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La deriva de glifosato inhibe la fotosintesis y produce estrés

oxidativo en Eucalyptus camaldulensis

Glyphosate drift inhibes photosynthesis and produces oxidative stress to Eucalyptus
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RESUMEN

El desarrollo de plantaciones de Eucalyptus
camaldulensis tiene un gran potencial en el
noroeste argentino, ya que puede producir
madera con caracteristicas fisicas y mecanicas
adecuadas para su uso industrial. EI manejo de
las plantaciones forestales requiere del uso de
herbicidas, siendo el glifosato el mas frecuente.
Este trabajo tuvo como objetivo poner a prueba
la hip6tesis que la deriva de glifosato inhibe la
fotosintesis, y produce estrés oxidativo en hojas
de E. camaldulensis. Se realizaron ensayos en
invernaculo, con plantines E. camaldulensis de
un afio de edad. Se aplicaron dos dosis de
herbicida: 3y 6 L de glifosato ha?, y un testigo
sin tratar. Diez dias después de la aplicacion del
herbicida, se realizaron mediciones de emisién
de fluorescencia modulada e intercambio
gaseoso, y se cuantificd la concentracion de
malondialdehido (MDA), y las actividades de
las enzimas superdxido dismutasa (SOD), y
peroxidadas (POD). Se utilizé un disefio
experimental completamente aleatorizado, con
10 repeticiones, y los resultados se analizaron
con ANOVA y Test de Fisher. Ambas dosis de
glifosato disminuyeron el nimero de centros de
reaccién activos, e incrementaron la disipacion
de energia como calor; la mayor dosis produjo
fotoinhibicion. Hubo una disminucién en la tasa
fotosintética; como consecuencia de la
inhibicion en la etapa fotoquimica, y por cierre
estomatico. El herbicida produjo peroxidacion
de lipidos, pese a incremento en las actividades
SOD y POD. Se confirmd la hipdtesis
propuesta.

Palabras clave: eucalipto rojo, fluorescencia
modulada, intercambio gaseoso, herbicidas.

ABSTRACT

Developing  plantations of  Eucalyptus
camaldulensis has high potential in north-west
Argentina since  wood of physical and
mechanical features appropriated for industrial
use can be obtained. Managing forest
plantations demands using herbicides, being
glyphosate the most frequently employed. This
work aimed to test the hypothesis that
glyphosate drift inhibes photosynthesis and
produces oxidative stress to E. camaldulensis.
Tests were carried out in a greenhouse by
applying doses of 3 and 6 L ha of glyphosate
on one-year old E. camaldulensis seedlings and
a control left untreated. Ten days later, the
emissions of modulated fluorescence and gas
exchange were measured, and the concentration
of malondialdehyde (MDA) besides the
activities superoxide dismutase (SOD) and
peroxidase (POD) were quantified. A 10-
replicate completely randomized experimental
design was utilized and the results analyzed
using ANOVA and the Fisher’s Test. Both doses
of glyphosate lowered the number of centers of
reaction active and increased energy dissipation
as heat; the highest dose brought about
photoinhibition. A decrease  of  the
photosynthetic rate occurred due to the
inhibition of the photochemical stage and
stomate closure. The herbicide caused lipid
peroxidation despite the increase of the SOD
and POD activities. The hypothesis was
confirmed.

Key words: red eucalyptus, modulated
fluorescence, gas exchange, herbicides.
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1. INTRODUCCION

El desarrollo de plantaciones de Eucalyptus camaldulensis Dehnh. (“eucalipto rojo”) tiene un
gran potencial en el noroeste argentino, ya que puede producir madera con caracteristicas fisicas
y mecanicas adecuadas para su uso industrial. Esta especie posee una gran plasticidad, y es muy
tolerante al estrés hidrico (Moglia et al., 2008).

El control de malezas es una de las practicas silvicolas mas importantes en viveros y plantaciones
forestales. Se realiza mediante métodos mecanicos, quimicos, o la combinacién de ambos. El uso
de herbicidas es una practica comdn, siendo el glifosato el herbicida méas utilizado en viveros y
plantaciones de Eucalyptus (Tuffi Santos et al, 2009). Sin embargo el uso 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 o0 mecanizadas (Velini
et al., 2010; Costa et al., 2012).

El glifosato actia inhibiendo la enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS),
responsable de la sintesis del corismato, un intermediario en la ruta del acido shikimico, que
conduce a la sintesis de aminoécidos arométicos (Alcantara de la Cruz et al., 2016). Pese a que
se conoce el mecanismo de accion del glifosato; existen pocas referencias sobre el impacto de
este herbicida en la fisiologia de especies forestales.

Los herbicidas pueden disminuir la tasa fotosintética, y por ende la sintesis de carbohidratos
(Powles y Yu, 2010;). El anélisis de la fluorescencia de la clorofila a, constituye un método
sensible y no destructivo para la evaluacion de los cambios producidos 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 et al., 2012), sequia (Gomes et al., 2012), salinidad (Meloni et al., 2017) y
herbicidas (Sousa et al., 2014).

Bajo condiciones de estrés, la energia absorbida por los pigmentos fotosintéticos, que no es
utilizada para producir ATP y NADPH, suele conducir a la formacion de especies reactivas de
oxigeno, EROs (Sousa et al., 2014). Las EROs pueden producir peroxidacion de lipidos,
alteraciones en las membranas celulares, y degradacién de proteinas y clorofilas (Paiva et al.,
2019).

Las células vegetales estan protegidas de las EROs por un sistema antioxidante, que incluye
componentes enzimaticos y no enzimaticos (Meloni et al., 2010). Las especies vegetales mas
tolerantes a estreses abi6ticos poseen una mayor concentracion de antioxidantes, y enzimas
involucradas en las rutas metabolicas de detoxificacion de especies reactivas de oxigeno
(Naliwajski y Sktodowska, 2014).

Este trabajo tuvo como objetivo poner a prueba la hip6tesis que la deriva de glifosato inhibe la
fotosintesis, y produce estrés oxidativo en hojas de E. camaldulensis.

2. MATERIALES Y METODOS

Material vegetal: se realizaron ensayos con plantines Eucalyptus camaldulensis de un afio de
edad, crecidos en macetas plésticas, conteniendo suelo franco, y fertilizadas con N-P-K (20:5:20).
Las macetas se dispusieron en invernaculo, recibiendo irrigacion manual diaria, para asegurar
adecuada disponibilidad de agua.

Se aplicaron dos dosis de herbicida: 3y 6 L de glifosato ha* (Roundup®, sal isopropanilamina al
48 % p/v) utilizando un pulverizador manual, y un testigo sin tratar. Durante la aplicacion del
herbicida, la temperatura fue de 18 °C, y la humedad relativa del 45 %. Diez dias después de la
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aplicacion del herbicida, se realizaron mediciones de emision de fluorescencia modulada e
intercambio gaseoso y se tomaron muestras para la realizacion de determinaciones quimicas.

Fotosintesis: la emision de fluorescencia modulada se midié mediante el uso de un fluorometro
portétil (Walz GmbH Eichenring, 691090 Effeltrich, Germany). Los valores de las variables
guenching fotoquimico (gP), quenching no fotoquimico (NPQ), y relacion fluorescencia
variable/fluorescencia maxima (F./Frm), se calcularon de acuerdo a Maxwell y Johnson (2000).

Las mediciones de intercambio gaseoso y asimilacion neta de CO, se realizaron en las mismas
hojas en las que se midieron las variables de fluorescencia. Para ello se utilizé una analizador de
gases infrarrojo en un sistema abierto (IRGA-LCpro* System ADC, BioScientific Ltd.), con
camara para hojas de Arabidopsis, en condiciones de luz artificial saturante (1000 umol m? s') y
concentracion de CO, ambiental. Se midieron las siguientes variables: fotosintesis neta (A),
transpiracion (E), conductancia estomaética (gs), y concentracion intercelular de CO; (C;). A partir
de estas variables se calcul6 la eficiencia de la carboxilacion (A/Ci) y eficiencia en el uso del agua
(A/E). Se realizaron 10 mediciones en cada hoja.

Determinaciones quimicas: se cuantifico el impacto de la aplicacion de glifosato sobre el estrés
oxidativo, mediante la determinacion de la concentracién de malondialdehido (Hendry et al.,
1993). Se determinaron las actividades de las enzimas superéxido dismutasa (SOD) y
peroxidasas, a través de los métodos descriptos por Giannopolitis y Ries (1977) y Maehly y
Chance (1954), respectivamente.

Analisis estadistico y disefio experimental: se utiliz6 un disefio experimental completamente
aleatorizado, con 10 repeticiones, y los resultados se analizaron con ANOVA y Test de Fisher
(Fisher p<0,05).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El glifosato produjo una disminucion en el quenching fotoquimico, y un aumento en quenching
no fotoquimico, respectivamente (Figura 1 A, B). La respuesta al glifosato fue mas acentuada en
el quenching no fotoquimico que en el quenching fotoguimico, coincidiendo con lo observado en
otras especies sometidas a estreses ambientales. Frankart et al. (2003) sugieren que el quenching
no fotoquimico es el marcador biolégico méas apropiado para detectar dafios por herbicidas tanto
a campo como en laboratorio. Estos resultados indican que el glifosato disminuy6 la proporcién
de centros de reaccion activos en el fotosistema Il, e increment6 la pérdida de energia absorbida
a través de su disipacion como calor.

Mientras 3 L ha de glifosato no afectaron la relacion Fv/Fr, 6 L ha* produjeron una disminucién
significativa en dicha relacion (Figura 1C). Este resultado indica que altas dosis de glifosato
producen fotoinhibicion, o sea dafios en las proteinas D; y D, del fotosistema Il (Tounekti et al.,
2018).
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Figura 1. Variables de fluorescencia modulada en hojas de E.
camaldulensis tratadas agua destilada (testigo), o dosis de 3y 6 L ha!
de glifosato. gP: quenching fotoquimico (A), NPQ: quenching no
fotoquimico (B), Fu/Fm: relacion fluorescencia variable, fluorescencia
maxima (C). Letras diferentes indican diferencias significativas por el Test de Fisher
(p <0,05).

La relacion Fu/Frm solo manifiesta alteraciones en casos de estrés severo, y su disminucién en los
de plantines de E. camaldulensis coincidié con la aparicion de necrosis pronunciada en la mayoria
de las hojas. 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./Fm pese a que
se registré una inhibicién en la etapa fotoquimica de la fotosintesis (Sousa et al., 2014).

Ambas dosis de glifosato produjeron una disminucion significativa en la fotosintesis neta, siendo
el efecto mas notorio en el tratamiento de 6 L de glifosato ha™ (Tabla 1). Esta tendencia coincidié
con una disminucion en la conductancia estomatica, la tasa transpiratoria, y la eficiencia en el uso
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del agua (A/E). Pese a ello, la dosis de 3 L de glifosato ha*, no afecté la concentracion intercelular
de CO,, lo que indica que en dicha dosis la fotosintesis no estuvo limitada por el COa..
Concordando con este resultado se observé una disminucién en la eficiencia de la carboxilacién
en todos los tratamientos con herbicidas.

Tabla 1. Fotosintesis neta (A, pmol CO, m? s1), conductancia estomatica (gs, mol m2 s1), transpiracion
(E, mmol H,0 m2 s%), concentracion intercelular de CO; (Ci umol mol?), eficiencia en el uso del agua
(A/E, pmol mmol?) y eficiencia en la carboxilacion (A/Ci, umol m? s'Pa?l) en plantines de E.
camaldulensis tratados con dosis crecientes de glifosato *

Tratamiento A Os E Ci AJE A/Ci
Control 19,2 a 0,6a 24a 140,3 a 8,0a 0,13 a
3L hat 12,1b 04b 19b 152,1a 6,9b 0,08 b
6gL hat 53¢ 0,2¢ 1,3c 85,5h 41c 0,06 ¢

!Para cada variable, letras diferentes indican diferencias significativas por el test de Fisher al 5%.

Machado et al. (2010) obtuvieron resultados similares, estudiando el efecto de la aplicacion de
glifosato sobre variables de intercambio gaseoso, en clones de Eucalyptus grandis. Estos autores
determinaron que el glifosato no inhibié la fotosintesis de E. grandis, luego de 7 dias de
aplicacion. Sin embargo, al cabo de 21 dias de aplicacion del herbicida, todas las dosis ensayadas
inhibieron la fotosintesis neta, como consecuencia de una disminuciéon en la conductancia
estomética.

Los resultados obtenidos sugieren que la inhibicion de la fotosintesis a 3 L de glifosato ha se
debid a una inhibicion en la etapa fotoquimica, como demuestran las variables de fluorescencia
de la clorofila. En la dosis de 6 g de glifosato ha?, la fotosintesis fue inhibida tanto en la etapa
fotoquimica, como en a nivel estomatico con una concomitante disminucion en la concentracion
interna de CO..

Radwan y Fayez (2016) obtuvieron resultados similares en plantas de en Arachis hypogaea
tratadas con 360 y 720 g de glifosato hal, y atribuyeron la disminucion en la tasa fotosintética a
una menor disponibilidad de ATP y NADPH, provenientes de la etapa fotoquimica. Yanniccari
etal. (2012) reportaron que en Lolium perenne, el glifosato produjo como primera respuesta cierre
estomatico, y luego alteraciones en las variables de emision de fluorescencia.

Los resultados obtenidos difieren con los observados en Phaseolus vulgaris. En dicha especie el
glifosato produjo una inhibicion de la fotosintesis, como consecuencia del cierre estomatico,
mientras que la etapa fotoquimica no fue alterada (Olesen y Cedergreen, 2010). Dichos autores
cuestionan el uso de variables de fluorescencia como marcador de estrés por herbicidas, y sugieren
utilizar variables de intercambio gaseoso.

Ambas dosis de glifosato ocasionaron incrementos en la concentracién de malondialdehido,
producto de la peroxidacion de lipidos (Figura 2A). Esto indica que el glifosato produjo un
importante estrés oxidativo en hojas. Ahsan et al, (2008) observaron una respuesta similar en
hojas de Oryza sativa tratadas con glifosato, con una importante produccion de H,O,, resultando
en peroxidacion de lipidos.
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Figura 2. Concentracion malondialdehido (A), y actividades
superéxido dismutasa (B), y peroxidasa (C), en hojas de E.
camaldulensis tratadas agua destilada (testigo), o dosis de 3y 6 L ha!

de glifosato. Letras diferentes indican diferencias significativas por el Test de Fisher
(p < 0,05).

Radwan y Fayez (2016) también observaron acumulacion de malondialdehido, e incremento en
las actividades de SOD y POD en hojas de Arachis hypogaea tratadas con glifosato. Song et al.
(2007) reportaron un incremento de la actividad POD en plantas de trigo tratadas clorotoluron, y
propusieron su uso como marcador en plantas sometidas a contaminantes.
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4. CONCLUSIONES

La deriva de glifosato inhibe la fotosintesis en E. camaldulensis, a nivel de la etapa fotoquimica,
y por cierre estomatico. También produce estrés oxidativo, pese a que incrementa la actividad de
las enzimas antioxidantes SOD y POD.
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