, destinada a cultivos anuales.

Los sistemas agricolas y ganaderos de la regién han co-evolucionado en el tiempo.
En general, la agricultura extensiva de principios del siglo XX estuvo acompafiada por una
ganaderia extensiva, de baja productividad y bajo impacto ambiental. A mediados de aquel
siglo, prolifer6 una agricultura mas tecnificada, en estrecha rotacién con una ganaderia
semi-intensiva. Esto dio lugar al tradicional planteo mixto agricola-ganadero integrado, que
se impuso en gran parte de la pradera pampeana.

La situacion cambid a fines del siglo XX y principios del XXI: aquel sistema fue
sustituido, en parte, por uno en el cual la agricultura y la ganaderia se desacoplaron y se
especializaron individualmente, dentro un planteo aun mas intensivo (Viglizzo et al., 2001).
La agricultura se adecu6é a un paquete tecnolégico de alta productividad, integrado por
cultivos como soja, siembra directa, mayor uso de fertilizantes y plaguicidas y, en menor
medida, agricultura de precisién (Satorre, 2005; Martinez-Ghersa y Ghersa, 2005). La
ganaderia también se intensificod (particularmente, en la Pampa Ondulada) y siguié patrones
y esquemas de produccion mas cercanos a los industriales como los feed lots, que a los
agropecuarios tradicionales.

En algunas areas dedicadas tradicionalmente a la ganaderia como en la Pampa
Deprimida, desde hace algunos afos, se llevan a cabo practicas que permiten incrementar
la produccion del ganado bovino en los suelos mas restrictivos para el crecimiento vegetal
como los bajos salino-alcalinos, combinando el sistema tradicional extensivo con la
promocion de especies de alto valor forrajero como L fenuis, presente en los pastizales de
la region (Bailleres & Sarena, 2009). La promocion de L. tenuis esta basada en eliminar a fin
del invierno especies de baja calidad forrajera que compiten con la leguminosa, y de este
modo favorecer su nacimiento que en esa estacion se da naturalmente (Mifion et al., 1990).
La eliminacién de las especies no deseadas se logra mediante la aplicacion de herbicidas,
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siendo el mas utilizado el glifosato (N-fosfonometilglicina).

Figura 7. Potrero de la Chacra Experimental Integrada Chascomus perteneciente al MAA-INTA, en el
cual se observa la diferencia en la composicion de pasturas en suelos no promocionados, en comparacion con
suelos donde se realizé la promocion de L tenuis durante 7 afos (Foto tomada de Bailleres y Sarena, 2009)

1.8 Glifosato, utilizacion e impacto en los sistemas productivos de
la regién

El glifosato (N-fosfonometilglicina) es uno de los herbicidas mas frecuentemente
utilizados en el mundo debido a su efectividad en un amplio espectro de practicas
agronémicas entre las cuales se encuentran el rejuvenecimiento de pasturas y la siembra
directa (Bailleres & Sarena, 2009). Este herbicida se suele usar principalmente en forma de
sal de isopropilamina, siendo uno de los preparados mas vendidos el Roundup-N®.

El glifosato inhibe especificamente la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa
(EPSP, E.C. 2.5.1.19) (Steinruncken & Amrhein, 1984), que cataliza la condensacion de
shikimato-3-fosfato y fosfoenolpiruvato para formar 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato y fosfato
inorganico (Herrmann et al.,, 1999). La inhibicion de esta enzima en plantas y en
microorganismos sensibles resulta en la acumulacién de acido shikimico y/o ciertos acidos
hidroxibenzoicos (Zablotowicz & Reddy, 2004), impidiendo la sintesis de aminoacidos
aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptofano) (Fisher et al., 1986; Jaworski, 1972).

Algunos autores consideran a este herbicida relativamente inofensivo para el
medioambiente debido a su rapida inactivacién por adsorcién a particulas del suelo (Quinn
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et al., 1988). Sin embargo, la persistencia en el mismo puede variar en funcién de sus
caracteristicas fisicoquimicas. La capacidad de adsorcién del glifosato en el suelo se
incrementa con el contenido de arcilla, la capacidad de intercambio catiénico, los bajos
niveles de pH y con el contenido de fésforo (Glass, 1987; Hance, 1976; Nomura & Hilton,
1977; Rueppel et al., 1977; Sprankle et al., 1975). El glifosato libre (no unido al suelo) en
algunos casos puede ser degradado rapidamente por los microorganismos del suelo. Por el
contrario, el glifosato adsorbido al suelo puede ser degradado a una tasa mas lenta. Por
este motivo la vida media del glifosato en el suelo es muy variable y depende de las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo, sobrepasando en algunos casos los 40 dias
(Richardson & Gangolli, 1994) o incluso alcanzar afios (Anton, 1993; Newton, 1984).

La aplicacion de glifosato en el suelo puede tener consecuencias no deseadas sobre
los microorganismos que lo habitan y su accibn muchas veces depende de las
formulaciones comerciales (Tsui y Chu, 2003), de la dosis utilizada (Royuela, 1998) y del
tipo de suelo (Silva et al., 2003). Numerosos trabajos han demostrado que el glifosato es
capaz de afectar a corto plazo la actividad microbiana y la densidad de bacterias en el
suelo (Zabaloy et al., 2008), y en algunos estudios se ha observado una inhibicion del
crecimiento de ciertas especies bacterianas que habitan el suelo (Fisher et al., 1986). Este
herbicida también puede afectar el crecimiento de cepas fijadoras de nitrogeno del género
Bradyrhizobium que establecen simbiosis con soja (Glycine max) (Moorman et al., 1992,
dos Santos et al., 2005).

Por todo lo expuesto, y a pesar de los enormes beneficios aparentes que puede
tener la aplicacién de glifosato sobre la calidad de las pasturas en la Pampa Deprimida del
Salado, lo cierto es que la exposicion de los suelos de esta regién a dicho herbicida y el
impacto sobre los microorganismos del suelo como los rizobios, que contribuyen a mejorar
el desarrollo y la productividad de L. tenuis, es un tema que aun no ha sido abordado y que
merece ser estudiado en profundidad antes de promover la implementacion de esta practica
agronémica en la zona.
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2. Hipoétesis y objetivos
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Basandonos en lo expuesto anteriormente y teniendo en cuenta el potencial

productivo de las practicas agronédmicas como la promocion de L. tenuis en suelos
restrictivos de la Pampa Deprimida de la Provincia de Buenos Aires, se plantea la siguiente
hipétesis y los objetivos del presente trabajo.

2.1 Hipétesis

La aplicacion de glifosato para promover la especie L. tenuis contribuira a mejorar la
produccion y la calidad de forraje estival en la Pampa Deprimida.

La presencia de glifosato en los suelos de la Pampa Deprimida puede afectar la
viabilidad y la capacidad fijadora de nitrégeno de los rizobios que establecen
simbiosis mutualista con L. fenuis.

2.2 Objetivo general

Evaluar el impacto del uso del glifosato sobre la microflora de suelos marginales de

la Pampa Deprimida destinados a la promocién de la especie Lotus tenuis

2.3 Objetivos Particulares

Obtener una coleccidon de rizobios de nédulos de L. tenuis aislados de suelos con
historia de glifosato.

Evaluar la tolerancia de los aislamientos de rizobios coleccionados, al herbicida
glifosato, en condiciones de cultivo in vitro

Estudiar el efecto del glifosato sobre la supervivencia de rizobios simbiontes de L.
tenuis en suelos de la Pampa Deprimida destinados a la promocion de esta
leguminosa.

Evaluar el efecto del glifosato sobre la capacidad de nodulacion y fijacion de
nitrégeno de rizobios simbiontes de L tenuis aislados en suelos la Pampa Deprimida.
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3. Materiales y métodos
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3.1 Area de estudio

Para la seleccion del area de estudio se tuvo en cuenta una parcela, ubicada en la
Chacra Experimental Integrada Chascomus, perteneciente al M.A.A.-INTA (Ministerio de
Asuntos Agrarios de la Provincia de Buenos Aires; Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria), utilizada para la promocion de L. tenuis, en la cual se aplicé anualmente 64
mM ea de glifosato a 100l/ha, en el mes de junio, durante 7 afios consecutivos (Figura 8).

Figura 8. A. Chacra Experimental Integrada Chascomus B. Ubicacion de la Chacra

3.2 Muestreo

El muestreo de las plantas de L. tenuis se realizé en la parcela antes mencionada,
que se caracteriza por presentar suelos de tipo Natracualfes, de baja productividad, dado
que es restrictivo para el crecimiento vegetal. Se recolecté un total de 20 plantas en areas
representativas de la parcela. Con el fin de obtener una muestra representativa de la biota,
la estrategia de muestreo consistié en recorrer la mayor area posible, a través de un
trayecto en forma de zig-zag recogiendo una muestra puntual cada 5 pasos. La toma de
muestra se realiz6 con pala de jardin, buscando extraer las plantas sin afectar las raices, las
cuales se almacenaron en bolsas de polietileno para su transporte hasta el laboratorio.

Las plantas recolectadas en el campo se dispusieron en cajas de Petri de vidrio y se
lavaron cuidadosamente con agua para quitarle la tierra. En todas las plantas se observaron
nodulos.

Los nodulos de cada planta se extrajeron mediante la ayuda de pinzas y bisturi
previamente esterilizados por incineracioén y se dispusieron en tubos tipo eppendorf.
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Figura 9. Recoleccion de nédulos de L. tenuis en la parcela de promocion. A, B. Plantas de L.
tenuis. C, D. Nodulos de L tenuis recolectados en tubo tipo eppendorf.

3.3 Obtencion de una coleccion de rizobios simbiontes de L. tenuis
en suelos con historia de glifosato

3.3.1 Desinfeccion de nédulos

La desinfeccion superficial de los nddulos se realizé mediante un lavado con 10 ml
de una solucion de etanol 70% durante 20 seg. Luego de lavar los nédulos con agua
bidestilada estéril se agregd 10ml de una solucién de hipoclorito de sodio al 3% durante
5min. Por ultimo, se realizaron 6 enjuagues con agua bidestilada estéril. La desinfeccion se
realiz6 bajo condiciones de esterilidad en cabina de flujo laminar.

3.3.2 Aislamiento de rizobios de nédulos de L. tenuis

Los nédulos desinfectados superficialmente se aplastaron y luego se estriaron sobre
placas de Petri con medio YEM agarizado (Tabla 1), para aislar colonias de rizobios,
utilizando el extremo de una varilla de vidrio estéril. ElI procedimiento se realizé dentro de
una cabina de flujo laminar para evitar contaminacion. Las placas se incubaron en estufa de
cultivo a 28°C durante 48-72hs.
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Tabla 1. Medio de cultivo YEM '

Componentes Composicion (gr/l)
Manitol 5
Extracto de levadura 1
NaCl 0,1
MgSO4 0,2
K2HPO4 0,46
KH2PO4 0,12
Agar (para medio sélido) 15

3.3.3 Capacidad infectiva de los aislamientos

La capacidad infectiva de los aislamientos en L. tenuis, se evalué mediante ensayos
de nodulacién en placas de plastico cuadradas con solucién nutritiva agarizada sin
nitrogeno (Tabla 3), utilizando semillas que previamente se desinfectaron superficialmente.

3.3.3.1 Germinacién de semillas

Las semillas de L. tenuis cv Esmeralda (Gentos SA) se escarificaron con acido
sulfurico concentrado (H>.SO4 98% p/p) en un erlenmeyer de vidrio estéril durante 2min.
Luego del tratamiento, se descartd el acido y las semillas se lavaron sucesivas veces con
agua bidestilada estéril. Posteriormente se agregd una solucién acuosa al 3% de hipoclorito
de sodio durante 5min y se enjuagd sucesivas veces con agua bidestilada estéril. Las
semillas desinfectadas se distribuyeron sobre placas de Petri con agar-agua (Tabla 2)
mediante el uso de pinzas estériles. Las placas se incubaron entre 4 y 5 dias en una
camara de cultivo de plantas a 25°C, hasta que alcanzaron 1cm de raiz aproximadamente
(Figura 10).

Tabla 2. Medio Agar-Agua

Componente Composicion (gr/l)

" Vincent, 1970
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Agar 15

Figura 10. Germinacion de semillas de L. tenuis cv Esmeralda

3.3.3.2 Inoculacion de las plantulas germinadas

Los ensayos de nodulacion se realizaron en placas de plastico cuadradas con
solucién nutritiva Evans sin nitrégeno con 1,5% de agar (Tabla 3jError! No se encuentra el
origen de la referencia.). Se colocaron 9 plantas por placa, y se inocularon con 10ul de
cultivo de rizobios en fase exponencial, con DOgyonm= 0,8 en medio TY (Tabla 4). En los
ensayos se incluyeron controles positivos (plantas inoculadas con rizobios infectivos para L.
tenuis) y negativos (plantas sin inocular).

Tabla 3. Medio de cultivo Evans sin nitrc’>geno2

Componentes Composicion (gr/l)

Soluciones Stock

2 L. . e .

Los componentes de la solucion fueron descriptos en Evans et al. (1972) con algunas modificaciones. Para su
mejor conservacion y manejo se recomienda la elaboracion de 5 soluciones stock, de las cuales, al momento de
elaborar el medio, se deberan tomar 1ml por litro de medio a preparar.
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Evans 1

K2SO4 27,88

MgS04.7H20 49,28
Evans 2

KH2PO,4 23

KoHPO,4 14,5
Evans 3

CaS804.2H20 10,33

CaCl 7,35
Evans 4

Fe-Na-EDTA 0,667
Evans 5

H3;BO3 0,143

MnSO4 0,069

ZnS04.7H20 0,023

Cu804.5H20 0,0079

Na;MoO4.H20 0,0055

CoCl,.6H20 0,012

De las soluciones stock se toman 1ml
preparar

por litro de medio a

Agar (para medio sdlido)

15

Tabla 4. Medio de cultivo TY

Componentes Composicion (gr/l)
Triptona 5
Extracto de levadura 3
ClyCa.2H,0 0,5
Agar (para medio sdlido) 15




Las placas se sellaron con film de polipropileno para evitar la deshidratacion del
medio agarizado y se colocaron en sobres de papel oscuro para cubrir las raices de la luz,
quedando expuesta solo la parte aérea de las plantas. Las placas se colocaron
verticalmente y se incubaron durante 40 dias en cuarto climatizado, con un fotoperiodo de
16 horas de luz y 8 de oscuridad, a 25-21°C (dia-noche) y 55/75 + 5% de humedad relativa.
La observacion vy registro del numero de nodulos en raices se realizo periodicamente luego
de la inoculacién (Figura 11).

Figura 11. Ensayo de capacidad infectiva de los aislamientos.

3.3.4 Conservacion a largo plazo de los aislamientos

Los aislamientos de rizobios que formaron nédulos en L. tenuis se cultivaron en
medio YEM liquido durante 48hs a 28°C en agitacién a 180 rpm. Alicuotas de 700ul de cada
cultivo se mezclaron con 300 pl de glicerol estéril en tubos de tipo eppendorf de 1,5ml y se
conservaron en freezer a -80°C.

3.4 Anadlisis de la variabilidad genética de los aislamientos
mediante la técnica de huella digital

La variabilidad genética de los aislamientos de rizobios se determind por las técnicas
de huella digital denominadas rep-PCR y BOX-PCR que permiten amplificar fragmentos de
ADN bacteriano de tamafios variables (300- 3000pb) mediante cebadores que se unen a
secuencias conservadas distribuidas al azar en el cromosoma. Los fragmentos se separan
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por electroforesis en geles de agarosa, y se visualizan patrones de bandas denominados
huellas digitales que permiten identificar a los aislamientos bacterianos a nivel de cepa.

3.4.1 Obtencién de ADN por lisis celular

Las colonias de rizobios se cultivaron en placas de Petri en medio AB sacarosa
(Tabla 5) durante 24-48hs a 28°C. Luego se colectaron colonias individuales con la ayuda
de un palillo de madera estéril y se resuspendieron en 100ul de agua miliQ estéril. Las
células resuspendidas se centrifugaron durante 5min a 12.000rpm. Los sobrenadantes se
descartaron y las células se resuspendieron en 100yl de agua miliQ estéril. Las
suspensiones celulares se calentaron durante 15min a 100°C en bafo seco para permitir la
lisis celular. Los lisados se centrifugaron durante 5min a 12.000rpm y los sobrenadantes
conteniendo el ADN se utilizaron como templado para reacciones de PCR. Para su
conservacion los sobrenadantes se almacenaron a -20°C.

Tabla 5. Medio de cultivo AB®

Componentes Composicion (gr/l)
KoHPO4 3
NaH.PO4 0,9908
NH4CI 1
MgS04.7H20 0,3
KCI 0,15
CaCl,.2H20 0,0116
Agar (para medio sélido) 15
Sacarosa 20% p/v 25 ml
FeCl3;10% p/v 100 pl

3 La sacarosa y el FeCls se esterilizaron por filtracion con filtros de 0,22um y se agregaron al momento de la
utilizacion del medio de cultivo.
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3.4.2 Técnicas de huella digital Rep y Box- PCR
3.4.2.1 Rep- PCR. Amplificacion de fragmentos del cromosoma bacteriano con cebadores
que se unen a secuencias repetitivas extragénicas palindromicas (rep)

En la reaccion de rep-PCR se utilizaron los siguientes cebadores los cuales fueron
incorporados a la mezcla de reaccién (Tabla 6):

Rep 1R1: 5-IIIICGICGICATCIGGC-3’
Rep 2I: 5-ICGICTTATCIGGCCTAC-3'

Siendo | el simbolo correspondiente a inosina, una base purinica que tiene la
capacidad de unirse a A, C, T o G (Versalovic et al., 1991).

Tabla 6. Mix rep- PCR

Componentes Volumene en la
mezcla de reaccion

(D)

H20 6,9

Buffer 10x 2,5

MgClz 25 mM 7

dNTPs 25 mM 1,2

Rep1 R1 25 uM 2

Rep2l 25 uM 2

Taq polimerasa 5 U/l 0,4

ADN 3

El programa de amplificacién (Tabla 7) comprende una desnaturalizacion inicial de
6min a 96°C seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion de un minuto a 94°C, anillado a
40°C por un minuto y extensién a 65°C por 8 min. Luego un ciclo final de extension a 65°C
por 16 min.

Tabla 7. Programa REP

1 ciclo 6 min 96 °C
30 ciclos 1 min 94 °C
1 min 40 °C

8 min 65 °C
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1 ciclo 16 min 65 °C

3.4.2.2 Box- PCR. Amplificaciéon de fragmentos del cromosoma bacteriano con un cebador
que se une a secuencias box

En la reaccion de Box-PCR se utilizd un Unico cebador el cual se detalla a
continuacion:

BOX - A1R: 5- CTACggCAAggCgACgCTgACg-3’ (Versalovic et al., 1994)

La mix utilizada se describe en la Tabla 8:

Tabla 8. Mix BOX-PCR

Componentes Volumenes en la
mezcla de reaccién

(ki)

H20 9,8

Buffer 10x 2,5

MgClz 25 mM 7

dNTPs 25mM 1,2

BOX A1R 25 uM 0,5

Taq polimerasa 5 U/pl 0,4

ADN 4

El programa de amplificacion (Tabla 9) comprende una desnaturalizacion inicial de 7
minutos a 95°C seguido por 35 ciclos de desnaturalizacién de un minuto a 94°C, anillado a
53°C por un minuto y extensiéon a 65°C por 8 minutos. Luego un ciclo final de extension a
65°C por 16 minutos.

Tabla 9. Programa BOX- PCR

1 ciclo 7 min 95°C
35 ciclos 1 min 94 °C
1 min 53°C

8 min 65 °C

1 ciclo 16 min 65°C
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En ambas reacciones de PCR se incluyeron 2 controles: un control con la mezcla de
los reactivos sin ADN molde (control negativo) y uno con la mezcla de reactivos mas ADN
bacteriano purificado (control positivo).

3.4.3 Separacién de productos de PCR por electroforesis en gel de agarosa

La separacion de los fragmentos amplificados se realizd mediante electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 1,5% durante 2hs a 75V (constante) en tampén TBE (Tris-
Borato- EDTA, pH 8,3; Tabla 10) al 0,5%. Para estimar el tamano de los fragmentos se
utilizé un marcador de peso molecular A Hindlll/EcoRI, con un rango de fragmentos de 564
a 21.226 pb (pares de bases). Los fragmentos separados se visualizaron por tincion con 0,5
ug/ml de bromuro de etidio, con ayuda de un transiluminador de UV y se fotografiaron con
una camara digital NIKON.

Tabla 10. Medio TBE 0,5 x

Componentes Composicion (gr/l)
TRIS 5,35
EDTA 0,37
Acido bérico 2,75

3.5 Evaluacion de la tolerancia de los aislamientos al herbicida
glifosato, en medio de cultivo agarizado.

La tolerancia de los aislamientos de rizobios a distintas dosis de glifosato se llevo a
cabo utilizando el método de dilucion en placa que se utiliza habitualmente para evaluar
tolerancia a distintos tipos de estrés abidtico, tal como lo describe Sannazzaro et al. (2011).
Se realizaron diluciones seriadas de cultivos en fase exponencial de los distintos
aislamientos de rizobios. Posteriormente, se sembraron 10ul de cada dilucién en placas con
medio AB sacarosa suplementadas con glifosato comercial Round Up Full 1I* o Glacoxan
Total® (0,0066; 0,015; 0,152; 1,52; 3,276mM), tal como se observa en la Figura 12.
Finalmente, las placas sembradas con cada dilucién se incubaron durante 4 dias a 28°C en

* Round Up Full Il. Formulado de sal potasica de N-fosfonometil glicina 66,2 % p/v. Adyuvante POEA (mezcla
de alquilaminaspolietoxiladas de cadena larga)
® Glacoxan Total. Formulado de sal isopropilamina N-fosfonometil glicina 48% p/v.
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estufa de cultivo.

La tolerancia de los aislamientos se evalué comparando la menor dilucién del cultivo
que permitié visualizar colonias aisladas en el medio AB sacarosa (Tabla 5) sin glifosato
(control), con la obtenida en los medios suplementados con distintas concentraciones de
glifosato comercial. Se consider6 que una cepa es tolerante a una determinada
concentracion de glifosato comercial cuando crece de manera similar al control.

Figura 12. Imagen representativa del ensayo de tolerancia a glifosato comercial

3.6 Evaluacién de la viabilidad de rizobios al herbicida glifosato
aplicado en suelo.

Para evaluar la viabilidad de los aislamientos al glifosato aplicado en suelo, se
rellenaron placas de Petri de 0,55mm con 10gr de tierra proveniente de suelos tipo
Natracualf, las cuales fueron tratadas con distintas dosis de glifosato comercial Round Up
Full II (0; 1,5; 3,2mM) mediante el uso de un aspersor. Posteriormente, cada placa se
inoculé con un cultivo en fase exponencial con DOgyonm= 0,8 de la cepa M. loti BD68 (cepa
de rizobio que se aislé de nodulos de L. tenuis, en suelos de la Pampa Deprimida sin
historia de glifosato (Estrella et al., 2009)) marcada con GFP en el cromosoma, utilizando el
sistema de marcado mediado por un mini Tn7 segun la metodologia descrita por
Lambersten et al. (2004). Las placas se incubaron en una caja hermética en cuarto
climatizado, a 25-21°C (dia-noche) con granulos silica gel para disminuir la humedad
relativa.
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A distintos tiempos post inoculacion (0, 2, 8, 15 y 30 dias) se cuantifico la cantidad
de bacterias viables en suelo mediante el recuento de colonias fluorescentes por
visualizacién de las placas con luz UV. Para ello, se tomaron muestras de 1gr de cada
placa, se resuspendieron en 10ml de agua bidestilada estéril, se realizaron diluciones
seriadas al décimo con agua bidestilada estéril y posteriormente se plaqued una alicuota de
100ul de cada dilucién en medio TY agarizado (Tabla 4). Se utilizaron tres réplicas por cada
concentracion de glifosato. Las placas se incubaron a 28°C durante 48-96hs y al cabo de
ese tiempo se realizo el recuento de colonias (Figura 13).

Figura 13. Imagen representativa del ensayo de tolerancia a glifosato comercial en suelo y viabilidad en
el tiempo. En la imagen se observa el recuento en placa a distintas diluciones de la cepa M. loti BD68
marcada con GFP en el cromosoma.

3.7 Evaluacion del efecto del glifosato en la simbiosis Rhizobium —
Lotus tenuis

La evaluaciéon del efecto del herbicida sobre la simbiosis Rhizobium- L. tenuis se
realizé en condiciones semi-controladas, utilizando macetas con 100ml de tierra obtenida de
suelos Natracualf de la Pampa Deprimida. Se aplicaron 0,8 ml de distintas concentraciones
de glifosato comercial (0, 1,5, 3,2, 6,4, 64 mM) sobre la superficie de las macetas con tierra
(Round Up Full Il o Glacoxan Total) utilizando un aspersor. Posteriormente, en cada maceta
se trasplantaron 3 plantulas de L. tenuis germinadas bajo condiciones controladas siguiendo
el procedimiento antes descripto (ver 3.3.1 Desinfeccion de nédulos). Las plantulas se
inocularon con 1ml de un cultivo en fase exponencial con DO gynm = 0,8 de la cepa X24 o
BD68.

Se realizaron 6 réplicas por cada concentracion y tipo de glifosato comercial. Las
macetas se regaron periddicamente con agua de lluvia. El ensayo se realiz6 bajo
condiciones semi controladas en invernaculo, por un periodo de 8 semanas. Se realizaron
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controles sin inocular para cada concentracién y tipo de glifosato comercial y también
controles con plantas cultivadas sin glifosato e inoculadas (con X24 o BD68).

Al finalizar el ensayo, las plantas se desmontaron de las macetas y se analizé la
presencia de nodulos y el peso seco de la parte aérea segun el método descripto por
Sannazzaro et al. (2011).

Figura 14. Imagen representativa del ensayo de nodulacion de L tenuis
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4. Resultados
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4.1 Obtencion de una coleccion de rizobios simbiontes de L. tenuis
en suelos con historia de glifosato

Tal como se menciond en la introduccién, estudios previos realizados con
aislamientos nativos de los suelos de la Pampa Deprimida determinaron que entre los
rizobios que establecen simbiosis con L. tenuis, existe una alta diversidad genética (Estrella
et al., 2009). Sin embargo, cabe mencionar que los rizobios caracterizados en dicho estudio
provienen de suelos sin historia de glifosato. Para evaluar si la aplicaciéon de este herbicida
afecta de modo alguno la diversidad genética de estos simbiontes, decidimos en una
primera instancia obtener rizobios de plantas de L. tenuis que crecen en suelos donde se ha
aplicado anualmente glifosato durante 8 afios consecutivos.

Se aislaron 20 plantas que de acuerdo a su distribucién resultaron representativas
de la parcela de promocion. En todas las plantas muestreadas se observaron nédulos. Se
extrajeron 3 nédulos de la raiz principal de cada planta. Los rizobios se recuperaron del
interior de los nédulos de acuerdo a la metodologia descripta en la seccion 3.3. Las colonias
de rizobios provenientes de cada nédulo se purificaron mediante 2 a 3 pasajes por estria en
medio YEM agarizado, hasta obtener colonias puras. De un total de 60 nddulos se
obtuvieron 52 aislamientos.

4.2 Capacidad Infectiva de los rizobios aislados de L tenuis

Si bien los aislamientos se obtuvieron a partir de noédulos desinfectados
superficialmente, cabe la posibilidad de que alguna de las colonias obtenidas corresponda a
aislamientos que no son “verdaderos rizobios”, sino bacterias contaminantes que colonizan
la superficie del nddulo, o bien bacterias oportunistas que lograron ingresar al interior del
nodulo con la ayuda de un rizobio. Por ello, para descartar posibles contaminantes entre las
cepas aisladas, se decidio evaluar su capacidad infectiva en plantas de L. tenuis. El ensayo
de infectividad se realizd en condiciones axénicas con plantas cultivadas en medio Evans
agarizado sin nitrégeno. Este sistema es adecuado para realizar este tipo de evaluacion
dado que permite visualizar periddicamente las raices inoculadas y registrar la aparicion de
nodulos luego de inocular con cada uno de los aislamientos.

Los resultados obtenidos demuestran que la capacidad infectiva varia
significativamente entre los aislamientos. Los mismos se clasificaron en 3 grupos, de
acuerdo a la velocidad de formacion de nddulos en las condiciones ensayadas. La mayoria
de los aislamientos formaron nédulos entre los 14 y 22 dias post- inoculaciéon y se
clasificaron como cepas de infectividad alta e intermedia respectivamente. Un grupo
minoritario de aislamientos formé nédulos después de 26 dias post- inoculacion y se
clasific6 como grupo de infectividad baja (Tabla 11).
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Tabla 11. Capacidad infectiva de rizobios aislados de un suelo con historia de glifosato.
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4.3 Analisis de variabilidad genética de los aislamientos mediante
la técnica de huella digital

Una vez obtenida la coleccion de aislamientos nos propusimos analizar si existia una
alta variabilidad genética entre los mismos, como se observd previamente en aislamientos
de L. tenuis provenientes de suelos sin historia de glifosato (Estrella et al., 2009), o si por el
contrario la aplicacién del herbicida afectaba dicha variabilidad. Para ello utilizamos las
técnicas REP y BOX-PCR que permiten identificar a las bacterias aisladas, mediante un
patrén de bandas de ADN gendmico (perfil REP o BOX) que es caracteristico y propio de
cada cepa. Decidimos utilizar esta metodologia porque es simple, reproducible y tiene la
ventaja de poder evaluar un gran numero de aislamientos de forma rapida ya que se puede
utilizar ADN no purificado obtenido por lisis celular, como templado.

Luego de comparar los perfiles REP de los aislamientos se observé que 55% de los
mismos presentaban perfiles no redundantes. A su vez, con los aislamientos que tuvieron
perfiles REP similares se realiz6 una nueva comparacion utilizando la técnica BOX-PCR
para confirmar dicha similitud. Entre los 52 aislamientos evaluados, se identificaron 29 con
perfiles REP no idénticos que corresponden a 29 cepas diferentes. El analisis de los perfiles
REP/BOX revel6 que existe redundancia de algunos aislamientos, dado que de los 29
perfiles detectados, 7 estan repetidos en mas de un aislamiento. El perfil 2 resultd ser el
mas redundante dado que se encontré en 10 aislamientos, mientras que los perfiles 1, 19,
21, 22, 27 y 5 tuvieron una representacidon menor y se detectaron en 2 a 4 aislamientos
(Tabla 11).

Card 1 F | i 4 S 6 F B % W 1 1 13 & 15 0% 17 18 Y9 M O3V 37 23 X4 35S 36 IT M 39 MW N

Figura 15. Fragmentos de ADN gendmico de distintos aislamientos, amplificados por PCR con
cebadores REP-1R1 y REP2I (carril 2-30), marcador de PM A EcoRI/Hindlll (carril 1 y 31).
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A pesar de haber encontrado redundancia de algunos aislamientos, la comparacién
de los perfiles de cada aislamiento reveld6 que mas de la mitad de los aislamientos
corresponden a cepas distintas (55%). Estos resultados son menores a los obtenidos con
simbiontes de L tenuis aislados de distintos tipos de suelos de la misma region, sin historia
de glifosato (Estrella et al., 2009), donde se hallaba un 77% de perfiles unicos. Por lo cual
se puede considerar que la aplicacion de glifosato afectaria la variabilidad genética de los
rizobios presentes en el suelo.

Tabla 12. Identificacién de los aislamientos en perfiles

Aislamiento Perfil Aislamiento Perfil
A215 F211 14
F215 1 A212 15

F25 F22 16
F250 A27 17
Al5 F212 18
Al6 A13
Al7 F114 19
A26 F213
F115 ) F29
F15 F14 20
F18 A22
F19 F11
F21 F112 21
F24 F13
A21 3 Al110 2
A213 4 F214
Al113 5 Al115 23
A18 A214 24
A25 6 A29 25
F113 7 A28 26
A24 8 A23 27
Al4 9 F23
F16 10 F111
F17 11 F210 28
A19 12 F26
F12 13 F27 29

4.4 Evaluacion de la tolerancia de los aislamientos de rizobios al
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herbicida glifosato, en condiciones de cultivo in vitro

Una de las hipotesis que nos planteamos al comenzar este estudio era que la
presencia de glifosato en el suelo podia afectar la viabilidad de los rizobios nativos de la
region de la Pampa Deprimida. Para abordar este tema decidimos evaluar si el crecimiento
de los 29 aislamientos que tuvieron perfiles REP y BOX no redundantes se veia afectado en
presencia de glifosato. Para ello, decidimos realizar ensayos de tolerancia cultivando los
aislamientos en medio de cultivo sintético agarizado suplementado con distintas dosis de
herbicidas comerciales. Se utilizaron formulaciones comerciales del herbicida glifosato
porque nos interesaba evaluar el efecto que tenian las formulaciones habitualmente
utilizadas en el campo.

Las concentraciones de glifosato que evaluamos se establecieron teniendo en
cuenta dosis inferiores a las que se utilizan habitualmente en los suelos donde se cultiva o
promociona L. tenuis (2% de Round Up Full Il, que equivale a una concentracién de 64mM
equivalente acido (ea) de glifosato). En un primer ensayo se tested la tolerancia de los 29
aislamientos a 1,52; 3,276; 7,6 y 15,23mM del principio activo del herbicida comercial
Round Up Full Il (Anexo II) en el medio de cultivo AB sacarosa.

Se observé que el 93% de los aislamientos resultaron sensibles a concentraciones
mayores o iguales a 1,52mM ea de glifosato® (Tabla 13Tabla 13). Teniendo en cuenta estos
resultados se decidié repetir el ensayo de tolerancia ampliando el rango de concentraciones
inferiores a 3,276mM, (0,0066; 0,015; 0,152; 1,52) para poder precisar el nivel de tolerancia
de los aislamientos. Ademas en dicho ensayo, se incluyo la evaluacion de tolerancia a otra
formulacién de glifosato comercial, Glacoxan Total.

En la Tabla 13 se observa que la tolerancia de los aislamientos es diferente para las
dos formulaciones del herbicida, siendo mayor el nivel de tolerancia para Glacoxan Total
que a Round Up Full ll. Del total de aislamientos, un 44% tolera niveles superiores o iguales
a 1,5mM de Glacoxan Total, mientras que solamente un 6,8% tolera esa misma
concentracion de Round Up Full Il. Si se compara la tolerancia de cada aislamiento a ambos
herbicidas se observa que solamente un 24% tienen un comportamiento similar (Tabla 13).
Si tenemos en cuenta que la concentracion del principio activo es la misma en el ensayo
para ambos formulados, podemos suponer que las diferencias de tolerancia observada
entre ambos herbicidas estarian relacionadas con los adyuvantes que conforman la
formulacion.

6 Equivalentes a 256.880 pg/L del principio activo en el formulado de glifosato Round Up Full 1l
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Tabla 13. Tolerancia de los aislamientos de rizobios a distintos glifosatos comerciales.

Glifosato Comercial

Aislamientos Round Up Full Il Glacoxan Total

0,0066mM 0,015mM | 0,152mM 1,52mM 3,276mM 0,0066mM 0,015mM 0,152mM | 1,52mM | 3,276mM
x24 T s T ] S

x4 T S T | s

x25 T S T

x1
x6
x8
x10
x11
x12
x17
x27
x7
x13
x22 T s T | S
x2
x3 T S T S
x20
x9
x15 T S T S
x16
x5
x28 T S T S
x21
x18
x19 T S T S
x23
x14 T S T | S
x26 T S S

x29 s T | S

4.5 Evaluacion de la tolerancia de los aislamientos de rizobios, al
herbicida glifosato aplicado en suelo.

La aplicaciéon del herbicida glifosato en el sistema de promocién de L. tenuis se
realiza mediante pulverizador tipo mochila, aplicandose una concentracion de 64mM, a
razén de 100L/ha’. Su forma de aplicacién introduce un factor de dilucion relevante para el
estudio de su efecto en las bacterias que habitan en el suelo.

Dado que los resultados de tolerancia al herbicida en medio sintético sugirieron que
los aislamientos de rizobios de L. tenuis toleran concentraciones inferiores a las utilizadas
en el campo (3,2mM, ver Tabla 13), quisimos evaluar si el nivel de tolerancia es similar
cuando el herbicida se agrega directamente en suelo y esta sujeto a las interacciones con
esta matriz.

Para esto se aplico glifosato comercial en tierra a concentraciones 0; 1,5; 3,2 mM28,
manteniendo la tasa de aplicacién de campo. Luego de la aplicacion del herbicida, se

" Equivalente a una concentracién superficial de 6400mmoles de ea de glifosato por hectarea de tierra
pulverizada.

8 Equivalente a 0, 150 y 320 mmoles/ha
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agregd un volumen de cultivo de M. loti BD68, un simbionte de L. fenuis que se seleccioné
para este tipo de ensayo, dado que ha sido previamente caracterizado en el laboratorio
(Estrella et al, 2009) y evaluado su comportamiento simbiotico en L. tenuis (Sannazzaro et
al., 2011).

Para facilitar la evaluacion de tolerancia de esta cepa, se decidi6 marcarla con un
gen reportero, la proteina fluorescente verde, de manera tal de poder aislarla e identificarla
facilmente de otros microorganismos que estuvieran en el suelo, mediante ensayos de
recuento de colonias. En la Figura 16 se observa que la cantidad de colonias aisladas del
suelo sin glifosato, que corresponden a la cepa M. loti BD68 GFP, es estadisticamente
similar a la presente en suelos con Glifosato, en las dos dosis evaluadas, al menos hasta
los 30 dias. Estos resultados sugieren que la tolerancia al herbicida es mayor en la matriz
suelo que en medio sintético agarizado.

3-
- . — O0mM
IA8 mi B2 15mM
[ 6 I
k= { BE= 32mM
a3
[T
= 44
o
f1]
o 4l
0 L L L 1 1
0 2 8 15 30

Dias post inoculacidon

Figura 16. El numero de rizobios se expresé en log1UFC.gr ' de suelo. Para las
concentraciones mencionadas se mantuvo una tasa de aplicacion de 100L/ha

4.6 Evaluacion del efecto del glifosato en la simbiosis Rhizobium —
Lotus tenuis

Luego de analizar la viabilidad de los rizobios de L. tenuis en suelo con glifosato,
decidimos evaluar si dicho herbicida afectaba la capacidad de los mismos para establecer
una simbiosis efectiva con plantas de L. tenuis en tierra.

Para ello, inoculamos plantas de L. tenuis con cultivos de dos cepas de rizobios
aisladas de nodulos de L. tenuis, que toleran niveles similares de glifosato (Tabla 13), pero
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procedentes de distintos tipos de suelos. La cepa X24 proviene de suelos con historia de
glifosato, mientras que la cepa BDG68 se aislo de suelos sin historia del herbicida.

Por otra parte, teniendo en cuenta los resultados del ensayo anterior que sugieren
que los simbiontes de L. tenuis en suelo toleran dosis superiores a 3,2mM de glifosato,
decidimos extender el rango de concentraciones del herbicida a evaluar hasta alcanzar la
concentracion que habitualmente se utiliza para los ensayos de promocion de L. tenuis
manteniendo la misma tasa de aplciacion. En este ensayo comparamos el crecimiento de
las plantas inoculadas con cada una de las cepas de rizobios, con el de las plantas sin
inocular, cuantificando el peso seco (PS) de la parte aérea como parametro de eficiencia de
los rizobios (Sannazzaro et al., 2011).

La comparacién de los valores de PS de plantas sin inocular e inoculadas tratadas
con los distintos glifosatos comerciales (Round Up Full y el Glacoxan Total) revelé que no
existen diferencias significativas para las dos formulaciones comerciales del herbicida. Esto
permitié analizar en conjunto los datos obtenidos con ambos glifosatos y en consecuencia
darle una mayor solidez estadistica a los resultados.

Antes de analizar el efecto del glifosato sobre la eficiencia simbidtica de los rizobios
evaluamos si el herbicida afectaba el crecimiento de L. tenuis. El analisis de la biomasa
aérea de plantas de L. tenuis sin inocular, cultivadas en suelo con distintas concentraciones
de glifosato, revel6 que la aplicacion del herbicida en dosis mayores o iguales a 3,2 mM
afecta la produccion de biomasa aérea (Figura 17).
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Figura 17.Producciéon de Biomasa aérea de plantas de L. tenuis cultivadas con distintas
concentraciones de glifosato comercial.

Una vez que evaluamos el efecto del herbicida sobre el desarrollo de las plantas,
decidimos analizar su efecto sobre la simbiosis con las cepas de rizobios antes
mencionadas. Tal como se menciond en la Introduccion, para que los rizobios reduzcan el
nitrogeno atmosférico a amonio, deben primero infectar la raiz de la planta hospedante y
alojarse en el noédulo. Es por ello que lo primero que se evaluo en las plantas inoculadas, es
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la capacidad de los rizobios de formar nédulos en presencia del herbicida. Luego de evaluar
detenidamente las raices de las plantas extraidas de las macetas, observamos que la
cantidad y el aspecto de los ndédulos en las plantas inoculadas era similar,
independientemente del tipo y dosis del herbicida presente en el suelo (Figura 18). Este
resultado indica que la etapa inicial de sefalizacién que ocurre durante la interaccion entre
L. tenuis y las cepas de rizobios ensayadas, necesaria para la formacién de nédulos, no se
ve afectada por la presencia de glifosato, en ninguna de las dosis ensayadas.
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Il - Sin indculo

Figura 18. Presencia de nédulos en plantas de L. tenuis a distintas concentraciones de glifosato
comercial en suelo.
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Si bien observamos que la etapa inicial de formacién de nédulos no se afecta por la
presencia del herbicida, cabe la posibilidad de que los mismos no sean funcionales debido a
alteraciones durante procesos posteriores de la simbiosis que involucran la colonizacion y
diferenciacion de los rizobios en bacteorides para fijar el nitrdgeno atmosférico y
transformarlo a amonio. En nuestro estudio no analizamos la estructura de los nédulos pero
evaluamos su funcionalidad a través de un parametro indirecto que es la produccién de
biomasa aérea de las plantas inoculadas en comparacion con las plantas sin inocular.

En primer lugar evaluamos la eficiencia de ambas cepas comparando su
comportamiento simbidtico en plantas no expuestas al glifosato. Como se observa en la
Figura 19 la eficiencia de las dos cepas testeadas es diferente, la cepa X24 aislada de
suelos con historia de glifosato, si bien desarrolla nédulos no incrementa significativamente
la biomasa de L. tenuis respecto de la observada en plantas sin inocular, en ausencia de
glifosato. Por el contrario, la cepa BD68 mejoro significativamente la produccién de biomasa
aérea comparado con la de las plantas sin inocular y resulté mas eficiente que la cepa
X24.

Cuando evaluamos su comportamiento en suelos con glifosato observamos que
dosis equivalentes a 1,5mM provocan una disminucion significativa del PS de la parte aérea
de las plantas inoculadas con la cepa BD68 respecto de la observada en plantas inoculadas
con dicha cepa sin glifosato. Mas aun, en estas condiciones, la producciéon de biomasa de
plantas inoculadas con la cepa BD68 resulté similar a la obtenida en plantas sin inocular o
inoculadas con X24 (Figura 19).
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Figura 19. Eficiencia simbiética de los aislamientos en presencia de glifosato comercial a
distintas concentraciones.

Por otro lado, en suelos con 3,2 y 6,4mM se observé que la inoculacion con rizobios
no mejord significativamente la produccion de biomasa aérea respecto de la observada en
plantas sin inocular. Sin embargo, bajo estas condiciones hay que considerar que el
glifosato afecta negativamente el desarrollo de las plantas sin inocular. Por lo cual no se
puede considerar que el efecto del herbicida sobre la simbiosis sin tener en cuenta el efecto
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previo sobre la planta. Por otra parte, resultd llamativo que en los suelos tratados con 64mM
de glifosato comercial, la inoculacion de L. tenuis con DB68 incrementé significativamente la
producciéon de biomasa aérea respecto de la observada en plantas sin inocular. Es posible
que, bajo estas condiciones que resultan restrictivas tanto para el crecimiento de la planta
como para la simbiosis, la inoculaciéon con una cepa efectiva como BD68 represente una
ventaja para la planta por el aporte de los productos de fijacién del nitrégeno atmosférico
gue son asimilados por la misma y le permiten mejorar la produccién de biomasa respecto
de las plantas no inoculadas o inoculadas con una cepa ineficiente como X24.
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5. Discusioén y conclusiones
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El glifosato es el herbicida mas usado en el mundo (Woodburn, 2000), con ventas
que alcanzan el 11% del valor total del mercado de los productos agroquimicos (Agrow,
2002). En Argentina, su consumo es cada vez mayor, alcanzando los 100 millones de litros
solamente en el afio 2007 (CASAFE, 2007). Este herbicida es utilizado para el control de
malezas anuales y perennes, gramineas y latifoliadas que pueden competir con cultivos de
interés agricola (Arregui et al, 2009).

En la region de la Pampa Deprimida, es frecuente el uso del glifosato para practicas
de promocion de especies de alto valor forrajero como L. tenuis, que se basan en eliminar
malezas que compiten con la leguminosa, cuya principal desventaja es el escaso vigor en la
fase inicial de crecimiento. Esta practica se realiza para favorecer el desarrollo de L. tenuis
e incrementar el contenido de proteinas de las pasturas que estan destinadas al consumo
del ganado vacuno, principal actividad econémica de la regién.

Al presente, no esta claro si la aplicacién de formulaciones comerciales de este
herbicida puede ocasionar perjuicios a la comunidad microbiana del suelo, particularmente a
un grupo especifico de bacterias que establecen relaciones mutualistas beneficiosas con
plantas, como los rizobios.

Dado que la calidad proteica de L tenuis depende en gran medida, de la interaccién
con este grupo de bacterias y de la eficiencia de las mismas para fijar el nitrégeno
atmosférico, resulta clave determinar si la aplicacion del herbicida afecta de algun modo a
este grupo funcional de microorganismos, para valorar la conveniencia o no del uso de esta
practica agrondmica en la region. Por este motivo, el objetivo del trabajo se focalizé en
evaluar el impacto que tiene el uso de formulaciones comerciales de glifosato sobre la
viabilidad y funcionalidad de los rizobios que interaccionan simbidticamente con L. tenuis

En los suelos de la Pampa Deprimida la cantidad de rizobios nativos que
interaccionan especificamente con L. tenuis es considerablemente elevada, alcanzando
niveles entre 10* y 10° rizobios/g de suelo, En estudios previos se ha determinado que esta
poblacion nativa es genéticamente muy diversa y variable en relacion a su capacidad
fiiadora de nitrégeno y tolerancia a condiciones de estrés abidtico (Estrella et al., 2009).
Dado que la variabilidad genética juega un rol muy importante en la evolucién de las
interacciones simbidticas nos intereso evaluar si la aplicacién de glifosato afectaba de algun
modo esta caracteristica. Cuando se compard la variabilidad genética de rizobios aislados
de suelos con historia de aplicacion de glifosato, con la de aislamientos de esa misma
region, sin historia del herbicida, observamos una baja proporcién de rizobios con perfiles
REP-PCR unicos. Esos resultados sugieren que el glifosato comercial Round Up Full I,
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aplicado anualmente a concentraciones de 64mM a tasa de 100L/ha’ y durante al menos
siete afios, reduce la diversidad genética de la poblacion nativa de rizobios que interacciona
simbidticamente con L. tenuis.

Sin embargo, estudios previos en los que se evalud el efecto del glifosato sobre las
comunidades de microorganismos del suelo, sugieren que las formulaciones comerciales
del herbicida son inocuas cuando se aplican en dosis que no superan los 5 kg ea/ha, (Olson
y Lindwall, 1991, Stratton, 1990; Stratton y Stewart, 1992; Busse et al, 2001 ). Por otra
parte, la aplicacién de dosis superiores a la mencionada, puede estimular la respiracion
basal del suelo (Stratton y Stewart, 1992; Haney et al, 2000; Busse et al, 2001.), y afectar
los ciclos de nutrientes (Muller et al, 1981; Carlisle y Trevors, 1986; Stratton, 1990)
incrementando la concentracion de los microorganismos cultivables del suelo (Chi-chu Lo,
2010; Olson and Lindwall, 1991; Stratton and Stewart, 1992; Ratcliff et al. 2006; Zabaloy et
al. 2012). En algunos casos, incluso se ha observado que tanto las moléculas de glifosato,
como de sus principales productos de degradacién, quedan disponibles en el suelo para ser
utilizadas por algunos microorganismos como fuente de P y C (Borggaard and Gimsing,
2008), lo que conduce a un incremento en la biomasa y actividad microbiana (Haney et al.
2000; Wardle & Parkinson 1990).

Se ha demostrado que la presencia del herbicida produce alteraciones en la
estructura de la comunidad microbiana, incrementando la abundancia de algunos
microorganismos sobre otros (Ratcliff , 2006, Carlisle y Trevors, 1988; Dick y Quinn, 1995;
Busse et al., 2001). En este sentido, es posible que la baja diversidad genética observada
en la poblacién nativa de rizobios de L. tenuis expuesta durante varios anos al glifosato, se
atribuya a la baja tolerancia de algunos simbiontes a las concentraciones residuales de
formulaciones comerciales del herbicida o a los productos de degradacion que puedan estar

presentes en el suelo.

Como se menciond en la introduccién, el glifosato puede resultar nocivo para las
bacterias y hongos debido a que en este grupo de microorganismos esta presente la ruta
del acido shikimico, que es el blanco de accién del herbicida. Cabe recordar que el acido
shikimico es necesario para la sintesis de aminoacidos aromaticos y diversos productos
secundarios de importancia para el metabolismo microbiano (Bentley, 1990; Franz et al.,
1997). Recientes estudios muestran también que el glifosato inhibe el citocromo P450, una

? Equivalente a 1kg/ha de ea de glifosato
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superfamilia de hemoproteinas presente en bacterias, arquea y eucariotas (Lamb et al.,
1998; Samsel y Seneff, 2013), intensificando su efecto cuando se utilizan los formulados
comerciales. Esto ultimo también quedd demostrado por Tsui y Chu (2003), quien observo
que los agentes tensioactivos presentes en las formulaciones comerciales resultaban
téxicos para distintas especies de bacterias y protozoos.

A pesar de la toxicidad que tiene el glifosato, segun reportes que se han publicado a
la fecha, las bacterias y especificamente los rizobios son capaces de tolerar este herbicida
en niveles muy variables. Se ha observado por ejemplo que especies de B japonicum y B
elkanii que interaccionan con soja se ven afectadas en su crecimiento en medio sintético
suplementado con concentraciones de 2,55.10“mM ea de glifosato comercial (Zapp Qi y
Round Up Transorb) y puro (Barbosa dos Santos et al, 2004), mientras que
concentraciones de 0.01mM de ea del herbicida puro pueden ser inhibitorias del crecimiento
de B. japonicum (Jaworski (1972)). Por otra parte, Eberdach and Douglas, 1989 observaron
una reducciéon del crecimiento para cepas de Rhizobium trifolii, simbiontes de Trifolium
subterraneum L. en presencia de 0,06mM y 0,12mM de formulaciones de glifosato
comercial no especificadas.

En el caso particular de los simbiontes de L tenuis, se desconoce el nivel de
tolerancia de los formulados comerciales de glifosato. Por esta razén, otro de los objetivos
de este trabajo se centré en evaluar tanto en medio sintético como en suelo, si dichos
formulados afectaban el crecimiento de estos simbiontes. Las evaluaciones realizadas en
medio AB sacarosa, revelaron que la mayoria de los aislamientos (93%) son incapaces de
crecer en presencia de dosis superiores a 1,5mM de ea de glifosato comercial. Ademas, se
observé una menor tolerancia al herbicida comercial Round Up Full Il que a Glacoxan Total.
Auln asi, si se compara el nivel de tolerancia de los distintos rizobios, se puede concluir que
los simbiontes de L tenuis, al menos en condiciones de cultivo in vitro, tienen una tolerancia
mayor al herbicida que los simbiontes de otras leguminosas.

Para evaluar el efecto del herbicida en una condicién que se asemejara mas a la real
en el campo, decidimos complementar los analisis de tolerancia realizados en medio
sintético con un ensayo de viabilidad, en suelo obtenido de las zonas que se destinan a
promocionar L tenuis. Como modelo de estudio de los simbiontes de L tenuis utilizamos una
cepa de M. loti, caracterizada previamente en el laboratorio, que posee una alta eficiencia
para fijar nitrégeno atmosférico en simbiosis con esta leguminosa. Para facilitar su
identificacion y recuento en el suelo, se utilizé una variante transformada en el cromosoma
que expresa constitutivamente la proteina fluorescente verde (GFP) y es resistente al
antibidtico Nm Luego de cuantificar la viabilidad de la cepa en suelos con el herbicida,
observamos que la tolerancia de este simbionte a los formulados comerciales es mayor que
en medio sintético. Este resultado puede explicarse en parte por la capacidad del herbicida
de ser adsorbido por acidos humicos del suelo, tal como ha sido reportado por algunos
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autores (Piccolo et al, 1995, 1996; Albers et al, 2009; Banta et al, 2009; Mazzei y Piccolo,
2012), quedando de ese modo menos disponible para los microorganismos. Mas aun,
estudios presentados por Shehata (2014) revelaron que los acidos humicos pueden inhibir
el efecto antimicrobiano del glifosato en diferentes bacterias.

En general se ha observado que la biodisponibilidad del glifosato en suelos es muy
variable y dependiente de multiples factores (Mamy et al., 2010; Doublet et al., 2009; Albers
et al, 2009; Cox, 1995). En un trabajo reciente Primost (2013), observé que no existe una
correlacion significativa entre los niveles del herbicida en suelo y la dosis de la ultima
aplicacion, pero si se da una buena correlacién con el total de las dosis del herbicida
aplicadas en los ultimos 7 afios.

En el caso particular de la region de la Pampa Deprimida en la Cuenca del Salado,
no existe informacion sobre los niveles de glifosato residual que puedan haberse acumulado
en los ultimos afos, en los suelos donde se promociona el L tenuis, como para determinar
si los niveles acumulados se correlacionan o no con los niveles del herbicida que evaluamos
tanto en medio sintético como en suelo. Sin embargo, a partir de nuestros resultados
podemos concluir que en el caso de que la concentracién residual sea inferior o igual
54gr/ha'®, es altamente probable que no afecte significativamente el nimero de simbiontes
de L tenuis.

Por otra parte, aun en el caso que estos simbiontes permanezcan viables, se
desconoce si a esa concentracién los rizobios son funcionalmente efectivos, es decir si son
capaces de interaccionar simbidticamente con L tenuis y promover su crecimiento mediante
la fijacion del nitrégeno atmosférico.

Por este motivo, se decidio evaluar la capacidad promotora de estos simbiontes en
suelos a los que se les aplicé el herbicida comercial en un rango de dosis que incluyd la
dosis habitual que se utiliza en el campo para promover L tenuis. En primer lugar
observamos que el herbicida comercial en las dosis evaluadas no afectd la formacién ni el
numero de nodulos. Este comportamiento coincide con lo observado en las zonas
destinadas a la promocion de la leguminosa, donde la totalidad de las plantas estaban
noduladas.

Si bien no se observaron efectos negativos sobre la formacion de ndédulos, es
importante evaluar si los mismos permanecen funcionalmente activos en presencia del
herbicida, para descartar posibles efectos sobre la capacidad fijadora de nitrégeno. Por este

10 Equivalente a la concentracion superficial de glifosato en una aplicacién de 3,2mM de ea de glifosato en una
tasa de 100L/ha
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motivo analizamos si el glifosato afectaba la produccién de biomasa de las plantas de L.
tenuis inoculadas y no inoculadas con rizobios y observamos que a concentraciones
superiores o iguales a 25gr/ha'’ se afecta negativamente la producciéon de biomasa aérea
alcanzada por el tratamiento de inoculacion. Estos resultados nos permiten concluir que en
el caso que los suelos de la regidon acumularan los niveles mencionados, se afectaria la
actividad promotora del crecimiento, producto de la interaccion simbidtica y fijacién de
nitrégeno de los rizobios de L. tenuis.

Por otra parte, observamos que el crecimiento de la leguminosa sin inocular
disminuyé de manera significativa en presencia de niveles superiores o iguales a 54 gr/ha
de glifosato comercial. Esto limita el analisis para los resultados a concentraciones
superiores, visto que no podemos analizar la simbiosis cuando las plantas de L. tenuis estan
siendo afectadas por el glifosato directamente. Mas alla de esto, resulté llamativo que en
suelos con niveles de 1 kg/ha del herbicida, la interacciéon simbidtica con rizobios eficientes
para fijar nitrégeno, mejord la produccién de biomasa aérea de la leguminosa, superando la
produccién en ausencia del inoculante. Esto puede atribuirse a que en condiciones de
estrés la interaccion con rizobios eficiente se ve beneficiada. Una respuesta similar se
observa cuando las plantas de L. tenuis son expuesta a estrés abiotico, por ejemplo en
presencia de medios con elevada salinidad.

El efecto negativo del glifosato sobre la simbiosis con otras leguminosas también ha
sido reportada por otros autores (Bohm et al. (2008); De Maria et al, 2006; Hernandez et al.,
1999; Eberdach and Douglas, 1989). Especificamente en rizobios simbiontes de lupin, se
observd una disminucion de la actividad nitrogenasa 24 hs después de la aplicacion de
glifosato a dosis subletales (1,25 mM). Esta disminucién se atribuye a la inhibicién de la
mayor parte del fosfoenolpirubato (PEP) producido en la via del shikimato, privando de ese
modo de sustratos energéticos a los bacteroides, e imposibilitando la fijacién de
nitrégeno (De Maria et al, 2006).

También se ha reportado que el glifosato, por ser un fuerte quelador de metales
(Glass, 1984), inmoviliza micronutrientes como el Fe y el Mn, que son esenciales para
distintas vias metabdlicas entre ellas la fijacion de nitrogeno (Bellaloui et al, 2009, Johal and
Huber, 2009). El glifosato también puede disminuir la disponibilidad del Ni en la rizésfera,
afectando la enzima hidrogenasa, responsable de asimilar el H, producido en la fijacion de
nitrdgeno para la obtencion de energia (Zobiole et al. 2010). Incluso en estudios mas
detallados donde se evalu6 el efecto del glifosato sobre la estructura y ultra estructura de

u Equivalente a la concentracidn superficial de glifosato en una aplicacidon de 1,5mM de ea de glifosato en una
tasa de 100L/ha
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los ndédulos, se observé degradacion del citosol de los bacteroides y ruptura de la
membrana bacteroidal en Bradyrhizobium sp. simbiontes de Lupinus a 2,5mM ea. (De Maria
et al, 2005). En concentraciones superiores (5 — 10mM) se detectd la aparicién de una
proteina transmembrana, similar a una porina, que provoca la desintegracion de la
membrana del simbiosoma, un desequilibrio osmaético y una inhibicién del transporte entre el
bacteroide y el citosol de las células vegetales (De Maria et al. 2007).

En base a lo expuesto y considerando los resultados obtenidos en este trabajo, seria
de gran interés complementar estos estudios con determinaciones de los niveles residuales
de glifosato comercial en los suelos de la region de la Pampa Deprimida para evaluar de
manera mas precisa la conveniencia o no del uso de la practica de promocion de L tenuis
en la region. Ademas seria importante continuar y profundizar con los estudios de la
simbiosis entre rizobios y L tenuis para contribuir al conocimiento de los mecanismos por los
cuales el glifosato afecta la fijacion de nitrégeno.

Conclusiones

+ Se observé un baja variabilidad genética entre los rizobios de L. tenuis aislados en
suelos con historia de glifosato.

» Latolerancia de los rizobios simbiontes de L tenuis al herbicida glifosato, evaluada in
vitro, depende de la formulacién siendo menor al Round Up Full Il que al Glacoxan
Total.

* Dosis inferiores o iguales a 3,2mM de Rodund Up Full Il aplicadas a tasas de
100L/ha en suelos de la regién de la Pampa Deprimida, no afectan la viabilidad de
los simbiontes de L tenuis.

» El glifosato aplicado en suelo, en las dosis habituales para eliminar malezas (1kg/ha
de ea de glifosato), no afecta la formacién de nédulos, producto de la simbiosis
mutualista entre rizobios y L. tenuis.

* La aplicacion de dosis superiores o iguales a 25gr/ha ea del herbicida en suelo,
limita la produccién de biomasa aérea de plantas de L. fenuis alcanzada mediante la
interaccion simbidtica con rizobios fijadores de nitrogeno.
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Anexo |

Ficha técnica del Glifosato

Foérmula quimica del principio: C3HsNOsP
NuUmero de CAS: 1071-83-6

Peso molecular: 169

@)

H
HO N\/ ""OH
H

Or'-pﬂo

Punto de fusion: 189.5 °C (999 g/Kg)

Punto de ebullicién: se descompone

Presion de vapor: 1.31 x 10° Pa (25°C, acid)

Constante de disociacién: pKa: 2.34 (20 °C), 5.73 (20 °C), 10.2 (25 °C)
Solubilidad en agua: pH 2: 10.5 + 0.2 g/l (20 °C, 995 g/kg)'?

Log Kow: -0,7apH 1;-1,15apH 3;-1,30apH 5;-2,9apH 7;-3,05apH 7,5;-1,90 a pH 9; -0,80 a pH
11

Coeficiente de particion: Log n-octanol/agua entre 4,59 y 1,70
Coeficiente de particion agua - sedimento suelo (normalizado): entre 9 y 600.000 I/kg
Constante de la ley de Henry: 5,36 x 10-15 atm.m*/mol (25 °C)

Coeficiente de reparto carbono organico- agua (Koc): 21000 ml/g."

'2 European Comission, 2002
3 UNL, 2010
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Anexo ll

Datos utilizados para determinar la tolerancia de la coleccion de rizobios provenientes de
suelo con historia de glifosato a los herbicidas comerciales Round Up Full Il y Glacoxan

Total.
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Glacoxan Total
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