Capitulo 9

Intoxicacion de plantines de Eucalyptus
camaldulensis Dehnh sometidos a la
deriva simulada de glifosfato

Meloni, D. A.'; M. C. Silva'; M. G. Targa'; D. Moura Silva’; G. 1.
Bolz6n de Muiiiz’ y A. Catan'

El uso de herbicidas en plantaciones de E. camaldulensis

Segun el Ministerio de Agricultura, Ganaderfa y Pesca de la Nacion, la Repuiblica
Argentina cuenta actualmente con aproximadamente 1.200.000 hectareas de
bosques cultivados, de las cuales 292.200 son de Eucalyptus, distribuidas en las
provincias de Misiones, Corrientes, Entre Rios, Buenos Aires y el noroeste
argentino. Las plantaciones E. grandis y E. saligna ocupan una mayor supetficie,
seguidos por E. camaldulensis, E. tereticornis, E. viminalis y E. globulus (Beale y Ortiz
2013).

En el noroeste argentino, Ewucalyptus camaldulensis Dehnh. (“eucalipto rojo”) puede
desarrollar rodales con caracteristicas silviculturales adecuadas para su uso
industrial. Esta especie posee una gran plasticidad y resiste condiciones de
extrema sequia (Moglia ez a/., 2008).

La eliminacién de la competencia de malezas en el cultivo de Euwcalptus es
fundamental en las etapas iniciales de crecimiento hasta el cierre de copa (Villalba
et al. 2010; Garcia ef al 2015). Segun Aparicio et a/ (2005) en estudios realizados
sobre el establecimiento de Ewcalyptus grandis el efecto negativo de las malezas en
el crecimiento se debe a que las raices de la nueva plantacién y de las malezas se
concentran en la supetficie del suelo donde la disponibilidad de nutrientes es mas
alta (en particular nitrégeno y fésforo). Asi mismo, Garau ¢f a/. (2009) detectaron
diferencias significativas en el crecimiento en diametro y en altura de plantines de
Eucabyptus globulus spp maidenii durante los primeros meses de implantaciéon en
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suelos enmalezados. También demostraron que la presencia de malezas disminuye
area foliar y el volumen del fuste.

El manejo de malezas es una de las practicas silvicolas mds importantes en viveros
y plantaciones forestales. Se tealiza mediante métodos mecanicos, quimicos, o la
combinacién de ambos. El uso de agroquimicos es una practica comun, siendo el
glifosato el herbicida postemergente mas utilizado en viveros y plantaciones de
Eucalyptus (Tuffi Santos ez 2/, 2009). Sin embargo el uso recurrente de glifosato a
lo largo del ciclo de desarrollo del Eucalyptus puede ser perjudicial para el propio
cultivo, debido a las derivas accidentales que se producen durante las aplicaciones
manuales o mecanizadas (Velini ez a/, 2008; Costa ¢t al., 2012). Algunos estudios
reportan que el contacto de herbicidas con las hojas de especies forestales puede
causar considerables pérdidas en la produccién de madera, como consecuencia de
la disminucién del crecimiento y muerte de las plantas menos desarrolladas dentro
del rodal (Minogue y Osiecka, 2015; Santos Junior ef al., 2015). La magnitud del
dafio es proporcional a la dosis recomendada para el control de malezas (Cruz
Hipdélito ez al., 2013).

Respuestas de vegetales a la aplicacion de glifosato

Entre los herbicidas mas utilizados se encuentra el glifosato (N-fosfonometil
glicina) (Duke y Powles, 2008), ya que controla un amplio espectro de malezas.
Es sistémico, no selectivo y facilmente transportado desde las hojas hasta los
tejidos meristematicos. Actia inhibiendo la enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-
fosfato sintasa (EPSPS), responsable de la sintesis del corismato (Figura 1), un
intermediario en la ruta del 4cido shikimico, que conduce a la sintesis de
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptéfano) (Alcantara de la Cruz
et al., 20106).

Se han identificado especies resistentes al glifosato, que manifiestan una
disminucién en la absorcién y/o traslocacion del herbicida, secuestro en vacuolas,
metabolismo del principio activo (Cruz Hipdlito ez al, 2013), de este modo menos
herbicida llega al sitio de accién. El glifosato puede ser metabolizado
enzimaticamente a otros compuestos no toxicos, tales como glioxilato, sarcosina
y aminometil fosfonato. También se ha detectado la degradacion del glifosato a
compuestos no téxicos (Sammons y Gaines, 2014). Otro mecanismo de tolerancia
esta dado por la pérdida de afinidad entre la proteina (EPSPS) y el herbicida,
sobreexpresion de esta proteina, y mutaciones espontineas que ocurren
aleatoriamente (Yu ¢/ al., 2015).
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Figura 1. Modo de accién del glifosato, inhibiendo la actividad de la enzima 5-enolpiruvil-
shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS), clave en la sintesis de los aminodcidos fenilalanina, tirosina y
triptéfano.

Sintomas de intoxicacién por glifosato

Se realizaron ensayos en la Universidad Nacional de Santiago del Estero, con
plantines de E. camaldulensis de un afio de edad, crecidos en macetas plasticas en
invernaculo. Dosis de 30 y 60 g de glifosato L' produjeron sintomas visibles de
intoxicacién a partir del cuarto dfa de aplicaciéon (Figura 2). Los dafios por
intoxicacién comenzaron a manifestarse en la parte superior de los plantines,
avanzando progresivamente hacia la base. Se observo clorosis y necrosis tanto en
la porcién basal (préxima al peciolo) como en la parte apical de las hojas. Estos
resultados coinciden con los reportados en E. grandis (Tutfi Santos ez al. 2008)

La clorosis observada puede ser consecuencia de la degeneraciéon de los
cloroplastos o degradaciéon de clorofilas, tal como se ha observado en otras
especies expuestas al glifosato.
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Figura 2. Sintomas de intoxicacion por glifosato en hojas de E. camaldulensis.

La emision de fluorescencia como herramienta para detectar estrés en
plantas: fundamentos tedricos

La fotosintesis se inicia cuando la luz es absorbida por los pigmentos que se
encuentran en la membrana tilacoidal del cloroplasto. Parte de la energfa
absorbida es transferida como energia de excitacién y atrapada por el centro de
reaccion, ingresando a la cadena transportadora de electrones (se obtienen como
productos finales ATP y NADPH). Otra parte es disipada como calor o
fluorescencia (energia luminosa de menor longitud de onda). Esta distribucién de
la energfa ocurre simultaneamente, de tal forma que el incremento en la eficiencia
de un componente producird una disminucién en el otro. Por lo tanto, a través de
la medicién del rendimiento de la fluorescencia de la clorofila se puede obtener
informacién de la eficiencia fotoquimica y la disipacién térmica de la energia

absorbida.
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El anilisis de la fluorescencia de la clorofila 4, constituye un método sensible y no
destructivo para la deteccion y cuantificacion de los cambios inducidos en la etapa
fotoquimica de la fotosintesis. Recientemente ha sido utilizado para evaluar el
grado de dafio del aparato fotosintético, bajo diferentes condiciones de estreses
ambientales, tales como temperaturas extremas (Zushi ¢7 al., 2012), sequia (Gomes
et al., 2012), salinidad (Duarte ez af., 2013) y herbicidas (Souza ef al., 2013).

En los ultimos afios se han desarrollado y perfeccionado fluorémetros portatiles
que permitieron su aplicacion en trabajos de campo.

Tanto la técnica como el calculo de las vatiables de fluorescencia se basan en
fundamentos fisicoquimicos complejos, cuyo desarrollo queda fuera del ambito
de este capitulo. Para profundizar aspectos tedricos pueden consultarse los
trabajos de Strasser ¢z a/. (2000, 2005).

En la actualidad se utilizan principalmente dos técnicas fluorométricas: transiente
y modulada. En el primer caso, la hoja se adapta previamente a la oscuridad
durante aproximadamente 30 minutos; posteriormente se expone a luz de 650 nm
con una intensidad de 3000 pmol fotones m2 s! durante 1-10 segundos, y se
registra la emision de fluorescencia desde los 10 ps hasta los segundos
programados. Asi se obtiene una cinética de emisién de fluorescencia (Figura 3),
a partir de la cual pueden calcularse algunas variables que representan la eficiencia
de los principales pasos de la etapa fotoquimica. También pueden calcularse
indices de desempefio, que representan la eficiencia de la etapa fotoquimica de la
fotosintesis y tienen aplicaciones practicas en las areas de ecofisiologia y
mejoramiento genético.
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Figura 3. Cinética de emision de fluorescencia transiente de la clorofila @ de hojas de Prosopis alba,

adaptadas a la oscuridad. Las letras O, |, I, P representan cuatro etapas que se encuentran presentes
en todos los organismos fotosintéticos que liberan oxigeno (Adaptado de Meloni, 2014).
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Para medir la fluorescencia modulada se utiliza un equipo que funciona siguiendo
los fundamentos del “método del pulso saturante”. Este fluorémetro consta
basicamente de cuatro fuentes de luz cualitativa y cuantitativamente diferentes: a)
luz roja modulada de baja intensidad (2 umol fotones m=2 s, 583 nm), b) pulsos
de luz actinica de alta intensidad (5 - 20.000 pmol fotones m2 s1), ¢) luz actinica
blanca continua de 300 — 600 umol fotones m? s, d) luz rojo lejano (735 nm), y
un detector que registra solamente la fluorescencia emitida en la frecuencia y la
fase de luz modulada.

Las etapas del método del pulso saturante y las variables obtenidas se
esquematizan en la Figura 4. En resumen:

1. Cuando una hoja previamente aclimatada a la oscuridad es iluminada con
luz de muy baja irradiancia, lo suficientemente débil para que no se
produzca disipacion de la energfa luminica a través de vias fotoquimicas,
emite una sefial baja de fluorescencia denominada fluorescencia minima
en condiciones de aclimatacién a la oscuridad (Fo). Esta sefial procede
principalmente de los pigmentos del complejo antena del fotosistema I1.

2. A continuacion, se aplica un pulso breve de luz saturante (normalmente
varios miles de pmol fotones m?2 s1), alcanzandose un valor de
fluorescencia maxima (Fn) que resulta de la saturacion de la etapa
fotoquimica. En estas condiciones, en la cadena transportadora de
electrones, la Quinona A estd completamente reducida. La diferencia
entre Fr, y Fo se denomina fluorescencia variable (Fy):

Fy= Fn-Fo.

3. Posteriormente se ilumina la hoja con luz actinica (es decir
fotosintéticamente activa). En estas condiciones la hoja emite una sefial
de fluorescencia minima denominada F’.

4. Seguidamente se aplica otro pulso saturante, registrandose un nuevo pico
de emisién de fluorescencia, llamado F’n. De esta manera puede
calcularse AF” (=F;), que es el cambio de fluorescencia provocado por el
cierre del fotosistema II:

AP’ (=F;) = P, - F,

5. Posteriormente la luz actinica es removida y se ilumina con luz débil del
tipo rojo lejano (A = 730 nm), obteniéndose una nueva sefial de
fluorescencia minima, llamada Fy’, que suele ser menor que Fo (medida
en oscuridad). Con este parametro se calcula F,” (fluorescencia variable
en hojas illuminadas):

F’=F,’ - Fy
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Figura 4. Curva de induccién de fluorescencia modulada de la clorofila en el método de pulso
saturante. ML: luz de medicién (no actinica), SP: pulso saturante de luz, AL: luz actinica FR: luz roja
lejana (Adaptado de Brestic y Zivak, 2013).

A partir de los parametros obtenidos de la emisién de fluorescencia modulada de
la clorofila a, se pueden calcular algunas variables muy utilizadas en ecofisiologia:

Atenuacion fotoquimica o “quenching fotoquimico” (qP). Indica la
capacidad fotoquimica actual del fotosistema II, en hojas adaptadas a la
luz, que esta relacionada con la conversiéon de energia fotoquimica a
través de la separacién de cargas en los centros de reaccién del
fotosistema II (Rohacek e# 4/ 2008). Cuantifica la fraccién actual de
centros de reaccion del fotosistema Il que se encuentran “abiertos”.
También se considera una medida del estado de oxidacién de la quinona
A. Sus valores extremos son 0 (a altas irradiancias) y 1 (en la oscuridad).
Este parametro se calcula con la siguiente ecuacion:

qP = (Fu - F)/(Fm— Fo)

Atenuacién no fotoquimica o “quenching no fotoquimico” (NPQ).
Indica la disipacién como calor del exceso de energfa radiante, en el
complejo antena del fotosistema II. Correlaciona linealmente con la
desepoxidacion de las xantofilas en el ciclo de las xantofilas. También
refleja una disminucién en el tamafio del complejo antena e inactivacién
del fotosistema II (Rohacek ez a/. 2008). Se lo calculé mediante la siguiente
ecuacion:

NPQ = (Fin -F’i)/F'
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— Rendimiento cuantico maximo del fotosistema 1. Se obtiene a partir de

la relacion F,/Fn, también denominado @po. Es una de las vatiables mas
utilizadas para detectar fotoinhibicién, o sea un dafio irreversible en el
fotosistema II. Para la mayorfa de las especies en condiciones no
estresantes presenta valores de aproximadamente 0,832. En el caso de
plantas sometidas a estrés severo dicho valor se reduce significativamente
(Brestic y Ziveak, 2013).

Uso de variables de fluorescencia en la cuantificacion del dafio producido
por la deriva de glifosato

La evaluacion de la fluorescencia de la clorofila 2 permite medir la fraccién de luz
fotosintéticamente activa, que es absorbida y no utilizada en la etapa fotoquimica.
A través de esta técnica también se pueden detectar dafios en la maquinaria
fotosintética de la planta (Buonasera ez a/, 2011).

En la Universidad Nacional de Santiago del Estero se realizaron ensayos de
aplicacion de glifosato sobre plantines de E. camaldulensis de un afio de edad. Se
simulé la deriva del herbicida aplicando 129,6 g de glifosato/ha mediante un
pulverizador, con una presiéon de 250 KPa. Diariamente se hicieron mediciones
de emision de fluorescencia modulada mediante el uso de un fluorémetro portatil
(Walz GmbH FEichenring, 691090 Effeltrich). Las mediciones se efectuaron
durante el horario comprendido entre las 8:30 y 10:30, y se calcularon los valores
de quenching fotoquimico, quenching no fotoquimico y relacion Fy/Fu,.

A partir del cuarto dia posterior a la aplicacién del glifosato se verificé una
disminuciéon en el quenching fotoquimico, y un aumento en quenching no
fotoquimico, respectivamente (Figura 5). La respuesta al glifosato fue mas
acentuada en el quenching no fotoquimico que en el quenching fotoquimico,
coincidiendo con lo observado en otras especies sometidas a estreses ambientales.
Frankart ez a/. (2003) sugieren que el quenching no fotoquimico es el marcador
biolégico mas apropiado para detectar dafios por herbicidas tanto a campo como
en laboratorio.

Pagina | 120



LOS BOSQUES Y EL FUTURO Consolidando un vinculo permanente en educacion forestal

0,75 - \

qP
o
v
/

—@— Testigo

0,25 A
-4- Glifosato (129,6 g/ha)

0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (dias)
1,6 q
_ B
—@— Testigo
———h
_ A
1,2 1 - Glifosato (129,6 g/ha) /
//
A-=-4
g o5 /
2 ]

Tiempo (dias)

Figura 5. Quenching fotoquimico, qP (A) y quenching no fotoquimico, NPQ (B) en hojas de
plantines de E. camaldulensis tratados con 0 (testigo) o 129,6 g/ha de glifosato (Meloni, datos
inéditos).

Estos resultados indican que el glifosato disminuyé la proporcién de centros de
reaccién activos en el fotosistema 11, e increment6 la pérdida de energia absorbida
a través de su disipacién como calot.

A partir del sexto dia se detectd una disminucion en la relacion Fy/Fr, (Figura 6),
lo que demuestra que a largo plazo el glifosato produce fotoinhibicién (dafios en
las proteinas Dy y D2 del fotosistema 11I).

La relacién F,/Fn solo manifiesta alteraciones en casos de estrés severo, y su
disminucioén en los de plantines de E. camaldulensis coincidié con la apaticiéon de
necrosis pronunciada en la mayorfa de las hojas. En este sentido el estrés generado
por el glifosato en E. camaldulensis fue mas severo que el producido por Bentazona
en soja, donde no se detectaron cambios en la relacion F,/Fn pese a que se

registré una inhibicién en la etapa fotoquimica de la fotosintesis (Souza ef al,
2014).
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Figura 6. Relacién F,/Fy, en hojas de plantines de E. camaldulensis tratados con 0 (testigo) o 129,6
g/ha de glifosato (Meloni, datos inéditos).

Consideraciones finales

Pese a que E. camaldulensis posee un gran potencial para el desarrollo forestal del
noroeste argentino, su tolerancia a herbicidas debe ser estudiada en profundidad.
Esto se debe a que dichos productos son aplicados frecuentemente para el control
de malezas, tanto en viveros como en plantaciones. Por otra parte la aplicacion
de herbicidas a través de avionetas en cultivos extensivos como soja, puede
facilitar su deriva hacia plantaciones forestales.

En la Universidad Nacional de Santiago del Estero se realizaron ensayos de
simulacion de deriva de glifosato sobre plantines de E. camaldulensis; demostrando
que la especie es sensible a dicho herbicida.

Como indicadores ecofisiologicos del dafio producido en hojas se sugiere el uso
de variables de fluorescencia, ya que es un método no destructivo que puede
aplicarse en condiciones de campo. La variable mas sensible en caso estudiado
fue el quenching no fotoquimico, seguida por el quenching fotoquimico y la
relacion Fy/Fa.

Debido a la gran variabilidad genética que caracteriza a las especies forestales, en
futuros ensayos deberan compararse las respuestas de diferentes familias de E.
camaldnlensis. Como apoyo a las variables ecofisiolégicas se caracterizara la
presencia de barreras foliares a la penetracion de herbicidas, mediante estudios de
epidermis. También se evaluara el dafio producido por el glifosato a nivel
anatémico, para realizar una correlacién estructura-funciéon.
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Enla Figura 7 se resumen las respuestas fisiologicas de plantulas de E. camaldulensis
a la aplicacion de glifosato.

Clorosis
(degradacion de
clorofilas)

Deriva de glifosato
en plantines de Fotoinhibicién
Eucalyptus (dafios en el FSII)
camaldulensis

Menos centros de
reaccion del FSII
activos

Mayor disipacién
de energfa como
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Figura 7. Respuestas fisiologicas de plantines de E. camaldulensis a la aplicacién de glifosato.
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