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RESUMEN. El glifosato (C H NO P: N-fosfonometilglicina) es un herbicida no selectivo de amplio uso
en agricultura para el control de malezas. Comercialmente, es presentado como una sal de isopropilamina
combinado con surfactantes que facilitan la absorcién y transporte a través de la planta. Tanto el
ingrediente activo como los aditivos quimicos de este herbicida representan una fuente potencial de
toxicidad que pone en riesgo el equilibrio natural de los ecosistemas. En este estudio se evaluaron los
efectos de cuatro concentraciones (0.4, 4, 40 y 400 mg/Kg sustrato) de glifosato sobre el crecimiento y la
reproduccion de Eisenia andrei durante 70 dias. La biomasa total fue estimada como indice de
crecimiento, la produccion de cocones y nimero de crias/coc6n como marcadores de reproduccién. En
esta investigacion se calculd una LC50 para Eisenia andrei de LCsy de 44.62 ppm en suelo (17.848 mg
pa/Kg de suelo) a los 14 dias de iniciado el ensayo. Este agroquimico afecta la biomasa y la produccion

de crias en las concentraciones ensayadas.

1 INTRODUCCION

La llegada de la Revolucién Verde produjo un
incremento mundial en el uso de plaguicidas para
sostener cultivos intensivos. La actividad agricola
continua tiende a desmejorar la calidad del suelo
y la aplicacién repetida de plaguicidas puede traer
efectos deletéreos para el ecosistema y la salud
humana (Muthukaruppan et al. 2005, Forster et al.
2006, Casabé et al. 2007). La actividad
agropecuaria ha experimentado en las Ultimas
décadas importantes procesos de transformacion,
lo cual ha significado un aumento de las areas
cultivadas tanto en productos de consumo
humano como forrajero y forestal (Dyson 1999).
Esta situacion ha implicado un aumento en la
liberacion de plaguicidas, ya sean naturales o de
sintesis, imprescindibles para el control de plagas,
principalmente en los procesos de produccion
intensivos (Groome 1998). Los plaguicidas por lo
tanto son sustancias que permiten eliminar,
controlar y manejar plagas, lo que presupone una
elevada toxicidad al menos para esos organismos.
Evidentemente la actividad de estas sustancias
toxicas sobre la especie objetivo no es
considerada un problema, ya que en ello se basa
su eficacia y la raz6n de su utilizacién. Sin
embargo, los problemas derivan de la falta de
selectividad, ya que en la liberacion de estas

sustancias la toxicidad se extiende a otras
especies no objetivos. Estos efectos no
intencionados sobre otros organismos, obliga a
realizar valoraciones previas a modo de
minimizar los impactos sobre ellos y los
diferentes compartimentos ambientales (Arregui
1997). Los organismos no destinatarios del
control quimico pueden servir para determinar si
existen secuelas negativas del uso de plaguicidas
en el ambiente (Vargas et al. 2001). Se han
desarrollado diferentes protocolos de bioensayos
para determinar el efecto de plaguicidas sobre
distintos componentes biol6gicos (Calow 1993,
Vega et al. 1999, Werner et al. 2000). Los
parametros de toxicidad aguda mas cominmente
empleados son la concentracion letal media
(CLsp) (mg o pg/ L), la dosis letal media (DLsp)
(mg o pg/ Kg) y el tiempo letal medio (TLs - hr).
Las lombrices de tierra son un grupo de anélidos
terrestres que presentan una serie de
caracteristicas que las convierten en modelos
bioldgicos apropiados para evaluar toxicidad por
productos quimicos en el ambiente. Entre ellas, su
amplia distribucién geogréfica, posicién clave en
la cadena trofica, abundancia en varios tipos de
suelo, habitat y habitos alimenticios, asi como su
elevada tasa de reproduccion y facilidad de
cultivo en condiciones experimentales (Saint-
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Denis et al. 1999, Booth et al. 2001, Dhainaut et
al. 2001, Sauvé et al. 2002, Hamman et al. 2003,
Homa et al. 2005, Sauvé et al. 2005, Olchawa et
al. 2006). Las lombrices de tierra (Annelida:
Oligochaeta) se hallan entre los invertebrados
mas abundantes del suelo, representando un 92%
de la biomasa de los mismos (Belfroid 1994;
Yasmin et al. 2007). Las lombrices afectan
directamente la persistencia de los plaguicidas en
el suelo ya que pueden metabolizarlos en su
intestino generando otros compuestos toxicos;
arrastrarlos hacia capas mas profundas donde no
pueden ser extraidos o bien absorberlos en sus
tejidos, con la posibilidad de transferirlos a través
de la red tréfica (Muthukaruppan et al. 2005,
Yasmin et al. 2007). Desde 1989 se investiga, en
Jujuy, la utilizacion de plaguicidas en las
actividades agricolas y la presencia de residuos de
estos terapicos en alimentos. Estd demostrada la
amplia utilizacion de ellos asi como la extrema
toxicidad de los mas usados. En los ultimos
quince afios el grado de toxicidad de los
fungicidas ha disminuido mientras que la
toxicidad de los herbicidas se mantiene aunque se
utilizan con mayor frecuencia. Por otra parte los
insecticidas aplicados actualmente son mas
téxicos que los utilizados en campafias anteriores
por lo que aumenta el riesgo para el hombre y el
ecosistema (Bovi Mitre et al. 1995, 2000). Todas
estas razones imponen medir el impacto
producido por los plaguicidas sobre ecosistemas
terrestres y acuaticos, utilizando bioensayos
sencillos y practicos que permiten caracterizar
muestras ambientales contaminadas por estos
toxicos, lo que contribuird a tomar medidas para
disminuir la problemética del uso indiscriminado
de agroquimicos. El objetivo de este trabajo es
determinar los efectos toxicos del plaguicida
glifosato sobre la lombriz Eisenia andrei
(Annelida:  Oligochaeta), bioindicador  de
contaminacion.

2 MATERIALES Y METODOS

Los organismos de ensayo pertenecen a la especie
Eisenia andrei (Bouché 1972), obtenidos de un
lombricario privado de la Localidad de San
Pedro, provincia de Jujuy. Estos ejemplares se
aclimataron y criaron en el Laboratorio de
Ensayos Bioldgicos (BIOLAB) de la Facultad de
Ingenieria de la Universidad Nacional de Jujuy.
Se utilizaron contenedores fabricados con
bastidores de madera cubiertos con malla
metalica, con dimensiones de 30 x 15 x 30 cm. El
sustrato se prepard con estiércol equino y tierra
del monte en partes iguales. Con el fin de
reproducir lombrices con anterioridad a los

ensayos, se colocaron en cajas de cria 50 a 100
gusanos adultos y se seleccionaron después de los
14 dias. Estos animales se utilizaron para lotes de
reproduccion adicionales. Las lombrices nacidas
de los capullos se utilizaron en los ensayos,
cuando alcanzaron la madurez sexual, indicada
por la presencia de clitelo, aproximadamente a los
tres meses y con un peso entre 500 a 600 mg. El
glifosato (CHNOP: N-fosfonometilglicina) es un
herbicida no selectivo de amplio uso en
agricultura para el control de malezas.
Comercialmente, es presentado como una sal de
isopropilamina combinado con surfactantes que
facilitan la absorcion y transporte a través de la
planta. Tanto el ingrediente activo como los
aditivos quimicos de este herbicida representan
una fuente potencial de toxicidad que pone en
riesgo el equilibrio natural de los ecosistemas. Es
adsorbido fuertemente por el suelo por lo que
practicamente es inmovil. Por su alta solubilidad
puede contaminar aguas superficiales. Los
métodos y las concentraciones estandares
utilizados para los bioensayos se seleccionaron de
acuerdo al protocolo de la Organizacion para la
Cooperacién Econémica y Desarrollo (OECD
1984) vy de la US-EPA (Agencia de Proteccion
Ambiental de EEUU (ISO 1993, 1996, 1999).
Para calcular la masa en funcién del principio
activo se utilizd la concentracion del producto
comercial segln aparece en el robinete:

Glyfos 48 (48%), 2.08 g producto comercial/L
(19 de principio activo pa)

Los ensayos se realizaron con concentraciones de
0.4, 4, 40 y 400 mg pa/Kg de sustrato en peso
seco. Como sustrato basico de ensayo se utilizd
un suelo artificial definido por la Organizacion
para la Cooperacion Econdmica y Desarrollo
(OECD 1984), segun se indica:

Sustrato basico:

- 10% de turba esfangea (con un pH cercano a
5.5 sin restos visibles de plantas y finamente
molida).

- 20% de arcilla de caolinita, con mas de un 50%
de caolinita.

- 69% de arena de cuarzo industrial
(predominando la arena fina, en la que mas del
50% de sus particulas eran de un tamafio de 0.15
a 0.2 mm).

- 1% de carbonato calcico, pulverizado vy
quimicamente puro, que se afiadié con el fin de
que el valor del pH sea de 6.0 = 0.5.

El sustrato de ensayo fue preparado con el
sustrato basico, la sustancia de ensayo (herbicida)
y agua desionizada. El sustrato control sélo



contenia sustrato basico y agua. Se utilizaron
recipientes de vidrio (cubiertos adecuadamente
con membranas plasticas con  pequefias
perforaciones para su aireacion) de 1000cc de
capacidad. En cada receptaculo se dispuso 5009
de sustrato basico para el control y la misma
cantidad de sustrato de ensayo para cada
concentracion a evaluar. Se mantuvieron en
camaras climatizadas, a una temperatura de 20 (+
2°C) y con luz continua. Se realizaron ensayos
con periodos de tiempo diferentes para evaluar las
variaciones en el peso, la supervivencia de los
organismos, la transformacion del sustrato
organico y la produccion de crias.

2.1. Estudios de toxicidad aguda

Se adicionaron 10 lombrices adultas, de peso
similar en cada recipiente y se realizaron 4
réplicas. La primera observacién se realizé a las
96 hr y la segunda observacion se llevo a cabo a
los 7 dias del comienzo del ensayo para evaluar la
mortalidad de las lombrices. Por vaciamiento del
medio en un recipiente de vidrio, se separaron las
lombrices observandose reacciones a los
estimulos mecénicos. Posteriormente se volvieron
a depositar en cada contenedor para continuar la
evaluacion de los efectos del herbicida. A los 14
dias de comenzado el ensayo se volvieron a
contar, separando las lombrices vivas vy
observando sus reacciones a los estimulos
mecénicos. Los individuos fueron lavados,
secados y pesados en forma individual para
calcular variaciones en la biomasa.

2.2. Estudios de toxicidad subcronica

Se adicionaron 10 lombrices con peso y tamafio
similares en cada uno de los recipientes, haciendo
4 réplicas por ensayo. A los 28 dias se contaron
las lombrices vivas. Fueron lavadas, secadas y
pesadas en forma individual para calcular
variaciones en la biomasa. Las lombrices se
alimentaron a los 7 dias de iniciado el ensayo con
la adicion de 5 g de estiércol equino por
recipiente.

2.3. Estudios de toxicidad cronica

En cada recipiente de ensayo se adicionaron 10
lombrices y 5g de estiércol equino/semana. Se
realizaron 4 réplicas por ensayo. La primera
observacion se realiz6 a las 4 semanas. Se
removieron las lombrices adultas, observando sus
reacciones a los estimulos mecanicos. Las
lombrices vivas se lavaron, secaron y pesaron
para calcular las variaciones en su biomasa. En
todos los ensayos, 3 horas antes de adicionar las
lombrices, se colocaron en contenedores de vidrio
con papel de filtro humedecido con agua
destilada.

2.4. Ensayos para evaluar el comportamiento
reproductivo

Se utilizaron contenedores fabricados con
bastidores de madera cubiertos con malla
metélica, con dimensiones de 30 x 15 x 30 cm. El
sustrato se prepar6 con estiércol equino y tierra
del monte en partes iguales. En ellos se dispuso
una siembra inicial de 50 lombrices adultas. Se
utilizd un disefio experimental al azar con 4
repeticiones por cada unidad experimental
(control y herbicida).Para evaluar la reproduccion
de las lombrices, se registr6 tiempo de
incubacidn, eclosién y nimero de organismos por
capsula. Cada 7 dias, coincidiendo con la
alimentacion y el registro de datos, se
recolectaron las capsulas. Se colocaron en el
interior de frascos de plasticos con tapa a rosca, a
los que se realizaron perforaciones para la
aireacion. Se adicionaron 10 capsulas por frasco.
Se consider6 como dia 0 al momento que se
separaron las cépsulas de los contenedores de
madera. El periodo de incubacién fue
determinado mediante observaciones en los dias
14y 21; los porcentajes de eclosién y numero de
crias por cépsula se realizaron el dia 21. Se
colocaron los contenedores en un bafio de agua a
55 °C por 20 minutos. Las lombrices subieron y
fueron facilmente colectadas para su conteo.

2.5. Determinacién de la descomposicién de
materia organica

Para la determinacién de la descomposicion de
materia orgénica y la actividad alimentaria de las
lombrices, se enterraron en los contenedores
bolsas de nylon con materia orgénica en su
interior, con perforaciones de 3mm, al inicio del
ensayo. Cada bolsa contenia 35g de estiércol
equino compostado en su interior. La
descomposicién de materia organica se estimé
por la variacion de peso al final del ensayo. A los
2 meses se retiraron las bolsas, se observé y
analizé la actividad bidtica del suelo a través de
mediciones de peso seco del contenido remanente
de materia orgénica.

2.6. Andlisis estadistico

Las pruebas de toxicidad aguda y las respuestas
subletales y letales para Eisenia andrei se
evaluaron en un diseflo  experimental
completamente aleatorio (DCA) en la asignacion
de las concentraciones. La eficacia de los
tratamientos se evalud a través de un Analisis de
Varianza de dos factores, con modelos lineales
con interacciébn y sin interaccion. Cuando
existieron diferencias significativas entre las
réplicas se realizaron comparaciones por pares
con los test de Tukey y Dunnet. El nivel de



significancia fue de p< 0.05 en todos los
tratamientos. La LCsy se calculé usando el
programa computarizado del método Probit,
Version 1.5 (US-EPA, 1990).ElI modelo de
regresién de la relaciéon concentracién-respuesta
fue verificado usando el estadistico Chi-cuadrado.
Para la evaluacion del herbicida seleccionado se
utilizaron las siguientes variables:

a) Variacion en el peso de las lombrices.

b) Supervivencia de los individuos

c¢) Numero de crias por capsula.

d) Degradacion de la materia organica y actividad
alimentaria de las lombrices.

3 RESULTADOS Y DISCUSION

La toxicidad se evalla mediante bioensayos que
consisten en exponer organismos Vivos a
sustancias toxicas a diferentes concentraciones y
registrar los efectos sobre los mismos. Se
determina para cada concentracion el nimero de
organismos afectados, dato con el que se pueden
establecer el pardmetro LCs, (Concentracion letal
media) que corresponde a la concentracion de
toxico que mata el 50% de los organismos
ensayados. La exposicion de las lombrices a
suelos y sedimentos contaminados produce el
contacto directo con su epidermis, lo que
ocasiona un dafio dérmico o la absorcion de
toxicos por esta via, al grado de provocar la
muerte. La mortalidad en estos organismos es
determinada por la falta de movimiento en
respuesta a estimulos tactiles definidos en su
porcién final. Los ensayos para evaluar la
ecotoxicidad del glifosato en la supervivencia de
E. andrei durante 14 dias a diferentes
concentraciones, se muestran en la Figura 1.

Los ensayos para evaluar la ecotoxicidad del
glifosato en la supervivencia de E. andrei durante
70 dias a diferentes concentraciones, se muestran
en la Figura 2.

Los ensayos con lombrices son ampliamente
reconocidos como pruebas para evaluar la
toxicidad de suelos contaminados (Wilson et al.
2002). Cuando se tienen concentraciones
subletales que afectan el crecimiento o
reproduccion de la lombriz (como representante
de los organismos del suelo), esta respuesta puede
ser empleada como un centinela de procesos
destructivos que pudieran presentarse en el suelo
(Neuhauser et al. 1990). Muchos plaguicidas se
acumulan en la porcion superficial del suelo
donde la densidad de poblacién de organismos es
maxima, provocando en mayor 0 menor escala
alteraciones relevantes (Stadler, 1998).
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Figura 1. Porcentajes de individuos vivos de E.
andrei a los 14 dias de iniciado el ensayo. La
diferencia de medias es significativa al nivel 0.05
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Figura 2. Porcentaje de supervivencia de E.
andrei durante 70 dias de tratamiento con
diferentes concentraciones de glifosato. La
diferencia de medias es significativa al nivel 0.05

La tasa de variacion porcentual en el peso con
respecto al grupo control de E. andrei, durante 96
hr y 70 dias, a diferentes concentraciones del
glifosato, se muestran en la Figura 3 y 4,
respectivamente.
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Figura 3. Tasa de variacién porcentual en el
peso de E. andrei con respecto al grupo control
a las 96 hr de iniciado el ensayo en diferentes
concentraciones de glifosato. La diferencia de
medias es significativa al nivel 0.05
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Figura 4: Tasa de variacion porcentual en el
peso de E. andrei con respecto al grupo control a
los 70 dias con diferentes concentraciones de
glifosato. La diferencia de medias es significativa
al nivel 0.05

Se muestra en la Figura 5 el ensayo para evaluar
la reproduccion de lombrices E. andrei en
sustratos tratados con diferentes concentraciones
del glifosato durante 28 dias de tratamiento. Se
registra el ndmero de crias por cdpsula en cada
ensayo.

Figura 5. Registro del nimero promedio de crias
por capsula durante 28 dias de exposicion al
glifosato. La diferencia de medias es
significativa al nivel 0.05

Los organismos vivos integran el efecto tdxico
causado por la exposicion a diferentes
contaminantes, y responden de manera integral en
sus diferentes niveles de organizacion (subcelular,
celular, tejidos, 6rganos y sistemas) al efecto
adverso de compuestos 0 mezclas de ellos. Los
bioensayos proveen una medida mas directa de la
toxicidad ambiental relevante en los sitios
contaminados que los analisis quimicos, ya que
integran la respuesta de los factores ambientales y
de los compuestos toxicos. Un pardmetro muy
importante para medir una de las actividades
bidticas de las lombrices es su capacidad de
transformar la materia organica en humus. La
lombriz recicla en su aparato digestivo toda la
materia organica. En la Figura 6 se comparan los
resultados de la variacion de peso de la materia
organica en cada una de las bolsas. Este resultado
se explica por la presencia o ausencia de
lombrices y marca la importancia de las
lombrices en la répida incorporacion de la materia
orgénica en el suelo, cuando se encuentran en
ambientes favorables.
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Figura 6. Variacion del peso de la materia
organica colocada en bolsas durante la
alimentacion de lombrices. La diferencia de
medias es significativa al nivel 0.05

Las concentraciones de 40 y 400 mg/Kg de
glifosato afectaron significativamente la actividad
normal de las lombrices lo que se evidencia en la
variacion de peso de materia organica remanente
en las bolsas. Sin embargo, si comparamos con el
grupo control se observa que todas las
concentraciones ensayadas muestran efecto
negativo en la descomposicion de la materia
organica por parte de las lombrices. Las
lombrices son una parte importante de los
ecosistemas terrestres. En un suelo tipico, el 80%
de los animales corresponde a las lombrices de
tierra. Segun datos aportados por Marcano (2009)
la variacién del peso de Eisenia ssp se ve
afectado a partir de la segunda semana de
comenzado el ensayo con glifosato en
concentraciones de 96 y 960 mg/Kg sustrato. Esto
posiblemente se asocie con la abundancia en el
sustrato provisto. Sin embargo, en este estudio se
observan variaciones significativas en el peso
desde la primera semana y se puede relacionar
con la disminucion en la actividad de
descomposion de la materia organica por las
lombrices. En investigaciones llevadas a cabo por
Giménez (2006), se observo que la exposicion de
lombrices Eisenia foetida a concentraciones de
campo del herbicida glifosato, provoca como
minimo una mortalidad del 50% de individuos,
ademas de lesiones intestinales importantes en las
lombrices sobrevivientes. En otros estudios
realizados por Dermott (1992) se determind en
test de toxicidad aguda (96 hr de exposicion) que
el glifosato tiene una LCsy para Limnodrilus
variegatus de 189.70 mg/L en medio liquido.
Segin Borgman (1989), la concentracion letal

media para Hyalella azteca es de 6.20 mg/L. Esta
amplitud en el rango de concentraciones letales
marca la diferencia de sensibilidad de los
distintos organismos a este herbicida, como se
puede observar al analizar los resultados
obtenidos en este trabajo. En esta investigacion se
calculé una LCs, para Eisenia andrei de 44.62
ppm en suelo (17.848 mg pa/Kg de suelo) a los
14 dias de iniciado el ensayo. Si evaluamos el
porcentaje de supervivencia de individuos de
Eisenia andrei en los diferentes tratamientos
observamos en las pruebas de toxicidad
subcronica (28 dias) que a concentraciones de
400 mg pa/Kg de sustrato sobrevive el 20% de los
individuos; con concentraciones de 40 mg pa/Kg
el 30%; con 4 mg pa/Kg el 40% y con 0.4 mg
pa/Kg el 73% de los individuos. En cambio, si se
analizan los datos obtenidos en ensayos crénicos
(70 dias) se observa un descenso significativo en
el nimero de sobrevivientes (Fig 2), siendo sélo
de un 43% en dosis bajas (0.4 mg pa/Kg). Se
evidencia una notable diferencia en la tolerancia
de las especies al quimico en cuestion. Los
valores de LCg obtenidos con glifosato
mostraron un claro contraste en la capacidad de
tolerancia entre los invertebrados aqui empleados
y los utilizados por otros autores. Con respeto a la
variacion porcentual en los pesos en ensayos
agudos, presentan diferencias significativas si se
comparan las diferentes concentraciones (Prueba
de Tukey). Se observa disminucion en el peso
durante las distintas horas de tratamiento (Fig 3).
A los 14 dias de iniciada la prueba los resultados
obtenidos muestran que las medias marginales
estimadas por el modelo, comparadas de a pares,
presentan diferencias estadisticamente
significativas entre el tratamiento control y las
cuatro concentraciones de glifosato (Fig 4). Este
resultado es coincidente con el de la prueba de
comparacion de las medias observadas, utilizando
la prueba de Dunnett. Los ensayos subcronicos
(42 dias) y los cronicos (70 dias) muestran
diferencias estadisticamente significativas entre el
tratamiento control y las concentraciones 4, 40 y
400 mg pa/Kg de glifosato (Fig 4). Se observa
una diferencia estadisticamente significativa entre
las concentraciones 0.4 y 40 mg/Kg de sustrato
(Fig. 4). En cuanto al numero promedio de crias
por capsula durante 28 dias de exposicion al
herbicida se observa que en concentraciones bajas
es de un 15% menos que el grupo control, a 40
mg/ Kg es de un 43% menos y con 400 mg/Kg es
de un 72% menos si se compara con el grupo
testigo (Fig 5). En otras investigaciones, la
exposicion a los suelos tratados con glifosato
muestreados a 24 horas del tratamiento produjo
una disminucién significativa (p< 0.001) en la
actividad alimentaria de lombrices Eisenia



foetida. La preferencia o rechazo de los suelos
tratados frente a suelos testigos, se ensayo luego
de 3 dias de exposicion de ejemplares de E.
foetida andrei en recipientes “ad hoc”. Las
lombrices mostraron una tendencia significativa
(p< 0.05) a evitar los suelos tratados con glifosato
muestreados a 10 dias del tratamiento (Giménez
et al. 2006). En un estudio con Eisenia foetida, en
suelo artificial a concentraciones 500 mg de
Roundup® D-pa/Kg de suelo seco, se encontraron
elongacion, hipotonia, lasitud y reblandecimiento
de las lombrices. El nivel sin efecto observable
NOEC a 14 dias, se fijé en 158 mg de Roundup®
D-pak /Kg de suelo seco (IBR, 1.991a). En otro
estudio con Eisenia foetida, en suelo natural
arenoso, se evidencid una ligera toxicidad, con
signos similares a los arriba descriptos, y un nivel
sin efecto observable - NOEC a 14 dias de 500
mg de Roundup® /Kg de suelo seco (IBR,
1.991b). El glifosato tiene una moderada
persistencia con una vida media tipica (TDs,
tiempo requerido para la desaparicion de la mitad
de la cantidad inicial de una sustancia en un
medio determinado) de 47 dias (Wauchope et al.
1992). Para los estudios de laboratorio, la vida
media tipica del glifosato en suelo se observa
alrededor de 25 dias (Ahrens 1994a).
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