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Efectos directos e indirectos del herbicida glifosa sobre los hongos micorricicos

arbusculares en pastizales de la Pampa Deprimida

RESUMEN

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) son simies obligados, con un
importante rol en el crecimiento de las plantasnyle estructura de la comunidad
vegetal. El impacto del glifosato sobre los HMA Ina sido evaluado en pastizales
naturales pampeanos, donde es aplicado para promspecies invernales anuales. Se
propuso comdipotesis generalque el glifosato afectaria negativamente a los HMA
directamente sobre las estructuras del hongo etqauakherbicida, e indirectamente al
dafar el vigor de la planta hospedante (dependieatipultimo de la especie vegetal).
Primeramente, se evalud la viabilidad de las esppisu capacidad de colonizar raices
en suelos de un pastizal de la Pampa Deprimidadwatcon la dosis recomendada a
campo y con una dosis subletal para las plantaddeg=tdé una disminucién en la
viabilidad de esporas incluso en la dosis subletaha menor colonizacion radical y
arbusculos en plantas creciendo en suelos tratemlvda dosis méaxima. Luego, se
discriminaron los efectos directos del glifosato Ide indirectos sobre los HMA,
utilizandoLotus tenuig/ Paspalum dilatatungomo plantas hospedantes. Los resultados
mostraron que en ambas especies la viabilidadpras se vio afectada solamente por
los efectos directos del glifosato, la colonizacréadical fue reducida tanto por los
efectos directos como por los indirectos en iguatlisla, mientras que en el porcentaje
de arbusculos el efecto indirecto fue mayor. Ptimdl, se evalu6 el impacto a campo
del glifosato sobre los HMA y la vegetacion. Labiialad de esporas se redujo cuando

se aplicé la dosis maxima, siendo esta reducciginth segun la especie de HMA. La



XV

colonizacion radical no fue afectada, y el porgentie arbusculos solo se redujoRen
dilatatumy cuando se aplicé la dosis maxima. Respectaeattactura de la vegetacion,
el glifosato provocé una reduccién de la cobertiotal y un aumento de la de
dicotiledoneas no leguminosas. Los resultados idspdahipotesis general ya que el
glifosato afectd negativamente a los HMA tanto ateecomo indirectamente. Sin
embargo, la identidad de la planta hospedante fhay@n marcadamente los efectos
indirectos. Esta practica de manejo altera el fumaniento de los HMA en el corto
plazo y potencialmente en el largo plazo al alter@omunidad vegetal. La informacion
generada en esta tesis podra utilizarse al mongeng@nerar estrategias de manejo mas

sustentable en estos sistemas.

Palabras clavesOrganismos no-blanco, Propagulos de HMAljum multiflorum,
Colonizacién radical, Viabilidad de esporhetus tenuisPaspalum dilatatum

Biodiversidad, Herbicidas.
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Direct and indirect effects of glyphosate herbicideapplication on arbuscular

mycorrhizal fungi in Flooding Pampa grasslands

ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (HMA) are obligate sigiants, with an important
role in plant growth and on plant community struetd’he impact of glyphosate on
HMA has not been evaluated in natural grasslanderevht is applied in order to
promote cool-season annual grasses. The generaithegs is that glyphosate
adversely affect HMA directly on fungus structuresposed to the herbicide, and
indirectly by damaging the host plant vigor (théséirect effects depending on plant
identity). First, we assessed HMA spores viabagity its ability to colonize roots in soil
treated with recommended field dose and with aethbl dose for plants. A decrease in
spore viability was detected even in the subledlogle, and lower root colonization and
percentage of arbuscules was observed in plantsiggoin soils treated with the
highest dose. Second, direct effects of glyphosatee discriminated from indirect on
HMA, using Paspalum dilatatunand Lotus tenuisas host plants. The results showed
that spore viability was only affected by the direffect, root colonization was reduced
to the same extent by both direct and indirectot$feand the percentage of arbuscules
was more affected by indirect than by direct efant_. tenuisandP. dilatatum Third,
we evaluated the impact of glyphosate applicatiorHMA and vegetation under field
conditions. Spore viability was reduced when theximam dose was applied, being
this reduction different depending on HMA speciReot colonization was not affected,
and only a reduction in percentage of arbusculesobaerved ifP. dilatatumwhen the

maximum dose was applied. Regarding the vegetatiarcture, glyphosate caused a



XVii
decrease in total plant cover and an increasendegume dicots. These results support
the general hypothesis, since glyphosate negati@gcted HMA both directly and
indirectly. However, the identity of host plant didt markedly influence the indirect
effects. The above leads to the conclusion that fimactice disrupts the HMA
functionality in the short term and potentially the long term by altering plant
community. The information generated in this thesdisuld be used when generating

more sustainable management strategies in thesas/s

Key words: Non-target organisms, HMA propagulés|ium multiflorum,Root
colonization, Spore viability,.otus tenuisPaspalum dilatatunBiodiversity.

Herbicides.
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Importancia y ecologia de los hongos micorricicogfausculares

Durante los ultimos afios ha crecido el interés kempapel que tienen las
interacciones entre las plantas y los microorgamssoomo determinante de la riqueza y
abundancia de especies vegetales (Klironomos, Ré&oldset al, 2003; Omacinet
al., 2006; Berg, 2009). Conocer los factores que afela biodiversidad de plantas y
microorganismos en los ecosistemas es clave pdajuaisma determina en gran
medida tanto su productividad como su estabilidddNaughton, 1977; Tilman &
Downing, 1994; Tilmanet al, 1996; Tilmanet al, 2006; Isbellet al, 2009). Las
diferencias interespecificas en el uso de los sesupermitiria en una comunidad mas
diversa un mayor aprovechamiento de los recursogalites, y por ende alcanzar
mayor productividad (McNaughton, 1993). Por otrdolala pérdida de nutrientes del
suelo por lixiviacion seria menor a medida queiN@rdidad vegetal aumenta, debido a
la mayor captura de nutrientes y/o a su mayor inlizagion, aumentando la

estabilidad del ecosistema (Hoogerl, 2002).

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) jueganpapel central como
determinantes de la biodiversidad de los ecosig@®bido a su potencial control sobre
el crecimiento de las plantas y sobre la diversiggatoductividad de la comunidad
vegetal (van der Heijdert al, 1998b). Esto se debe a que los HMA a cambio de
fotosintatos, proveen a las plantas hospedantemayor acceso a nutrientes poco
moviles, proteccion contra patdgenos y resisteadtasequia (Smith & Read, 1997). La
mayoria de las plantas necesitan en mayor o meedida estar micorrizadas para
captar nutrientes y crecer adecuadamente, probabtendebido a que plantas y HMA
han coevolucionado (Brundrett, 2002). De hechagesenoce que el pobre desarrollo
radical de las primeras plantas terrestres, enuntmjcon la escasez de nutrientes

minerales de suelos poco desarrollados, favoregiGevoluciéon de la simbiosis
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micorricica, como estrategia exitosa de colonizad&restre (Pirozynski & Malloch,
1975; Mallochet al, 1980). Este tipo de asociaciones es encontradandrentes
altamente contrastantes, desde los trépicos (Hwdrdg 1993; Husbanet al, 2002)
hasta los polos (Cabelket al, 1994; Williamset al, 1994; Newshanet al, 2009), y
desde ambientes desérticos (Bethlenfaktagl, 1984; O'Connoet al, 2001; Heet al,
2002; Wuet al, 2007) hasta acuaticos (Varreaial, 1995; Nielseret al, 2004). La
dependencia de los HMA respecto a las plantas gsmaucada, porque al ser biotrofos
obligados, no pueden completar su ciclo de vidawsencia de la planta hospedadora

(Bonfante & Perotto, 1995).

Existen distintos tipos de propagulos de HMA ers@tlo: esporas, micelio
externo y segmentos de raices infectadas (Smithe&dR2008). Las esporas son de
origen asexual, y otorgan una gran capacidad damento, dispersion y supervivencia
(Allen, 1991). En condiciones especificas, las espayerminan, y generan hifas
aseptadas y multinucleadas que se expanden y camién el suelo, formando un
micelio o red hifal (Camargo-Ricalde, 2002). Leexencia de esta red hifal reside en el
aumento de la superficie de absorcion radicalxpdoeacion de regiones del suelo que
esta por fuera de la zona de deficiencia de nuésey la traslocacion de los nutrientes
absorbidos hacia la raiz. Las hifas, al entrar@macto con la superficie de una raiz,
penetran en la misma y forman distintas estructoragologicamente especializadas,
como hifas intra e intercelulares, circunvolucignadbusculos y vesiculas (Fig. 1.1).
Los arbusculos, son las estructuras en las cualpsduce el intercambio de nutrientes
entre la planta y el hongo (Smith & Gianinazzi-Bear 1988), mientras que las
vesiculas se consideran estructuras de almacertamiemporario de reservas

(Brundrett, 2009), y han demostrado ser particudguta infecciosas. Por lo tanto, los
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fragmentos de raices colonizadas, ya sea vivaseotas, pueden funcionar como fuente

de in6culo para raices en desarrollo (Tommerup4)198

B

Figura 1.1. Esquema de las estructuras de los HMA que se fodeatro de las raices. Se
aprecian vesiculas (V), circunvoluciones (flechhifa intercelular (cabeza de flecha) y

arbusculos (dos cabezas de flecha). Tomado desBeter al. (2004).

A pesar de que los HMA no presentan especificiadedlas plantas hospedantes
en su capacidad de colonizar raices, existe vhdabiinterespecifica en la efectividad
de la interaccion para cada uno de los particigar{igever et al, 1996). La
especificidad se refiere al rango taxonomico detigigantes con los cuales un
organismo puede asociarse (Douglas, 2010), mieqtrasa efectividad hace referencia
a la habilidad del hongo de beneficiar el crecituete la planta (Abbott al, 1992).
Asi, se han reportado distintas tasas de espabnlafiugo & Cabello, 2002),
crecimiento y supervivencia (Sanders & Fitter, 19%&ra diferentes taxa de HMA con
una misma planta hospedante, como también diferemi crecimiento entre especies
con sindrome fotosintéticos§ C, como respuesta a la simbiosis con HMA (Hetetk
al., 1990). Esto ultimo estaria relacionado con Idsrédntes grados de dependencia

micorricica que se pueden encontrar entre las efifes especies de plantas
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(Gerdemann, 1975; Plenchet¢ al, 1983; Habte & Manjunath, 1991), entendiendo
como tal al nivel menor de disponibilidad de nuités al cual las plantas pueden crecer
sin micorrizas (Janos, 2007). La variabilidad en dé&ectividad mencionada
anteriormente determina no sélo que los HMA afeddediversidad, productividad y
estabilidad de las comunidades vegetales, sindagubkién exista una respuesta de las
comunidades de HMA ante cambios en la diversidaglaetas (Burrows & Pfleger,
2002). Esta influencia reciproca entre las comutedale plantas y de HMA juega un
papel fundamental en la determinacion de la coropsiy diversidad de ambas

comunidades (Kernaghan, 2005).

Influencia de las practicas agronomicas sobre losMA

Los agroecosistemas son sistemas biologicos da&tod) que comprenden
algunas practicas que pueden ser perjudicialesgbdumcionamiento de la comunidad
de HMA, y su interaccion con la comunidad vegeEalire estas practicas pueden
mencionarse el uso ganadero de pasturas y pastinalerales, la produccion de

cultivos agricolas, y el uso de fertilizantes ytjpédas.

El uso ganadero de pasturas y pastizales poddtaatelos HMA en dos niveles
jerarquicos: planta individual y comunidad vegdfaligera & Oesterheld, 2004). A
nivel de planta individual, el consumo de tejidtofintético por herbivoros causa una
disminucién en la produccién de fotosintesis y uenarn flujo de C hacia raices
(Bardgettet al, 1998), lo que perjudica la capacidad de las pfapara mantener a sus
mutualistas micorricicos (Trerdt al, 1988). A nivel comunidad, el pastoreo podria
afectar a los HMA a través de los cambios que gsitera en la composicién de la

comunidad vegetal (Sakt al, 1986; Sternbergt al, 2000; Osenet al, 2002). Los
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trabajos que estudiaron el efecto de la ganadeiimeslos HMA han reportado
aumentos, disminuciones o efectos nulos en el ptajee de colonizacion radical
(Wallace, 1981; Bethlenfalvagt al, 1985; Ferraro & Oesterheld, 2002; Grigera &
Oesterheld, 2004; Garcia & Mendoza, 2012). La bdnad en las respuestas
encontradas se deberian a las cargas animalesadds, frecuencia de defoliacion, la
duracién del experimento y a las especies de HMpagitas presentes en cada estudio

(Ferraro & Oesterheld, 2002; Gehring & Whitham, 208ehring & Bennett, 2009).

La produccion de cultivos agricolas puede altegmificativamente a los HMA,
dependiendo de las especies sembradas, el siseemaationes y tipo de labranza
empleado. En Argentina los principales cultivos geelesarrollan son soja, trigo, maiz
y girasol. Si bien todas estas especies poseempacicdlad de formar asociaciones
micorricicas, difieren en su grado de dependerdgéries & Dodd, 1991). Asimismo,
la secuencia de cultivos que se desarrollan dafdrana rotaciéon parece cambiar la
composicion de especies de las comunidades fungicaspactar en su diversidad,
aungue los impactos de esos cambios no han sidicagos extensamente (Hendek
al., 1995). Los suelos agricolas poseen una menoidaenyg diversidad de HMA en
comparacion con sistemas naturales (Menérateal, 2001; Escudero & Mendoza,
2005), llevando a un aumento de las especies a@rg&lomus(Oehl et al, 2003;
Troeh & Loynachan, 2003; Sjobegj al, 2004). En parte esto esta explicado por la
menor diversidad vegetal en comparacion con sigamturales, llegando al extremo
de los monocultivos (Aet al, 1993; Burrows & Pfleger, 2002; Oeét al, 2003). Por
otro lado, las préacticas culturales ejercen unatdugresion de seleccién, permitiendo
gue dominen aquellas especies de HMA mas tolerantestos disturbios (Johnson &

Pfleger, 1992; Oehdt al, 2003; Schalamukt al, 2013a).
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Diversos trabajos han demostrado efectos negatiesla fertilizacion
(principalmente el agregado de P y N) sobre los HB#aunbergeret al, 1991;
Johnson & Pfleger, 1992; Kahiluo&t al, 2001; Mendoza, 2001; Oebt al, 2004;
Jumpponeret al, 2005; Gryndleret al, 2006). Estas respuestas estarian relacionadas
con la particion de carbohidratos hacia otros destde las plantas que no son las raices
y subsiguientes limitaciones en el crecimientoatghponente fungico de la simbiosis,
relacionadas con el menor suministro de C (Rea@1)1%En relacion a la fertilizacion
nitrogenada, se han encontrado diferencias segfuetde utilizada. Chamberes al
(1980) sostienen que el i6n NHiene un efecto mas deletéreo sobre la colonizacién
micorricica que el N§, posiblemente debido a que el NHafecta el crecimiento de las
hifas en forma directa (Hawkins & George, 2001)ehds de reducir la colonizacion
radical y numero de propagulos, la fertilizaciorege generar cambios en la estructura
de la comunidad de HMA, al ejercer una seleccidires@quellas especies que sean

inferiores en términos de proveer beneficios ddatp hospedante (Johnson, 1993).

En relacion al efecto de los pesticidas, los radols han sido mas variables aun,
ya que pueden depender de la formulacion del pimectivo, la dosis y momento de
aplicacion, el tipo de suelo, las condiciones amthies y la identidad de las especies
hospedantes y de las especies de HMA (Johnson é&gdifl 1992; Schreiner &
Bethlenfalvay, 1996; Menendezt al, 1999; Jansat al, 2006; Schalamulet al,
2013a). Se han reportado efectos negativos de rm#ast e insecticidas sobre la
colonizacion radical y esporulacién cuando se aplias dosis recomendadas a campo,
pero en dosis menores estos efectos desapareaami(@sa & Bagyaraj, 1989). De
hecho, ni siquiera el efecto de los fungicidas sdbs HMA es sencillo de describir
(Schreiner & Bethlenfalvay, 1997), encontrandossosaen los cuales el fungicida no
perjudica a los HMA, o incluso aumenta el porcenid¢ colonizacién y captura de
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nutrientes, sobre todo en bajas dosis (Adelal, 1991; Hwanget al, 1993; Goslinget

al., 2006).

Dentro de los herbicidas, el glifosato (N-fosfondilgkcina) es uno de los mas
utilizados a nivel mundial, debido a su efectivoitcol de malezas y su baja toxicidad
en mamiferos (Busset al, 2001). Luego de su absorcién, la sustancia ac®a
transportada a través del floema hacia los tejmgies son destinos metabdlicos de
sacarosa (McAllister & Haderlie, 1985), incluyenelosistema radical (Duke, 1988).
Actua inhibiendo la EPSP (enol-piruvil shikimatosfato) sintasa (Amrheiret al,
1980), lo que interrumpe la biosintesis de amirdzecaromaticos (fenilalanina, tirosina
y triptéfano), deteniéndose la formacion de praein productos secundarios (Fraatz
al., 1997). Su uso no se limita a sistemas agricslas, que también es utilizado en
plantaciones forestales, espacios recreativos,pastizales naturales con el objetivo de
erradicar especies exoticas o promover especiesnales (Barnes, 2007; Rodriguez &

Jacobo, 2010; Helandet al, 2012).

Tal como ocurre con los pesticidas en generalrdesltados acerca del efecto
del glifosato sobre la colonizacion radical por I68VA son contradictorios,
encontrandose aumentos, disminuciones o efectasoee{Morandi, 1989; Mujicaet
al., 1999; Maltyet al, 2006; Ronceet al, 2008; Powelkt al, 2009; Saviret al, 2009).

En lo que respecta a las esporas de HMA, Maltylgbavadores (2006gncontraron
que el glifosato disminuyd el porcentaje de gergidra y el tamafio del tubo
germinativo. Otros autores, sin embargo, no enaosrrreducciones en el porcentaje de
germinacion de esporas expuestas a este herbiideafinettiet al, 2006; Pasaribet

al.,, 2011). Cabe destacar que los tres trabajos mmeamns anteriormente, fueron
realizados en medios de cultivo. La evaluacion mpimicentaje de germinacion en

condiciones de campo es limitada, ya que materidétssuelo y/o bacterias suelen
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recubrir las esporas, interfiriendo en este pro¢Ascet al, 1998). Teniendo en cuenta
esto ultimo, y que las esporas pueden presentéwdosr de dormancia (Tommerup,
1984), evaluar el nimero de esporas vivas a trd@igsorcentaje de germinacion puede
llevar a errores de subestimacion. La viabilidadedporas puede ser estimada de
manera mas certera y sencilla utilizando el mépdpuesto por An & Hendrix (1988)
que utiliza el bromuro de tetrazolio (MTT) para lexza la actividad de la enzima
succianto deshidrogenasa. Hasta el momento, y al@anescala de especie vegetal
individual, no parece haberse estudiado el impdeteste herbicida sobre la viabilidad
de esporas y su diversidad. El estudio de las nsisesafundamental, debido a su
importancia como fuente de propagulos para la peemaa y dispersion de los HMA
en el sistema (Sieverding, 1991; Smith & Read, 1987 general en esos estudios se
analizan los efectos a nivel especie, tanto de Hidio de planta hospedante, faltando

un analisis a nivel de comunidad, tanto fungica@eeyetal.

Separacion de potenciales efectos directos de laliapcion de glifosato de los

indirectos para evaluar el impacto sobre los hongawicorricicos arbusculares

En los casos en que se registraran efectos negati®b glifosato sobre los
HMA, los mismos se reflejarian en una disminuciéneé porcentaje de colonizacion
radical y/o en la abundancia de especies de HMAraete todas o algunas de las
especies de plantas de la comunidad. Tal redupcidria deberse a efectos directos o a
efectos indirectos del herbicida (Figura 1.2). lppeneros estarian asociados con los
dafios causados por el glifosato a las hifas y/oraspde los HMA al llegar al suelo.
Los efectos indirectos, por su parte, podrian srcexh dos niveles distintos de
organizaciéon y en distintas escalas de tiempo: dival individuo, a través del estrés

inmediato que este herbicida causa sobre la phargpedante (por ejemplo al reducir su
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tejido fotosintético el flujo de C destina@l hongopuede disminu) o a través del
efecto que estas plantas expuestas al herbicidaagesobre el suelo, y 2) a través

cambio floristico inducido a largo plazo por efagito.

Glifosato = — — — Efectos directos

I — = - Efectos indirectos

- Colonizacion
radical total

- Arbusculos

- Vesiculas

o V¥©°

o

Esporas o Hifas externas
o -

Figura 1.2. Posibles efectos directos e indirectos del glifmssdbre los HMA. Las line:
continuas corresponden a los efectos directos etbidida sobre las esporas e hifas extel
Las lineas discontinuas indican los efectos inthea corto plazo causadpor cambios en la
planta hospedanteque afectarian a las estructuras internas deoBoffgfas, arbusculos

vesiculas) y/o a las esporas e hifas exte

Tales efectos indirectde corto y largo plazo, sumados a los potencideta
directos sobréos HMA, podrian afectar severamente el funcionamiglel ecosisten
teniendo en cuenta el papel crucial de esta asoucian la tolerancia a la seqt

(Davieset al, 1993) la reduccion de infecciones patogén (Newshar et al, 1995) y
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especialmente en la nutricion fosforada de lastataiiSmith & Read, 1997). Este
altimo aspecto es clave en sistemas deficienteB edafico como los de la Pampa
Deprimida (Garciat al, 2002), en los que se enfocara este trabajo.deéte@heto del
glifosato (efecto indirecto de corto plazo al daédas plantas hospedantes, sumado a
los efectos directos), dependera de la cobertureaagegetal, tomando mayor
importancia los efectos indirectos de corto plazonedida que ésta aumenta. Al
momento de la aplicacion del glifosato, la coberiaérea dependera de la densidad de
plantas por m(que puede variar segtn el grado de deteriorpakizal), y de los dias

transcurridos desde el dltimo pastoreo.

Objetivo e hipotesis generales

El objetivo general de esta tesis es evaluar los efectos de la ajdicaie
glifosato sobre las distintas estructuras de losghs micorricicos arbusculares en
pastizales de la Pampa Deprimida. hipdtesis generalque se propone es que el
glifosato afectara negativamente a los HMA a tralegos vias: directamente sobre las
estructuras del hongo expuestas al herbicida, ieeotdmente al dafar el vigor de la
planta hospedante. Se espera que los posiblesoefaudirectos varien segun la
identidad de la especie hospedante, por lo quélgaron dos especies pertenecientes a

grupos funcionales distintos al momento de evadgta via.

Aproximacion metodolodgica y estructura de la tesis

En esta tesis se utilizé una aproximacion exploiatpara estudiar los efectos
directos e indirectos provocados por la aplicaai@nglifosato sobre los HMA en

pastizales de la Pampa Deprimida. Epreher capitulo experimental (Capitulo Il) se
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evaluaron los efectos directos de la aplicacioglifiesato sobre la viabilidad de esporas
de HMA, y su capacidad de colonizar raices. Eseglundo capitulo experimental
(Capitulo 1ll) en invernadero, se discriminaron &fectos directos del glifosato sobre
los HMA, de los indirectos de corto plazo mediagas cambios producidos en la
planta hospedante. Entekcer capitulo experimental (Capitulo IV) se analizaron los
efectos de la aplicacion de glifosato sobre el grje de colonizacion radical, la
densidad, diversidad y viabilidad de esporas de HMA estructura de la vegetacion.
La originalidad de esta tesis radica principalmemedos aspectos: por un lado, no se
han evaluado hasta el momento los efectos del sglifo sobre los HMA en
comunidades de pastizal. Por otro lado, el dafi@rgeio por el glifosato sobre estos
hongos es evaluado generalmente sobre la coloéizaadical, faltando informacion
acerca de lo que sucede con las esporas expuedsi® derbicida. Este proyecto
aportara conocimiento en este sentido, ya que leosséevaluara el nimero de esporas,
sino que se determinara la viabilidad de las misyrlas cambios en la diversidad de la

comunidad de HMA en suelos expuestos al glifosato.

Pastizal natural de la Pampa Deprimida como sitio @ estudio

La Pampa Deprimida incluye las areas de la Depreted Rio Salado al noreste
(Vervoorst, 1967) y la denominada Region de Lapaldsudoeste (Etchevehere, 1961)
(Fig. 1.3). En esta zona, el clima es templado ldano®n temperaturas medias anuales
desde los 13,8 °C en el sur a los 15,9 °C en & .noas precipitaciones medias anuales
varian entre 850 y 900 mm, distribuidas a lo ladg todo el afio. Los suelos
caracteristicos de la Pampa Deprimida son los bladtas, que forman asociaciones
con Natracualfes y Natralboles. Estos suelos tigipgcamente un horizonte arcilloso,

baja permeabilidad y alto contenido de sales sédi8alazar Lea Plaza & Moscatelli,
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1989; Lavado, 1992). La vegetacion presenta urglarespacial complejo en mosaicos
de comunidades herbaceas (Burlaral, 1990). Desde el punto de vista fisonomico —
floristico, se distinguen cinco tipo de ambientgse se encuentran fuertemente
diferenciados en funcion del grado de hidro y hadismo y la ubicacion en el relieve:

las praderas de mesdfitas, las praderas himedasgi#itas, las praderas de higrofitas,

las estepas de haldfitas y las estepas humedadddias (Perelmaset al, 2001).

.34°

-36°

-3g°

-40°1

Figura 1.3. Mapa de la provincia de Buenos Aires, con localiza del area ecoldgica

correspondiente a la Pampa Deprimida. Adaptadobds & Vizcaino (2011).

La Pampa Deprimida es un area predominantementadgemy que basa su
produccion en la utilizacion del pastizal natukste recurso forrajero sufrié durante los
altimos 100 afios un proceso de degradacion debip@astoreo continuo, que modifico
su composicion floristica. La alteracion de la cosipon de especies nativas, la

introduccion de exdticas y la disminucion de egmeds ha llevado a una mayor
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estacionalidad en la produccion de forraje (Pereletaal, 2001). Debido a que la
Productividad Primaria Neta Aérea (PPNA) resultstdal0 veces superior en
primavera que en invierno (Saaal, 1981), la principal limitante para la produccion
ganadera es el déficit de forraje invernal (Deregit al, 1995). Para superarla, en la
tltima década se ha difundido la aplicacién, adénverano, de 2-4 |.Hade glifosato
con fertilizacion nitrogenada, en los ambientesactymunidad vegetal corresponde a la
de pradera humeda de mesdfitas. El conjunto de pséaticas permite la eliminacion
principalmente de las especies YCmalezas, lo que permite una mejor germinacion y
establecimiento de gramineas anuales de sindromosirt@tico G, cuyo mayor

componente e$.olium multiflorum(Rodriguez & Jacobo, 2010).

Numerosas evidencias sugieren que en estos sistéajas pastoreo, la
aplicacion de glifosato junto con la fertilizaci@itrogenada reduce significativamente
la cobertura de otras especies muy valiosas dakzpbh&lacobcet al, 2007; Rodriguez
et al, 2007), la biomasa verde estival (Sabbioni P&6@6), la riqueza floristica y la
diversidad de especies vegetales (Rodriguez & $a@ml0). Entre las especies que
mas ven afectada su cobertura por efecto de leaapn de glifosato, se destadanius
tenuis y Paspalum dilatatunfJacoboeet al, 2007; Rodriguezt al, 2007).L. tenuises
una leguminosa herbacea naturalizada en los pastida la Pampa Deprimida (Sevilla
et al, 1996), muy apreciada por su plasticidad, prodiazd, capacidad para crecer en
suelos pobres en nutrientes, y su alto valor ivdrpara el ganado vacuno (Mazzaetti
al., 1988, citado por Escudero & Mendoza, 2005)(Escude Mendoza, 2005)P.
dilatatumes una graminea,@ativa de América del Sur, también valorada enizaes
de la Pampa Deprimida debido a su palatabilidad patencialidad de producir méas
forraje tempranamente en primavera y entrado dliopt@n comparacion con otras
gramineas perennes estivales (Vereital, 2003). De lo mencionado anteriormente se
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desprende que la pérdida de estas especies coallevareduccion en el valor pastoral,

y por ende en la receptividad animal de estoszzdss.

Los dos grupos funcionales mencionados anterioendifgguminosas y
gramineas &) se caracterizan por poseer mayor dependenciarnigica que las
dicotiledoneas no leguminosas y graminea@/lson & Hartnett, 1998). En el caso de
las leguminosas, la dependencia micorricica es maysuelos deficientes en P, debido
a que la falta de este nutriente limita tanto galdscimiento como la fijacion de;N
(Bareaet al, 2005). En el caso de las gramineadaOmayor dependencia micorricica
estaria relacionada con el escaso desarrollo tadic@omparacion con las especigs C
(Baylis, 1970; Tawaraya, 2003). Por lo tanto, enhbm floristico producido por el
glifosato, podria deberse al perjuicio que ésts@aobre ciertas especies vegetales de
la comunidad, que podria modificar a su vez la codad de HMA, y/o al posible
efecto directo sobre la comunidad de HMA, que @odrsu vez alterar la comunidad

vegetal.
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INTRODUCCION

Como se menciond en el capitulo anterior, los hemgizorricicos arbusculares
(HMA) presentan distintos tipos de propagulos esuglo: esporas, micelio externo y
segmentos de raices infectadas (Smith & Read, 2@@8})odos ellos, las esporas son
consideradas como la forma de propagulo mas regsdecondiciones adversas (Abbott
& Robson, 1991), debido en parte a la presencia&lanina dentro de sus paredes, que
pueden ayudar a proteger su contenido (Danielsddett984). Este tipo de estructura
también estéa relacionado con la capacidad de digpede los HMA en el sistema, ya
que se demostro la existencia de transporte deaspdravés de hormigas, lombrices,
roedores, avispas (Mcllveen & Cole Jr, 1976; Wareeral, 1987) y agentes

erosionantes como viento y agua (Allen, 1987; Waehal, 1987).

El nimero de esporas presentes en el suelo eswtado de un complejo
balance entre pérdidas y generacion de nuevasassfesporulacion). En ecosistemas
naturales las pérdidas no sélo pueden debersgearsunacion, sino también a factores
bidticos como depredacion y parasitismo (RabatinS&nner, 1988), o a factores
abidticos como pH y humedad edafica (Udaigaral, 1996; Shuklaet al, 2012). En
agroecosistemas, las esporas quedan expuestasdieate a los pesticidas utilizados
en las practicas agricolas, los cuales tambiéngruatectar su desarrollo (Pasaritu
al.,, 2011). Algunos trabajos han reportado inhibicgoae la germinacion de esporas de
HMA expuestas a determinados fungicidas, inseetscigl herbicidas (Carr & Hinkley,
1985; Menendezet al, 1999; Giovannettiet al, 2006; Malty et al, 2006). La
esporulacién por su parte, esta influenciada poiowafactores, entre los que se

mencionan la planta hospedante y condicionesadafBrundrett, 2009).

En el caso particular del glifosato, Ma#y al. (2006) reportaron reducciones en

la germinacién y crecimiento del tubo germinatisiendo la magnitud de esa reduccion
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distinta segun la especie de HMA evalua@égé@spora margarita, Claroideoglomus
etunicatumy Scutellospora heterogamaSin embargo, otros autores no encontraron
estos efectos drunneliformis mosseagiovannettiet al, 2006; Pasaribet al, 2011).
Esta diferente sensibilidad al glifosato encontrandtxe las distintas especies de HMA,
podria llevar a modificaciones en la diversidadadeomunidad de estos hongos, lo que

podria repercutir a su vez sobre la diversidacha®munidad vegetal (Bever, 1999).

Luego de la aplicacion de tratamientos drasticepoms muertas pero de
apariencia saludable pueden persistir en el suatante largos periodos de tiempo
(McGraw & Hendrix, 1986). Por esta razon, es esgrevaluar la viabilidad de las
esporas a fin de determinar su potencial como pudpa (Anet al, 1998). Realizar
esta evaluacion midiendo la germinacion y la hdhdi de infectar plantas es muy
laborioso, lleva mucho tiempo y los resultados puneder imprecisos debido a la
posible dormicion de las esporas (Tommerup, 1987V &Adendrix, 1988). En cambio,
el uso de bromuro de tetrazolio (MTT) permite arila un valor mas certero de

viabilidad (An & Hendrix, 1988).

La reduccion o incluso la desaparicion de los pgapes de HMA provocada
por practicas culturales en los sistemas agrictddess como el uso de fertilizantes y
agroquimicos, es un indicador de que la estabildidsistema planta-suelo se redujo
(Giovannetti & Gianinazzi-Pearson, 1994; Helgasoml, 1998). Como consecuencia,
los HMA pueden considerarse como los microorganssmm-blanco mas importantes
para ser monitoreados en los estudios de impactieatal de productos quimicos
utilizados en el sector agricola (Giovannettal, 2006). El objetivo de este capitulo
es evaluar los efectos directos del glifosato stbxeabilidad de esporas de HMA, y la

capacidad de éstas de germinar y colonizar raitssi@os tratados con este herbicida,

Tesis Doctoral — CAPITULO 2
Ing. Agr. Druille Magdalena



19

bajo lahipotesisde que el glifosato disminuira la viabilidad de &sporas de HMA y

esto repercutird negativamente sobre la coloninaeidical.

MATERIALES Y METODOS
Sitio de estudio y recoleccion de muestras

Las muestras de suelo se recogieron en la primaec®10 de un pastizal bajo
pastoreo situado en un establecimiento ganadecarcera la localidad de Azul, en el
centro de la Pampa Deprimida (36° 40" S, 59° 328®m.s.n.m). La temperatura
promedio anual es de 14,6 °C y la precipitacién imethual es de 895 mm.afo
(Perelmanet al, 2001). El suelo fue clasificado como Natracupict, con 3,5% de
materia organica y 5,6 ppm de P. El pastizal estlmimainado por una comunidad de
pradera humeda de mesofitas (Pereletaal, 2001), y entre las especies dominantes se
encontraron Lolium multiflorum Lam., Paspalum dilatatumPoir., Bothriochloa
laguroides (DC) Herter,Sporobolus indicugL.) R. Br.., Panicum milioidesNees ex
Trin.,, Nassella neesiana(Trin. & Rupr.) Barkworth, Briza subaristata Lam.,
Piptochaetium montevidens{§preng.) Parodi, Yanthonia montevidensislack. &
Arechav. En estos pastizales, el glifosato es agitia finales de verano con el objetivo
de promover el crecimiento de especies anualesndermo (Rodriguez & Jacobo,
2010), pero este campo no tenia antecedentes tmmnigatos con herbicida. Se
recolectaron muestras de suelo de los primerosriQlicadas al azar. Las mismas se
homogeneizaron y se tamizaron utilizando una ntl2 mm para eliminar los tejidos

vegetales.
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Disefio experimental

El equivalente a 4,8 Kg de suelo seco se coloc®0dmndejas de 21 x 16 cm, y
2 cm de profundidad (160 g por bandeja). Las misseadispusieron de acuerdo a un
disefio completamente aleatorizado, con un arregitwifial combinando tres dosis de
glifosato y dos periodos de muestreo post-aplicac@ada tratamiento tuvo cinco
repeticiones, siendo cada bandeja una unidad destrage Las dosis de glifosato
evaluadas fueron 0, 0,8 y 3 Ihg0, 400 y 1.500 g de &cido equivalenté,ha
respectivamente). La ultima corresponde a la dosomendada a campo y la
intermedia a una dosis sub-letal para las plafsts. dosis sub-letal fue escogida luego
de un ensayo preliminar en el que se evalué deoao de clorofila en plantas de
multifiorum 15 dias después de la aplicacion de siete dosiglidsato (Fig. 6.1,
Anexo). Se evalud la viabilidad de esporas de HMWAdes periodos: 10 y 30 dias
después de la aplicacion del glifosato. Con eltolgede evaluar la capacidad de éstas
de germinar y colonizar raices, se estimo la colmion radical y biomasa aérea en
plantas delL. multiflorum de cinco semanas de edad, sembradas al momento de

muestrear su viabilidad (10 y 30 dias post-apl@aci

Conjuntamente con la determinacion del efecto deplécacion de glifosato
sobre la viabilidad de las esporas de HMA, se évallefecto de cada dosis sobre las
plantas, a fin de confirmar el caracter subletabpsstas de la dosis intermedia. Para
ello, se incorporaron cinco bandejas por dosis,Idoplantas dé&. multifiorumdurante
la aplicacion de glifosato. Estas plantas fueranlsadas cuatro semanas antes de la
aplicacidon de glifosato, y se mantuvieron en ingeuto a 25-35 °C. Siete dias después
de aplicar el herbicida, se evalué la tasa de siygrcia y el contenido de clorofila en

las hojas con un medidor de clorofila Minolta SPAD2 (Cuadro 2.1).
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Cuadro 2.1. Tasa de supervivencia y contenido de clorofila &antps delL. multiflorum
sometidas a distintas dosis de glifo8ato

Contenido de clorofila

Dosis (1 ha)  Tasa de supervivencia (%) ™ y1:324es SPAD)

0 04,82+ 3 18 24,512+ 0,97
0,8 66,6 = 6,96 12,800+ 1,55
3 32,.2¢+ 4,01 0,24b = 0,67

®Los valores corresponden a las medias + E.E.ra® cepeticiones. Letras similares indican
medias similares entre tratamientos, de acuertgsiatle Tukey (R 0.05).

Aplicacion del herbicida y condiciones de crecinhien

El glifosato fue aplicado utilizando una pulverineal estacionaria con una
boquilla de abanico plano (Bertolotti 110SF04), @a&rega un volumen de 120 Ia
una velocidad de 4,6 km‘hy una presién de 3 bar. Los tratamientos contbtd s
recibieron agua. Luego de la aplicacién, las barsd&jeron regadas con 200 cde

agua para permitir la incorporacion del herbicidgpeofundidad.

Parte del suelo de cada bandeja se utilizé paextenllas esporas y cuantificar
su viabilidad. El suelo restante se utiliz6 comatsio para el crecimiento de
multiflorumen macetas de 300 &na las que se le evalud la biomasa aérea y pajeent
de colonizacion radical a las cinco semanas desslieinbra. Luego de la aplicacion del
glifosato, las bandejas se mantuvieron en invetna25-35 °C hasta la cosecha del
multifforum Las bandejas se distribuyeron aleatoriamente grofu rotadas
semanalmente. El suelo fue mantenido a nivelesagesca la capacidad de campo

durante todo el experimento.
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Mediciones realizadas
- Separaciéon de esporas y estimacion de viabilidad

Las esporas se extrajeron a partir de 50 g de suidstnas de suelo secado al aire
para cada muestra. Se utilizo la técnica de tarmiba@idhedo y decantacion (Gerdemann
& Nicolson, 1963) seguido por centrifugacion endigate de sacarosa (Walket al,
1982). Las esporas obtenidas se sumergieron esalunz@on de Bromuro de Tetrazolio
(MTT) y se las incub6 por 40 horas (An & Hendrig88). La evaluacion de viabilidad
se realiz6 bajo microscopio estereoscopico corzabilo como viables aquellas
esporas que presentaron tonalidades rosado-rojizasno inviables a aquellas que
permanecieron del color propio de la espora erataraleza o bien se tornaron negras

durante la incubacion en MTT.
- Biomasa aérea

Cinco semanas luego de cada siembra, se realaé&casecha de la biomasa
aérea de las plantas de multiflorum. El material fue secado en estufa a 80 °C hasta

peso constante para la determinacion de biomaaa sec
- Porcentaje de colonizacion radical

Las raices dé. multiflorum se clarificaron en hidréxido de potasio (KOH) al
10% durante 15-20 minutos a 90 °C. Luego se acaiin en acido clorhidrico (HCI) al
1% por 10 minutos a temperatura ambiente paraegeatas posteriormente con azul de
tripano al 0,05% (Phillips & Hayman, 1970). Finahte las raices fueron lavadas y
montadas en alcohol polivinilico para su observacidn microscopio 6ptico (200x). Se
cuantificaron el porcentaje de colonizacion miaacd total (hifas + vesiculas +
arbusculos), colonizacién por vesiculas y colon@apor arbldsculos de acuerdo a la

metodologia propuesta por Mc Gonigleal. (1990).
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- Andlisis estadistico

Se realiz6 un analisis de la varianza (ANOVA) paeterminar el efecto de las
dosis de glifosato sobre la tasa de supervivendangenido de clorofila en las hojas
(Cuadro 2.1), y el efecto de las dosis de glifosatperiodo de muestreo sobre la
viabilidad de esporas. Los atributos de la colan@a (porcentaje de colonizacion
radical total, porcentajes de arbusculos y de utsy se analizaron mediante un
MANOVA de tres vias. Cuando el MANOVA mostro resulbs significativos, se
utilizé el andlisis univariado ANOVA para determircaidl de las variables de respuesta
fueron las mas afectadas por los tratamientos {$&he&001). A los datos expresados
en porcentaje se les realiz6 una transformaciénlan@y = arcsewix) antes de llevar a
cabo cada andlisis estadistico, con el objetivmlalener varianzas homogéneas. El
nivel de significancia se fij6 em= 0,05. Las medias de los tratamientos se conyarar

mediante la prueba de Tukey cuando los valBrieeeron significativos.

RESULTADOS
Viabilidad de esporas

La aplicacion de glifosato redujo significativamei viabilidad de las esporas
de HMA (F 2,241 = 85,60; P <0,0001) (Fig. 2.1). La viabilidad ds kesporas en suelos
no tratados con el herbicida fue entre 5,8 y 7¢eésenayor que en los suelos tratados.
Aunque el impacto de la aplicacion de glifosatoreda tasa de supervivencia de
multifiorum fue estadisticamente diferente entre los trestifmdosis (Cuadro 2.1), la
viabilidad de las esporas de HMA no fue significatnente diferente entre las dosis de
0,8 y 3 1.ha. Ni el periodo de muestreo post-aplicacibr (4 = 1,23; P = 0,2801) ni la

interaccion entre la dosis de glifosato y periodamliestreo post-aplicacioR (224 =
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0,07; P =0,9312) mostraron efectos significativogjue indica que la magnitud de esta

reduccion fue similar después de 10 y 30 dias deplleacion del herbicida.

10 i Dosis
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Figura 2.1. Viabilidad de esporas de HMA (%) bajo diferentessisl de glifosato, en dos
periodos de muestreo (10 y 30 dias post-aplicacid¥ valores corresponden a las medias *
D.E., para 5 repeticiones. La misma letra sobreb&sas indica que los valores no difieren

significativamente entre los seis tratamientos Q,05).

Biomasa aérea y colonizacion radical

Se encontré un efecto significativo de la interéecentre la dosis de glifosato y el
periodo de siembra post-aplicacion sobre la bionme&@a de las plantas de
multiflorum (F 2, 241 = 7,46; P = 0,0030). Las plantas sembradas 10pdstsaplicacion
del glifosato, presentaron menor biomasa aérea lgsiesembradas 30 dias post-
aplicacion, y soOlo en estas ultimas la biomasaaaéwe significativamente mayor

cuando se aplicé la dosis maxima de herbicida (fQU2Q).
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Cuadro 2.2.Biomasa aérea de plantasldenultifiorumexpuestas a distintas dosis de glifosato,
sembradas 10 y 30 dias post-aplicacion. En ambsssdas plantas fueron cosechadas a las

cinco semanas desde su siembra.

Biomasa (g.planty

Dosis (I.hd) Periodo de siembra (dias post-aplicacion)
10 30
0 0,09° 0,15°
0,8 0,1¢° 0,17°
3 0,09° 0,22°

Los valores corresponden a la media de cinco @peés. Letras similares indican medias
similares entre tratamientos, de acuerdo al teSuttey (P< 0.05).

Se detectd un efecto significativo del periodo idenbra post-aplicacion y la
dosis de glifosato (pero no de la interaccion eries) en los atributos de la
colonizacion radical (MANOVA, Cuadro 2.3). El ANOVAnivariado mostré que el
porcentaje de colonizacion radical fue significathente menor en las plantas que
crecieron en suelos tratados con glifosato qu@®isuelos no tratadoB (>24) = 21,14;

P <0,0001) y en el primer que en el segundo perdedsiembra post-aplicacioh f1,24)
=61,82; P <0,0001) (Fig. 2.2A). No se encontrériatcion entre la dosis de glifosato y
periodo de siembra post-aplicacion para la colamraradical (Fjz24 = 1,25; P =
0,3071).

Cuadro 2.3. Resultados del analisis de varianza (MANOVA) plasaefectos del periodo de

siembra post-aplicacién y dosis de glifosato sdbee atributos de la colonizacién radical

(colonizacion radical total, porcentaje de arbissyl porcentaje de vesiculas).

g.l. (numerador,

Efecto Traza de Pillai . F
denominador)
Penodo(lc:i)(; siembra 074 322 2136
Dosis de glifosato (G) 0,74 6, 46 4,53
PxG 0,29 6, 46 1,27

La traza de Pillai se utiliz6 como criterio multiiente. El formato en negrilla denota efectos
significativos a * P <0,001; ** P <0,0001.
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Figura 2.2. Porcentaje de colonizacién radical (A), arbusc®sy vesiculas (C) en plantas
sembradas en suelos tratados con distintas dogifakato, y en dos periodos de siembra (10 y
30 dias post-aplicacion). Los valores represerdamiedias + D.E. de cinco repeticiones. La
misma letra sobre las barras indica que los valoeglifieren significativamente entre los

tratamientos de acuerdo al analisis de varianagpydeba de Tukey #®0,05).

Analizando las diferentes estructuras del hongardete la raiz, se encontré que

la aplicacion de glifosato redujo el porcentaje atblusculos (Fp24 = 14,36; P
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<0,0001). Esta reduccion fue significativa sélaretas plantas que crecieron en suelos
no tratados y en suelos tratados con la dosis naaiig. 2.2B). También se encontro
un efecto del periodo de siembra, con un mayoregmbage de arbusculos en plantas
sembradas 30 dias después de la aplicacign4f~= 8,85; P = 0,0066). La interaccion
entre la dosis de glifosato y el periodo de sierposd-aplicacion no fue significativa (F

[2,24] = 0,20; P = 0,8)

La aplicacion de glifosato determind una reduc@nrel porcentaje de vesiculas
a un nivel de P = 0,0503 (Fig. 2.2C). Esta redute® evidencia en los tratamientos de
0,8 y 3 I.hd sélo en plantas sembradas 30 dias después dickcEm, lo que muestra
un efecto de la interaccion entre dosis de glifoggberiodo de siembra post-aplicacion

a un nivel de P = 0,0513.

DISCUSION

Los resultados de este capitulo apoyan nuestraeisisae que la aplicacion de
glifosato reduce la viabilidad de las esporas deAHMla colonizacién radical de las
plantas que crecen en suelos previamente expuastmse herbicida. El riesgo de
toxicidad del glifosato sobre los organismos naibtadel suelo es por lo general
considerado marginal, ya que el glifosato en laigoh del suelo es propenso a una
rapida degradaciéon microbiana o casi inmediatativeaion por adsorcion en la matriz
del suelo (Gies¥t al, 2000). Sin embargo, los resultados de este estudican que el
tiempo de residencia del glifosato y/o su metabolibxico AMPA (&cido
aminometilfosfénico) en el suelo fue suficientegpegducir la viabilidad de las esporas
de HMA y su capacidad de colonizar las raices. disminucion en la viabilidad de las

esporas puede conducir a cambios en la dinAmickqobal de los HMA y en la
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funcionalidad de la simbiosis, teniendo en cueatariportancia de las esporas como
fuente de propagulo para la permanencia y propagate los HMA en el sistema, y

para una colonizacion radical 6ptima de las plafB@asth & Read, 2008).

La reduccién en la viabilidad de las esporas sectieincluso cuando se aplico
la dosis mas baja del herbicida (0,8 ThaEn esta dosis, la aplicacién de glifosato
redujo la tasa de supervivencia de multiflorumen un 29,7% y del contenido de
clorofila en un 47,4%, mientras que la disminuaiéria viabilidad de las esporas fue de
un 87%. Esto sugiere que hay diferentes sensitéslaal glifosato entre los
componentes del ecosistema y en este caso fua@ugerun organismo para el que el
producto agroquimico no fue disefiado (organismblaneo). Hay evidencias de otros
organismos no-blanco que fueron afectados porifesgto. Por ejemplo, Casabé et al.
(2007) evaluaron el efecto de este herbicida erbtm®s, y hallaron una disminucion
de la viabilidad de los capullos con 1,440 g del@equivalente.hh Otro estudio ha
observado efectos negativos del glifosato sobrbidenasa de nddulos de bacterias
fijadoras de N y contenido en leghemoglobina ea &lycine maxL.) Merril) (Reddy

et al, 2000).

El porcentaje de colonizacion radical fue signiiva@mente menor en plantas
sembradas en suelos tratados con glifosato quesesuklos no tratados. Se detect6 un
efecto del periodo de siembra sobre la coloniza@dical, siendo mayor en las plantas
sembradas 30 dias después de la aplicacion detiderkrespecto a las sembradas 10
dias post-aplicacién. Esto podria deberse al efd@etana temperatura de crecimiento
levemente mayor en el invernadero durante estafepke resulté en plantas de mayor
tamafio (Cuadro 2.2). Sin embargo, el efecto deplaaaion de glifosato sobre el
porcentaje de colonizacion radical fue similar enbas fechas de muestreo. Estos

resultados son similares a los reportados por Reh@b. (2008), quienes encontraron
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una reduccion en el porcentaje de colonizaciércehdiel 18% y del 33% en plantas de
pimiento Capsicum annuuri.) que crecieron en un suelo tratado con 0,4|hd",
respectivamente. Sin embargo, estos resultado®mouerdan con los reportados por
Malty et al. (2006), que no encontraron cambioslgyorcentaje de colonizacion radical
por HMA en soja Glycine maxL.) que crecidé en suelos expuestos a glifosatoa un
dosis equivalente a 10 IhaPosiblemente, estas diferencias se deben a apla
hospedante, las especies de HMA y los niveles drilRPados en cada uno de los
ensayos, ya que las dosis y la textura del sua@mifusimilares. Nuestros resultados
también muestran que el porcentaje de arbusculosedigo significativamente en
plantas cultivadas en suelos tratados con la diesglifosato recomendada a campo (3
l.ha®). Esto implicaria que la funcionalidad de la siosis se podria ver afectada, dado
que estas estructuras son el sitio principal der¢atnbio de nutrientes entre la planta

hospedante y el hongo (Smith & Gianinazzi-Pear$888).

La biomasa aérea fue similar en plantag deultifforum sembradas en suelos
tratados y no tratados con glifosato, en el pripetiodo de siembra (10 dias post-
aplicacién). Sin embargo, las plantas sembradasuelos tratados con 3 Ihale
glifosato presentaron una biomasa aérea mayor api€ue crecieron en suelos sin
tratar, en el segundo periodo de siembra (30 dbss-gplicacion). En este ultimo
periodo, la relacion inversa encontrada entre atgmiaje de colonizacion y biomasa
aérea podria deberse a que las mediciones fueabradas en un estadio temprano del
desarrollo de las plantas (cinco semanas desddaerabia). En estos casos, el
crecimiento de las plantas puede verse deprimide kn presencia del simbionte,
debido al flujo de C que es destinado al hongonSohet al, 1997). Por lo tanto, las
plantas con menor porcentaje de raiz colonizadeci@mdo en suelos con la dosis
méxima de herbicida) podrian haber destinado mé&d C€ecimiento aéreo que las
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plantas con mayor porcentaje de colonizacion radimtodas maneras, lo mencionado
anteriormente no explica las respuestas encontradasu totalidad, ya que no se
observaron diferencias significativas en el pomentde colonizacion radical y
arblsculos en plantas que crecieron en sueloglositeon 0,8 y 3 |.h pero si se

observaron diferencias en la biomasa aérea.

Aunque en este estudio no se examinaron posibleamseos por los cuales la
aplicacion de glifosato afecta la viabilidad deaap de HMA, es razonable asumir que
la inhibicion de la enzima 5-enolpiruvilsiquimatefesfato (EPSP) sintasa es en parte
responsable de este efecto. El glifosato inhibe estima en la via del acido shikimico
(Amrheinet al, 1980), y como se menciono anteriormente, estdumma la inhibicion
de la biosintesis de aminoacidos aromaticos ytlenden en la produccion de proteinas
y productos secundarios (Grossbard & Atkinson, 198&nzet al, 1997). La EPSP
sintasa no solo se encuentra en las plantas, satambién esta presente en bacterias y
hongos (Padgettet al, 1995). Por lo tanto, la inhibicion de esta enzpuade explicar,
al menos parcialmente, la disminucion en la vidhd de esporas de HMA cuando se
expone al glifosato. Ademas, se deben considersiblps efectos toxicos del AMPA
sobre los HMA, dado que se han reportado efectubiiarios de este metabolito en la

germinacion de semillas de trigo (Barry, 2009; Bbtal, 2011).

Los datos mostrados en este capitulo resultan dplizacion de glifosato en el
suelo contenido en bandejas (2 cm de profundidanh),un riego post-aplicacién a fin
de asegurar el contacto entre el herbicida y esp&ajo condiciones de campo, las
posibilidades de que las esporas de HMA estén mtacto con glifosato, y la magnitud
del efecto de este herbicida sobre las mismasstan exclusivamente relacionados con
la dosis y momento de aplicacion. Para una misnségsdta magnitud del efecto sera

mayor a medida que disminuya la cobertura veggglltiempo entre la aplicacion y un
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evento de precipitaciones se acorte, ya que analotarés pueden aumentar la cantidad
y movilidad de glifosato en el suelo. Las practidasnanejo, tales como la fertilizacion
fosforada, generar una nueva movilizacion de lsgluds de glifosato en el suelo, ya
que el P compite con aquellos por los sitios dem@iEn en el suelo (Bott al, 2011).
Por lo tanto el aporte externo de P debe ser ceragld como un potencial factor que
acentue la toxicidad del glifosato. Adicionalmené&, glifosato puede llegar a las
esporas a través de exudados radicales haciadsfeia de plantas tratadas con el
herbicida (Neumanet al, 2006). Este proceso puede tener un impacto izpieen el
namero de propagulos de HMA debido al mayor nunsoesporas en el suelo
rizosférico en comparacion con los suelos no-ramoshs (Hindumathi & Reddy, 2011).
En este caso, la magnitud del efecto sera mayoedida que aumenta la cobertura

vegetal al momento de la aplicacion del glifosato.

En conclusion, los resultados presentados en epieu® nos permiten afirmar
que la aplicacion de glifosato y su llegada al suedduce la viabilidad de esporas de
HMA, y su capacidad de colonizar las raices. Essmiducion en el niumero de
propagulos se podria afiadir a un posible efectioeicid de este herbicida sobre estos
hongos, debido a alteraciones en el flujo de cadoatos hacia el hongo como
resultado del estrés en la planta hospedante &ratad combinacion de los efectos
directos e indirectos de la aplicacion de glifosatdre los HMA puede afectar la
diversidad vegetal por dos razones. Por un ladwsiderando los diferentes grados de
dependencia micorricica que presentan las distaspscies de plantas que coexisten en
estos pastizales. Por otro lado, la sensibilidaglifalsato podria variar entre especies de
HMA, lo que llevaria a un cambio en la diversidadedtos hongos, y por ende en la

comunidad vegetal (Bever, 1999).
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INTRODUCCION

Como se mencioné anteriormente, el glifosato podiddiar a los HMA
directamente al entrar en contacto con el micetierao y las esporas (Fig. 1.2). Al
llegar al suelo, el glifosato se adsorbe fuertemarttavés de enlaces de hidrégeno en la
materia organica y por procesos de intercambionitenas en los minerales de arcilla,
oxidos de hierro y de aluminio (Aubin & Smith, 19%2aneyet al, 2000; Veigeet al,
2001). Sin embargo, tanto la adsorcion al sueloocdendegradacion del glifosato
exhiben una gran variaciéon dependiendo de la coigiposy las propiedades del suelo
(de Jongeet al, 2001; Gimsinget al, 2004b; Gimsinget al, 2007), asi como de las
condiciones climaticas (Borggaard & Gimsing, 20Bi@janderet al, 2012). Algunos
informes reportaron valores de persistencia enabspara cientos y miles de dias, y la
persistencia de la actividad fitotoxica para mad@esemanas después de la aplicacion

(Heinonen-Tanski, 1989; Feng & Thompson, 1990; W,eh@94).

El glifosato también podria perjudicar a los HMA ferma indirecta debido al
dafio inmediato que este herbicida le ocasiona@alata hospedante (Fig. 1.2). Al
inhibir la enzima enol-piruvil shikimato fosfatonsasa (EPSP), se interrumpe la
formacion de tres aminoacidos esenciales (Fetnal, 1997) deteriorando procesos
metabodlicos generales, tales como la sintesis dieipas y la fotosintesis. El estrés
generado en la planta hospedante podria reduflujelde C hacia el hongo, lo que
llevaria a una reduccién en el porcentaje de cpémndn radical. Desde el punto de
vista del hongo, la generacion de micelio interacupa fase critica a través del cual
estos simbiontes obligados obtienen C organic@aq#anta, y lo utilizan para sostener
el crecimiento tanto dentro de la raiz como enuelcs (Smith & Smith, 2012). Esto

podria repercutir a su vez en el nimero de espgaague se ha demostrado que la
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esporulacion de los HMA es directamente dependidetdlujo C desde la planta

hospedante (ljdet al, 2010).

En este capitulo se puso a prueba la hipo6tesisiddagaplicacion de glifosato
perjudica a los HMA tanto de forma directa, al toroantacto con las esporas e hifas
externas, como indirectamente, a través de los icamyenerados en la planta
hospedante. Para probar esta hipétesis se utiizatos especies de plantas,
pertenecientes a diferentes grupos funcionadletus tenuiswWaldst. & Kit. ex Willd.
(leguminosa) yPaspalum dilatatumPoir (graminea). Ambos grupos funcionales se
caracterizan por poseer una mayor dependencia nicicar que las especies gramineas
Cs y dicotiledéneas no leguminosas (Wilson & Hartn@f98). Sin embargo, difieren
en la morfologia de su sistema radical y en la c@dpd de generar simbiosis con
bacterias fijadoras de N. El uso de dos especigstales distintas para evaluar los
efectos del glifosato sobre los HMA se debe a queespuesta de estos hongos a los
tratamientos quimicos (Jalali & Domsch, 1975) wstestreses puede variar segun la

planta hospedante.

El objetivo de este capitulo ediscriminar mediante bioensayo en invernadero,
los efectos directos del glifosato sobre los HMA, Ids indirectos mediados por
cambios producidos en la planta hospedante.hijastesis planteadas son: 1) que la
aplicacion de este herbicida perjudica a los HMAtdalirectamente, al tomar contacto
con esporas e hifas externas, e indirectamentavastrde cambios generados en la
planta hospedante; y 2) que el efecto indirectcavdepender de la identidad de la

especie hospedante.
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MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio y recoleccion de muestras

Se recolectaron plantas Bedilatatumy L. tenuisdurante el verano de 2011, en
el mismo pastizal descripto en el capitulo ante@rtrata de un pastizal dominado por
una comunidad de praderas humedas de mesodfitadnfReet al, 2001), ubicado en la
localidad de Azul, en el centro de la region de pParDeprimida. La temperatura
promedio anual en la region es de 14,6 ° C y laipitacién anual es de 895 mm.&fio
(Perelman et al., 2001). El suelo se clasifica camanatracuol tipico, con 3,5% de
materia organica y 5,6 ppm de P. Aunque en estediippraderas, el glifosato se aplica
al final del verano para promover el crecimientoadeales de invierno (Rodriguez y
Jacobo, 2010), el sitio de estudio no tenia antated de tratamiento con herbicidas.
Plantas deP. dilatatumy L. tenuisde similar edad y tamafio fueron recolectadas a
mediados de febrero, con su suelo asociado. El onfasymanipulado con precaucion,
con el objetivo de mantener lo mejor posible suuesiira. Las plantas con su suelo
asociado se colocaron individualmente en macetas ey luego de un periodo de

aclimatacién de 10 dias en invernéculo, se rediaplicacion de glifosato.
Disefio experimental y aplicacion de herbicida

El experimento tuvo un disefio completamente aleado con un arreglo
factorial de tres factores: 1) Especie vegetatj@nnivelesP. dilatatumy L. tenuig, 2)
dosis de glifosato, en tres niveles (0, 0,8 y a)hy 3) sitio de aplicacién, en dos
niveles: suelo (via directa) y hojas (via indirg¢ctan el primer caso (via directa), el
glifosato se aplicé sobre el suelo de las maceatgigmente disuelto en 200 Erde
agua, asegurando que la solucién no entrara eaatonton tejido de la planta. En el

segundo caso, el herbicida se aplic6 a las plansando un pincel para cubrir
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cuidadosamente la superficie de la hoja, sin quee ean contacto con el suelo. Las
plantas de este tratamiento se regaron con 200demagua, para igualar el agua
suministrada cuando el glifosato se aplic6 sobreswtlo. Se realizaron cinco

repeticiones para cada tratamiento. Las plantaslsearon en invernaculo a 25-35 °C
hasta el momento de cosecha, y el suelo fue maotemiveles cercanos a la capacidad
de campo. Las macetas fueron rotadas dentro dednagulo semanalmente de manera

aleatoria.

Mediciones realizadas
- Separaciéon de esporas y estimacion de viabilidad

La separacion de esporas se realizo utilizandéclsida de tamizado en humedo
y decantacion (Gerdemann & Nicolson, 1963), segpimocentrifugacion en gradiente
de sacarosa (Walket al, 1982). Luego se incubaron durante 40 horas emimm de
tetrazolio (MTT) para determinar su viabilidad (&nHendrix, 1988), tal como se
describié en el capitulo 2. Se contabilizaron cowables aquellas esporas que
presentaron tonalidades rosado-rojizas y como liesaa aquellas que permanecieron
del color propio de la espora en la naturalezaem Isie tornaron negras durante la

incubacion en MTT.
- Colonizacién radical

Las raices dé&. multifforumy L. tenuisfueron clarificadas con KOH (10%), y
luego tefiidas con azul de tripano al 0,05%, sigloezi protocolo de Phillips y Hayman
(1970). Se cuantificaron el porcentaje de colond@acmicorricica total (hifas +
vesiculas + arbusculos), colonizacion por vesicyl@aslonizacion por arbusculos de

acuerdo a la metodologia propuesta por Mc Gorigéd. (1990).
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- Contenido de clorofila y biomasa aérea viva

Para estimar el vigor de las plantas, se cuanti@oncentracion de clorofila en
hojas y la biomasa aérea viva de las plantas haspesi El contenido de clorofila se
midio de forma no destructiva, utilizando un medide clorofila (SPAD-502, Minolta)
15 dias después de la aplicacion de glifosato gabb de 25 dias de crecimiento en
invernaculo. Las mediciones consistieron en 10utest cinco a cada lado de la
nervadura central. Luego de realizarse la medidénclorofila, las plantas fueron
cosechadas desde la superficie del suelo, y ladsanaérea viva se separ0 de la
biomasa aérea muerta. El peso seco se determinanteedecado en estufa durante 72

horas a 70 °C.
Analisis estadistico

La viabilidad de esporas, el contenido de clorofilas datos de biomasa verde
se compararon entre tratamientos mediante andksisarianza (ANOVA). Los rasgos
fungicos (colonizacion radical total, y los por@ges de arbusculos y vesiculas) se
analizaron mediante un analisis multivariado dedaanza (MANOVA) de tres vias.
Cuando el MANOVA mostré resultados significativas, realizé un analisis ANOVA
protegido para determinar cual de las variablesedpuesta fue la mas afectada por los
tratamientos (Scheiner, 2001). Para homogeneiz&anzas, a los datos expresados en
porcentajes se les realiz6 una transformaciéon angyl = arcsenVx). El nivel de
significancia se fij0 enn = 0,05. Las medias de los tratamientos se congarar
mediante la prueba de Tukey cuando los valords elecontrados fueron significativos.
Aunque las plantas extraidas del pastizal eraram@fio similar, la biomasa aérea fue
utilizada como una covariable en el andlisis dealdanza (MANOVA y ANOVA) al
evaluar el efecto de glifosato sobre la colonizacadical.
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RESULTADOS

Viabilidad de esporas

Se encontré una interaccion significativa entrddais de glifosato y el sitio de
aplicacion E o, 477 = 5,17; P = 0,0093). Se detectd una reduccion @é686 en la
viabilidad de esporas de HMA cuando el glifosat@agkco sobre el suelo (via directa).
Esta disminucion fue de magnitud similar en la slositermedia y en la dosis
recomendada a campo, y este efecto fue indepeaddmtlas especies de plantas
evaluadas. Cuando el glifosato se aplic6 sobréadgess, no afectd la viabilidad de las

esporas (Fig. 3.1 Ay B).
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Figura 3.1. Viabilidad de esporas de HMA en las comunidadegiadas a plantas de A)
tenuisy B) P. dilatatum15 dias post-aplicacion de glifosato en el sueia directa) o en las
hojas (via indirecta). Los valores representamredias + D.E. de cinco repeticiones. La misma
letra sobre las barras indica que los valores fiereln significativamente entre los tratamientos

de acuerdo al andlisis de varianza y la pruebauéteyr(P< 0,05).
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Colonizacion radical

Tanto la especie vegetal, como la dosis de glitogatl sitio de aplicacion
tuvieron un efecto significativo sobre los rasgosgicos, y no se encontrg un efecto de
la interaccion entre ellos (MANOVA, Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1.Resultados del analisis multivariado de la varighANOVA) para los efectos de

las especies vegetales, dosis de glifosato y si#oaplicacion en los rasgos fungicos
(colonizacion radical total, porcentaje de arbiseyl porcentaje de vesiculas).

g.l. (humerador,

Efecto Traza de Pillai denominador) F
Especie (E) 0.29 3,43 5.99
Dosis de glifosato (G) 0.54 6, 88 5.44
Sitio de aplicacion (S) 0.23 3,43 4.30
Biomasa viva 0.04 3,43 0.55
ExG 0.25 6, 88 2.07
ExS 0.03 3,43 0.47
GxS 0.06 6, 88 0.42
ExGxS 0.22 6, 88 1.86

La traza de Pillai se utiliz6 como criterio multiiente. El formato en negrilla denota efectos
significativos a * P <0,001; ** P <0,0001.

La colonizacion radical total fue significativamemhayor erl. tenuisque erP.
dilatatum y en las plantas sin aplicacion de glifosato godas plantas tratadas con
algunas de las dos dosis evaluadas. No se enamtilgerencias significativas entre

los sitios de aplicacion (ANOVA protegido, Cuadr@,¥Fig. 3.2 Ay B).

En relacion al porcentaje de arbusculos, se entama respuesta similar a la
descripta para la colonizacién radical total, penoeste caso si se detectd un efecto
significativo del sitio de aplicacion (Cuadro 3.E).niUmero de arbusculos resulté 20%
menor cuando el glifosato se aplicé sobre las hejasindirecta), que cuando se aplico
sobre el suelo (via directa) (Fig. 3.2 C y D). Ning de los factores principales

analizados tuvo un efecto significativo sobre eicpotaje de vesiculas (Cuadro 3.2,
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Fig. 3.2 E y F). Tanto en el MANOVA como en los AMBs protegidos, la biomasa
viva introducida como covariable no tuvo un efesignificativo (Cuadro 3.1 y 3.2),
mostrando que los efectos encontrados en la caladiz radical fueron independientes

de esta variable y Unicamente dependieron de ieaapin de glifosato.

Cuadro 3.2. ANOVAs protegidos para el efectos de las especeggetales I(. tenuiso P.
dilatatur, la dosis de glifosato (0, 0,8 o 3 I'hay el sitio de aplicacién (suelo u hojas) solare |

colonizacion radical total, arblsculos y vesiculas.

Colom;amon Arbusculos Vesiculas
radical
g.l. F =) F =) F =)
Especie vegetal 1,53 14.38 0.0004 9.90 0.0027 0.04 0.8393
Dosis de 2,53 17.41 <0.0001 12.80 <0.0001 0.75 0.4774
glifosato
Sitio de 1,53 090 03461 1791 <0.0001 020  0.6544
aplicacion

Biomasa viva 1, 53 0.54 0.4644 2.13 0.1500 2.74 04D1

La negrilla denota efectos significativas£ 0.05)
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Figura 3.2. Colonizacion radical total, arbusculos y vesicuasplantas dd.. tenuisy P.
dilatatum 15 dias después de la aplicacion de glifosatd eneto (via directa) o aplicacion en
hojas (via indirecta). Los valores representanmasliias + D.E. de cinco repeticiones. Letras
mayusculas diferentes indican diferencias sigrifiea entre dosis de glifosato, y letras
minusculas diferentes indican diferencias signiiices entre sitios de aplicacién, de acuerdo al
andlisis de varianza y la prueba de Tukey (RO5).

Contenido de clorofila y biomasa viva

En lo concerniente al contenido de clorofila enabpjse encontré6 una
interaccion significativa entre la dosis de glifiosg el sitio de aplicacionF(, 47; =

28,81; P <0,0001). El glifosato redujo el contenitboclorofila cuando se aplicé sobre
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las hojas, pero no cuando se aplicé sobre el g@ladro 3.3). EI comportamiento
descrito anteriormente no vario entre las espeEgdantas analizadalS{ 477 = 1,66; P

<0,2035).

Cuadro 3.3.Contenido de clorofila en hojas tetenuisy P. dilatatum,15 dias post-aplicacion

de glifosato.
Dosis de glifosato (I.ha)
Especie vegetal 0 0.8 3
Sitio de aplicacién
Suelo Hojas Suelo Hojas Suelo Hojas
Contenido de
clorofilaen 55,08 343+14 363+41% 195:+07 341+08 128+08
L. tenuis
(unidades SPAD)
Contenido de
clorofilaen = 379,94 349+16 366+12 138+18 363+1% 11431
P. dilatatum
(unidades SPAD)

Biomasa viva de
L. Tenuis 15+0f 22+04 13+0,2 09+07 19+0f 09+0,f
(g/planta)

Biomasa vivaP.
dilatatum 1,8+0,f* 21+0Ff 1,7+0,f 05+0f 18+0f 03+0f
(g/planta)

Los valores representan la media de cinco repatsiat el error estandar. Letras similares sobre las
barras indica que los valores no difieren signifiganente entre los tratamientos de acuerdo alsisidle
varianza y la prueba de Tukey<®,05).

En cuanto a la biomasa viva, no se encontré urtcefggnificativo del factor
especie vegetalFf;, 45 = 1,92; P = 0,1721). Como era esperable, se emcaoma
interaccion entre la dosis de glifosato y sitioagiicacion Epp, 4g) = 26,93; P <0,0001).
Hubo una disminucion en la biomasa viva cuanddifglsgto se aplicé sobre las hojas,
y esta disminucién fue similar cuando se aplicddais maxima y la dosis intermedia.
En cambio, cuando el glifosato se aplicé sobreuelos los valores de biomasa viva

fueron similares al tratamiento control (Cuadrg.3.3
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DISCUSION

Los resultados presentados apoyan la hipoétesis ude egtos hongos son
afectados directa e indirectamente por la aplicad@glifosato. La importancia de cada
via dependié de la estructura fangica evaluada. épnbargo, a diferencia de lo
postulado en la segunda hipotesis, los efectoseictdis no dependieron de la especie
hospedante. Teniendo en cuenta los diferentes g@delaependencia micorricica que
pueden presentar las diferentes especies de plédtdde & Manjunath, 1991), la
alteracion de las estructuras de HMA en el sudl fprmacion de arbusculos para el
intercambio de nutrientes podrian conducir a cambioristicos de la comunidad
vegetal (Ganget al, 1993; van der Heijdest al, 1998b; Bever, 1999; Gangt al,
1999). Al mismo tiempo, se ha comprobado que eaii@s aplicaciones de glifosato en
estos pastizales provoca cambios en la composilmdstica en el corto-medio plazo
(Rodriguez & Jacobo, 2010), lo que podria afecadiversidad de HMA teniendo en

cuenta la dependencia entre ambas comunidadesr(B&@8).

La viabilidad de las esporas se redujo sélo cuahdtifosato se aplicé sobre el
suelo (via directa), siendo esta reduccion sineidre las dosis intermedia (no letal para
las plantas) y alta. La magnitud de este efecectbrfue menor que la encontrada en el
ensayo anterior, y esto podria deberse al graduedarbacion causado en el suelo en
cada caso. En el experimento previo (Capitulolxuelo se tamizé con una malla de 2
mm de diametro y se homogeneiz0, mientras queteregperimento, el suelo mantuvo
su estructura y la planta hospedante estaba peeddaity y colaboradores (2006)
encontraron que el glifosato inhibe la germinagid@ crecimiento de esporas de HMA
en medios de cultivo, pero no cuando se aplicaebsantes de la siembra de soja. El
trabajo citado anteriormente demostr6 que el efeitecto del glifosato sobre las

esporas puede depender de las especies de HMAadaalu_a inhibicion causada por
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este herbicida sobre la germinacion y el crecimieiet tubos germinales de las esporas
mostraron una tendencia decreciente deddlroideoglomus etunicatuma
Scutellospora heterogamg Gigaspora margarita(Malty et al, 2006), y nulo en
Funneliformis mosseagGiovannettiet al, 2006). La ausencia de efectos indirectos
indica que, aunque el glifosato puede ser exudaddap raices de las plantas tratadas
con el herbicida (Neumaret al, 2006), la cantidad de este producto en la rizasie

fue suficiente para afectar la viabilidad de lgsoess.

La colonizacion radical total se redujo en la mismagnitud cuando el glifosato
se aplico a 0,8 o 3 |.Halo que demuestra la alta sensibilidad de estosomiganismos
a la aplicacion de glifosato. Esto implica queadia causado por el herbicida no solo se
puede percibir en el area a tratar, sino que tamere las areas circundantes como
consecuencia de la deriva ocasionada por el viehtss vientos fuertes y
procedimientos inapropiados de aplicacion puedsnoltee en una deriva que puede
alcanzar el 37% de la dosis total pulverizada (Npr& Skuterud, 1974). Si bien la
disminucién en el porcentaje de colonizacion rddwga significativa pero no de gran
magnitud, es importante remarcar que pequefiososfed glifosato en componentes
importantes para el funcionamiento de los agrostamias pueden tener fuertes

impactos cuando grandes areas estan involucradéisu@mente (Shengt al, 2012).

No hubo diferencias significativas en la magnituel ld reduccion de la
colonizacion radical cuando el glifosato se apbobre el suelo o sobre las hojas. Sin
embargo, las causas de esta reduccion deberiatifeintes en funcidon del sitio de
aplicacion del herbicida. Cuando el glifosato sdicapen suelo (via directa), la
reduccion en la colonizacion radical estaria relaaila con los dafios que el glifosato
(el ingrediente activo, cualquiera de los adyuvant® algunos de su producto de

degradacion, como el AMPA) podria haber causadbifs externas y/o esporas de
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HMA. Ronco et al. (2008) encontraron una reducc#&n la colonizacion radical,
arbusculos y vesiculas en plantas de pimiento setabren suelo previamente tratado
con glifosato. Esto indicaria que la aplicacionedée herbicida reduce la cantidad de
propagulos agregados previamente al sustrato @sgoagmentos de raices infectadas,
y micelio deF. mosseae No se deberian descartar otras causas que poestar
involucradas en las respuestas encontradas. Commeseiond anteriormente, el
glifosato puede dafar otros microorganismos preseah el suelo, que, a su vez,
pueden modificar la funcionalidad de los HMA (Gamal994; Siddiqui & Akhtar,

2008; Pivatcet al, 2009).

La reduccion en la colonizacién radical cuandoliébgpto se aplico sobre las
hojas (via indirecta), podria en cambio debersestaks de carbono producido en la
planta hospedante. Como se muestra en el Cuadr@a&glicacion de glifosato redujo
el contenido de clorofila en hojas cuando se ap@dre las hojas, y esto tendria un
impacto en la tasa de fotosintesis (Fleischer, 133&a reduccion, junto con la menor
area foliar verde en las plantas tratadas con lestgicida, podria reducir el flujo de
carbono hacia las raices, lo que afecta la colorinaradical (Bethlenfalvay &

Dakessian, 1984; Hampp & Schaeffer, 1999).

El efecto indirecto del glifosato sobre la colomisa radical encontrado en este
estudio, no coincide con algunas investigacionewigs. En parte, el efecto nulo
informado en otros trabajos puede deberse al ugptadéas genéticamente modificadas
(principalmente soja) que resisten la aplicaciogldesato (Mujicaet al, 1999; Powell
et al, 2009; Saviret al, 2009). Por lo tanto, las plantas no sufren esteésarbono ya
gue las tasas fotosintéticas y el area foliar peaoen sin cambios. Aunque no se midié
en este experimento, posibles cambios en los ersgdadlicales (incluyendo la posible

liberacion de glifosato), producidas en las plarttasadas con el herbicida podria
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afectar a la actividad microbiana en la rizosfé&n@ieret al, 2005) y en parte explicar

la disminucién de la colonizacion radical.

El porcentaje de arblsculos también se redujo dehbidla aplicacion de
glifosato, pero en este caso el sitio de aplicatidro un efecto significativo. Esta
reduccion fue mayor cuando el glifosato se apli@bres las hojas (via indirecta) que
cuando se aplicé sobre el suelo (via directa). stizaria una mayor sensibilidad de
los arbusculos a cambios en el suministro de ladrdé carbono por parte de la planta
hospedante, en relacién con el efecto directo slasreesporas e hifas externas y su
capacidad de generar arbusculos dentro de lamasnedos tratados con este herbicida.
En ambos casos, la reduccion en el porcentaje désarlos implicaria que la
funcionalidad de la simbiosis se podria ver afextahdo que estas estructuras son el
sitio principal para el intercambio de nutrientedre el hongo y la planta (Smith &

Gianinazzi-Pearson, 1988).

En conclusion, los resultados presentados en apteud permiten concluir que
el glifosato dafia directa e indirectamente a losAislfectando a la interaccion entre
estos simbiontes y sus plantas hospedantes emdtiggles. En condiciones de campo,
la probabilidad de ocurrencia de efectos directogligectos dependera de la cobertura
vegetal en el momento de la aplicacion de glifadasto tendra un impacto diferente en
el ciclo de vida de los HMA, ya que la importandeéacada via dependia de la estructura
fungica evaluada. En los pastizales donde se efdataplicacion de glifosato con el
objetivo de promover especies de invierno (Roddg&elacobo, 2010), la cobertura
vegetal dependera de la densidad de plantas padadidie superficie (que puede variar
en funcién del grado de deterioro del pastiza, déas transcurridos desde el ultimo
pastoreo, y de los efectos ambientales que puddatalalas propiedades del suelo,

como sequia, inundacion, entre otros.
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INTRODUCCION

Diversos estudios han demostrado que la preserci#MA altera la estructura
de la comunidad vegetal al afectar la abundandtagiva de las especies vegetales y la
diversidad vegetal (Grimet al, 1987; Gangeet al, 1990; Sanders & Koide, 1994;
Hartnett & Wilson, 1999). Entre los mecanismos logoados en estas respuestas, se
han propuesto el transporte de nutrientes desdatagladominantes a plantas
subordinadas, conectadas por una misma red hifahéGet al, 1987; Caruseet al,
2012; Simarcet al, 2012), y las distintas dependencias micorricouees presentan las
especies vegetales (Plenchettal, 1983; Habte & Manjunath, 1991). Por otro lado, se
comprob6 que estas alteraciones en la comunidagtalagp so6lo podrian deberse a la
abundancia, sino que también la composicion deolaucidad de HMA estaria
involucrada (van der Heijdest al, 1998a). Esto ultimo se debe a que los benefaries
obtienen las plantas hospedantes varian segupdaiesle HMA (Bever, 1999), lo que

conlleva a cambios en las habilidades competitiealsis mismas.

La composicion y la diversidad de las comunidadesHMA pueden ser
afectadas tanto cualitativa como cuantitativameotelas practicas de manejo agricola
(Oehlet al, 2003; Jansat al, 2006; Schalamukt al, 2006; Mathimararet al, 2007;
Alguacil et al, 2010; Schalamuk & Cabello, 2010; Schalanetkal, 2013b). Si bien
aun no son claros, algunos de los mecanismos ionamlas podrian estar relacionados
con caracteristicas morfologicas de las esporasada especie de HMA, y/o con
modificaciones en las propiedades del suelo. Longnd estaria asociado con las
variaciones en el numero y grosor de las pareddssdesporas, y presencia o ausencia
de ornamentaciones entre las distintas especievide (Schenck & Pérez, 1990), que

podrian influir en la resistencia de las esporde factores de stress. Por su parte, las
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practicas de manejo agricola y el ambiente podymrerar alteraciones en distintas
propiedades del suelo (como compactacion, cambiospld, humedad edafica,

disponibilidad de C, N y P) y estas modificaciomepercuten en la composicion y
diversidad de las comunidades de HMA (Andersotral, 1984; Porteret al, 1987;

Treseder, 2004; Isolet al, 2007; Schalamukt al, 2011).

La Pampa Deprimida es un area predominantementadgem que basa su
produccion principalmente en la utilizacion del tpad natural. La Productividad
Primaria Neta Aérea (PPNA) de estos recursos foagsulta hasta 10 veces superior
en primavera que en invierno (Saa al, 1981), y por ende el déficit de forraje
invernal es la principal limitante para la proddéccganadera (Deregibes al, 1995).
Para superarla, en la ultima década se ha difuretidos establecimientos ganaderos la
promocion de raigrasLOlium multiflorun) (Fernandezet al, 2008). La promocion
consiste en la reduccion de la competencia ejeidaespecies estivales a través de
glifosato, y la adicion de fertilizante nitrogenadca reduccién de la competencia
estival promueve de forma anticipada la germinadénesta gramineaz@nual al
favorecer la llegada de luz directa a las sem{lxeregibuset al, 1995). Esto genera
una elevada produccion de forraje de calidad en eéntws en que las especies nativas
que componen la comunidad del pastizal disminuygncrecimiento (Fernandez

Grecco, 2000).

Como se menciond en capitulos anteriores, diversdisjos han evaluado el
efecto de la aplicacion de glifosato sobre los HNMAN respecto a las esporas, se han
detectado disminuciones en la germinacion y cresitoi del tubo germinativo en
algunas de las especies de HMA evaluadas (Giovamtet, 2006; Maltyet al, 2006;

Pasaribwet al, 2011). Cabe destacar que en todos los trabdpbosi anteriormente, las
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evaluaciones se realizaron en medio de cultivoloBrdos capitulos anteriores de esta
tesis, se demuestra que en condiciones controladasnvernaculo, existe una
disminucién en la viabilidad de las esporas cuasel@plica glifosato (Figuras 2.1 y
3.1). En relacion a los efectos de este herbioidaiesla colonizacion radical, si bien
existen mas antecedentes, éstos son contradic(darandi, 1989; Mujicaet al, 1999;
Malty et al, 2006; Ronceet al, 2008; Powelkt al, 2009; Saviret al, 2009). Tanto los
antecedentes citados anteriormente como los rdssltabtenidos en los capitulos
anteriores surgen de ensayos en invernaculo. EEsaeg, por ende, evaluar los efectos
de la aplicacion de este herbicida sobre las espgaHMA y sobre la colonizacion

radical en condiciones de campo.

En pastizales naturales de la Pampa Deprimida pagioreo vacuno, las
aplicaciones reiteradas de (glifosato vy fertilizantenitrogenados reducen
significativamente la riqueza floristica y la diselad de especies vegetales (Rodriguez
& Jacobo, 2010). Entre los grupos funcionales guees perjudicados por esta practica
de manejo, se destacan las gramineas y legumirestasles, que poseen mayor
dependencia micorricica en relacion a las gramipegsiennes y dicotiledéneas no
leguminosas (Wilson & Hartnett, 1998). Estos efeatiel glifosato generados en la
comunidad vegetal pueden alterar significativaméateomposicion y la estructura de
la comunidad de HMA, a través de distintas tasasegfgorulacion, crecimiento y
supervivencia de diferentes especies de HMA (He&idloom, 1986; Giovannettet
al., 1988; Johnsoret al, 1991; Sanders & Fitter, 1992; Giovannetti & Graszi-
Pearson, 1994; Westovet al, 1997; Eomet al, 2000). Adicionalmente, los HMA
podrian verse afectados debido a posibles alteresien las propiedades del suelo
generadas por la aplicacion de glifosato. Rodrigiietacobo (2010) observaron en

lotes tratados con este herbicida y fertilizadas We una disminucién en la cobertura
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vegetal lo que podria llevar a un aumento en lanidad, y por ende en la
disponibilidad de agua tanto para las plantas coana los HMA (Lamsaét al, 1999).
Por lo tanto, ebbjetivo de este capitulo es analizar a campo el efecta delicacion

de glifosato sobre el niumero, diversidad y viahiidle esporas de HMA, el porcentaje
de colonizacion radical, la estructura de la vegétay la salinidad del suelo. El efecto
de este herbicida sobre los HMA se evalu6 en pdad&lotus tenuisy Paspalum
dilatatum presentes en cada una de las parcelas, y en lasegpesentes en el suelo
asociado a esas especies. Las mismas fueron elefgtlalo a que si bien son similares
en cuanto a su dependencia micorricica, pertenaogmipos funcionales distintos, y
esto puede influir sobre los efectos indirectosiclialmente, ambas especies son de
alto valor forrajero y mostraron ser afectadas aamente en lotes donde se realiza la

promocién de.. multiflorum.

Los ensayos en invernaculo desarrollados en lositub@p anteriores,
permitieron estudiar en forma discriminada y cdatta los efectos directos e indirectos
de la aplicacion de glifosato sobre los HMA. Sinbango los resultados obtenidos son
limitados para predecir el comportamiento a camym, que varios factores no
controlados podrian modificar las respuestas erexes. La informacion generada a
partir de ensayos en invernaculo en combinacionlz@enerada en ensayos a campo,

permite realizar inferencias en forma mas nitidaryvincente (Harrison & List, 2004).

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio y recoleccion de muestras
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El ensayo se realiz6 en un pastizal de media lopradéra hiumeda de
mesofitas), sin historia previa de aplicacion digato. EI mismo se encuentra ubicado
en la localidad de Ignacio Correas (Pcia. de Bugkioss), al noreste de la Pampa
Deprimida (35° 01" S, 57° 50" O). La temperaturanpedio anual en la region es de
15,9 ° C y la precipitacién anual es de 885 mm‘gf@relman et al., 2001). Segun la
Taxonomia de Suelos, el suelo es clasificado comipabluol tipico (sus propiedades
quimicas se presentan en el Cuadro 4.1). Previangetd aplicacion de glifosato, se
realizd un relevamiento floristico mediante el ndétale interseccion lineal (Canfield,
1941). Las especies dominantes del pastizal fuBtenotaphrum secundatuiwalt.)
Kuntze, Phyla canescengH.B.K.) Greene,L. tenuis Waldst. & Kit., Eryngium
ebracteatumLam., L. multiflorum Lam., P. dilatatum Poir., Bothriochloa laguroides
(DC) Herter, Setaria geniculata(Lam.) Beauv., Chaetotropis elongata(Kunt)
Bjorkman,Panicum gouiniiFournier yPaspalum vaginaturBw. El pastizal presentaba
una cobertura vegetal del 69%, broza en un 14%% d& suelo desnudo. El la Figura
6.2 del Anexo se presentan las precipitacionestragias en el Establecimiento durante

las semanas previas y posteriores a la aplica@bhetbicida.

Cuadro 4.1.Propiedades quimicas del suelo (0-20 cm) al mom@ata aplicacion de

glifosato.Los valores representan la media de seis repedisitrel error estandar.

MO (%) C (%) N (%) P (ppm) pH CE (dS/m)

3,52+0,30 2,03+0,1v 0,22+0,2 9,06+x101 14®,18 0,52+0,06

Disefio experimental y aplicacion de herbicida

Las unidades experimentales fueron 30 parcelas2@en (con una distancia de

0,90 m entre cada una de ellas) con similar compwsifloristica. Las mismas se

Tesis Doctoral — CAPITULO 4
Ing. Agr. Druille Magdalena



53

ubicaron dentro de una clausura de 20Dimmtalada en un potrero de 44 ha cuyo
pastizal natural se encontraba bajo pastoreo p@dgavacuno al momento de iniciar el
ensayo. El experimento tuvo un disefio completaenalietatorizado, con tres niveles de
dosis de glifosato: 0, 0,8 y 3 I-hacon 10 repeticiones por tratamiento. La aplicacié
glifosato se realizo utilizando una mochila pulzadora a fines de verano, ya que es el
momento en el que se aplica este herbicida endetipa para la promocion de
multifiorumen los pastizales de la Pampa Deprimida. Duraniamtcurso del ensayo,
la clausura se mantuvo rodeada con alambre elgcpdca evitar el pastoreo del ganado

vacuno.

Mediciones realizadas
- Diversidad, numero y viabilidad de esporas de HMA

Transcurridos 15 dias desde la aplicacion del gfifm, se tomaron muestras de suelo
asociado a. tenuisy P. dilatatum Parte del suelo se llevo a estufa (105 °C) haesta
constante, con el objetivo de estimar el porcentigenumedad. Con el resto de la
muestra se realizaron dos extracciones de espotas/és de la técnica de tamizado en
hamedo y decantacién (Gerdemann & Nicolson, 1963juido por centrifugacion en
gradiente de sacarosa (Walletral, 1982). Una de ellas se utilizo para la estimadén
diversidad y nimero de esporas, y otra para ciartifiabilidad de las mismas.

Para evaluar ldiversidad de HMA, cada morfotipo fue montado en polyvinyl-
alcohol-acido lactico-glicerina (PVLG) y PVLG + ww&vo de Melzer para su
identificacién. La taxonomia se basé en el colamdfio, ornamentacion de la pared
externa y estructuras de las paredes y laminasiesidp criterios taxondmicos usuales

descriptos en INVAM [fttp://invam.caf.wvu.eduy enSchenck y Perez (1990). Para la
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estimacion dehimero de esporas solo se contabilizaron los morfotip@ereamente
saludables, mediante observacion directa bajoesstecroscopio. EI nimero total de
esporas de cada muestra se corrigio por su pojeadgahumedad para expresar este
valor por gramos de suelo seco. La abundanciavalde cada especie de HMA fue
calculada teniendo en cuenta el nUmero de espertsrdisma especie y el nimero de
esporas total presentes en cada muestra. Pardire@én de laviabilidad de las
esporas se utilizé la metodologia de An y HendiB8g). Esta determinacion se realizé
sobre toda la comunidad, y sobre las cuatro espeominantes de la comunidad por

separado.

- Colonizacion radical

Quince dias después de la aplicacion del glifossaecolectaron raices Be
dilatatumy L. tenuisen cada una de las parcelas. Las raices fueraficadas con
KOH (10%) y luego tefidas con azul de tripano, igigdo el protocolo de Phillips y
Hayman (1970). La cuantificacion del porcentajedenizacion se realiz6 mediante la
técnica propuesta por Mc Gonigieal. (1990). Se estimo el porcentaje de colonizacion
micorricica total (hifas + vesiculas + arbusculosplonizacion por vesiculas y

colonizacion por arbusculos.

- Contenido de clorofila

Para estimar el vigor de las plantasRiedilatatum y L. tenuis las que se les
cuantifico el porcentaje de colonizacién radical,caantificé el contenido de clorofila

en hojas 15 dias post-aplicacion de glifosato. Béwase utilizé un medidor de clorofila
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(SPAD-502, Minolta). Al igual que en los ensayostedores, las mediciones

consistieron en 10 lecturas por planta, cinco a tado de la nervadura central.

- Cobertura vegetal y salinidad

En el mes de diciembre de 2012 se realizaron noegis de cobertura vegetal y
salinidad. En la estimacion de cobertura vegetahslelyo tanto la cobertura vegetal
viva como la muerta (ya sea material muerto enoplgoza). Para la estimacién de
salinidad se realizaron 3 mediciones de condueti/ieléctrica (C.E.) en cada parcela,
utilizando para ello un conductimetro portatil (B8310, HANNA®, Rhode Island,
USA). El mismo posee un sensor de temperatura,at® mue el medidor compensa la
temperatura automaticamente vy refiere las lectar2s °C. Al momento de realizar las
mediciones de salinidad el suelo se encontrabaunamvel de humedad cercano a la

capacidad de campo.

- Relevamiento floristico

Se realiz6 un relevamiento floristico de cada paree la primavera y verano
siguiente de la aplicacion (diciembre 2012 y ppias de marzo de 2013,
respectivamente). Las dos mediciones se realizarorel objetivo de poder relevar las
especies con ciclo de crecimiento otofio-invierroyaveral y primavera-estivo-otofial.
Se utiliz6 el método de interseccion lineal, o dmele Canfield (Canfield, 1941). La
cobertura interceptada de cada especie se midiGr@uinta. La cifra total interceptada
de cada especie es sumada en cada linea, calcsgdpdsteriormente el porcentaje de
cobertura. Ademas de la especie vegetal, se cigangif porcentaje de suelo desnudo,

material vegetal muerto en pie y broza. Posteriatejepara evaluar cambios en la
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estructura de la vegetacion generados por el glibpslas especies vegetales se
clasificaron utilizando un enfoque jerarquico (Leelcet al, 1997) de acuerdo con la
forma de crecimiento (especies dicotiledoneas, gr@as y graminoides), la historia de
vida (anual, perenne), fijacion simbidtica de 0o (leguminosas y no leguminosas),
la via fotosintética (especies,(C,) y estacion de crecimiento (estivales e invernales
Quedaron definidos los siguientes grupos funciamajeamineas invernales @nuales,
gramineas invernales ;(perennes, gramineas estivaleg, &guminosas estivales,
leguminosas invernales, dicotiledéneas no leguramasvernales y dicotiledéneas no

leguminosas estivales.

- Estimacion de la diversidad vegetal y de HMA

Para evaluar cambios en la estructura de las coades tanto de plantas como
de HMA, se calcularon para cada parcela la riquzaespeciesy, el indice de
diversidad de Shannoh) y la equitatividadE). La riqueza es simplemente el nimero
de especies diferentes que se encuentran en cadieuas muestras. La diversidad de

especiesH), puede ser cuantificada de acuerdo con Maguira88():

H=- Zi5=1 Pi (log; Pi) 1)

donde Pi es la probabilidad de encontrar cada Espen una muestra. La equitatividad

(E), mide la equidad de la presencia de cada esped&muestra, y esta dada por:

H
E= log, S (2)
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De la ecuacion 2 se deduce que

H =Elog, S 3)

en donde el indice de Shannon-Weaver aparece dgpnodeicto de los dos principales

componentes de la diversidad: la equitatividadyiehero de especies.

- Andlisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) paraedeinar el efecto de la
dosis de herbicida sobre la diversidad, nimerapiltdad de las esporas, contenido de
clorofila, cobertura vegetal y salinidad, y solaegitjueza, equitatividad y diversidad de
la comunidad vegetal. Los atributos de la colon@adporcentaje de colonizacion
radical total, porcentajes de arbusculos y de uksy y los grupos funcionales se
analizaron mediante un MANOVA. Cuando el MANOVA mrds resultados
significativos, se utilizo el analisis univariadoN®VA protegido para determinar
cudles de las variables de respuesta fueron lasafe@tadas por los tratamientos
(Scheiner, 2001). A los datos expresados en p@jecse les realizé una transformacion
angular (y = arcosend x) para aumentar la normalidad y la homogeneidadadianza
(Sokal y Rohlf 1969). Para todos los parametros aneados anteriormente, las
diferencias entre tratamientos se evaluaron utitleael test de Tuckew. (= 0,05). Las
diferencias en diversidadH], riqueza § y equitatividad E) entre las muestras se

analizaron mediante la prueba P< 0,05.
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Para evaluar si la aplicacion de glifosato afeetacdmposicion de especies
fungica y vegetal, se realiz6 un andlisis de dlzesifon de las comunidades, mediante el
analisis de agrupamientos, utilizando el PrograrGaORD6 (McCune & Mefford,
2011). Se eligio el indice de Sgrensen (1948) comadida de distancia para definir la
similitud, siendo éste el mas robusto para datokgicos. A este analisis se le aplico el
meétodo de Procesamientos de Permutaciones paradtsp Multiples (MRPP) para
evaluar el grado de significancia de los gruposMEPP es una técnica multivariada no
paramétrica que tiene ventajas sobre las técnigasmgtricas similares tales como el
analisis discriminante, ya que no requiere nornmadlichultivariante u homogeneidad de

las varianzas. Las dosis de glifosato formaromgtoposa priori para este analisis.

RESULTADOS

Diversidad, numero y viabilidad de esporas de HMA

En las muestras de suelo de todos los tratamiestodistinguieron un total de
19 especies de HMA, siete de las cuales no pudszplasificadas a nivel especifico
(Cuadro 4.2). Considerando la abundancia relaterstre un 74% y 89% de la
comunidad de esporas de HMA en cada tratamientexXpkcado por cuatro especies:
Funneliformis mosseae, Claroidoglomus etunicaturept@&@jlomus constrictuny

Funneliformis caledonium.
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Cuadro 4.2. Abundancia relativa (%) de esporas de cada unaasleespecies de HMA

encontradas en 100 g de suelo seco tratados donatislosis de glifosato.

L. tenuis P. dilatatum
Dosis de glifosato (I.ha)

Especie 0 0,8 3 0 0,8 3
Claroideoglomus etunicatum 3453 5411 2820 4781 846 34,02
(Becker & Gerdemann)

Funneliformis caledonius 56 55 1473 1505 24,05 20,94 19,84
(Nicolson & Gerdemann)

Septoglomus constrictum 45 51 555 933 828 11,62 7,17
(Trappe)

Funneliformis mosseae 1089 1448 2947 903 3337 17,74
(Nicolson & Gerdemann)

Claroideoglomus claroideum

(Schenck & Smith) 5,90 2,89 7,51 2,50 3,85 1,48
Ambispora fecundispora i

(Schenck & Smith) 2,26 0,46 0,67 3,62 0,48
Acaulospora mellea

(Schenck & Smith) 2,25 0,42 0,47 0,69 0,72 0,89
Entrophospora nevadensis

(Palenzuela, Barea, Ferrol, 1,73 1,14 - 0,38 0,89 1,00
Azcon-Aguilar & Oehl)

Entrophospora infrequens 1,39 021 1.93 i 1,69 i
(Hall)

Claroideoglomus clarum

(Schenck & Smith) 1,04 4,47 1,33 0,17 0,87 14,32
Acaulospora laevis

(Gerdemann & Trappe) 0,82 0,30 4,37 2,43 0,18 1,93
Acaulospora sp. 1 0,37 - - 0,46 0,66 -
Acaulospora sp. 2 0,30 - - 0,09 1,16 -
Glomus sp. 1 0,25 0,32 0,98 0,28 0,77 0,20
Funneliformis geosporus i i i 0.95 i i
(Nicolson & Gerdemann) '

Glomus sp. 2 - - - 2,71 0,22 0,92
Glomus sp. 3 - - - - 0,11 -
Glomus sp. 4 - 1,27 - - 10,88 -
Acaulospora sp. 3 - - - 0,19 - -
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No se encontraron efectos significativos de lacaplon de glifosato sobre la
riqueza, equitatividad y diversidad de esporas BM&AHN las comunidades asociadas a
L. tenuisni a P. dilatatum (Cuadro 4.3). La composicion de especies tampaeo f
afectada por la aplicacion de este herbicida (MRP®1,27,P = 0, 9287.T = 1,13,P
= 0,9097 para la comunidad de esporas presentebsemlo asociado la. tenuisy P.

dilatatum respectivamente).

Cuadro 4.3. Riqueza (S), equitatividad (E) y diversidad (H) especies de HMA en suelos
asociados d.. tenuisy P. dilatatum expuestos a distintas dosis de glifosato. Losreal

representan la media de 7 repeticiones * el esténdar.

Dosis de glifosato

0 0,8 3 p
L. tenuis
S 6,86 + 0,59 5,86 + 0,70 6,14 + 0,69 0,5284
E 0,75+ 0,05 0,72 + 0,06 0,70 £ 0,06 0,8467
H 1,43+0,13 1,24+0,14 1,23 +0,08 0,4367
P. dilatatum
S 7,00 £ 0,90 8,00 + 0,98 6,71 £ 0,36 0,4989
E 0,64 + 0,05 0,72 + 0,06 0,75+0,04 0,3571
H 1,21 +£0,14 1,43 +£0,10 1,41 £ 0,08 0,3213

El nimero total de esporas de HMA no se vio afectaor la aplicacion de
glifosato, en ninguna de las dosis evaluadas @&igA). Este resultado fue encontrado
tanto para la comunidad de esporas asociadastahuiscomo en las asociadasRl
dilatatum(F2, .71 = 1,69; P = 0,2027 Ff», .71 = 0,22; P = 0,8075, respectivamente). Los
valores promedio para cada tratamiento variaroreett9 y 561 esporas/100 g suelo

SecCo.
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Dosis glifosato (I ha ™)

Figura 4.1: Namero total de esporas (A), porcentaje de viddili (B) y nUmero de esporas
viables (C) en suelos asociadod_atenuisy P. dilatatum sometidos a distintas dosis de
glifosato. Los valores representan las medias + @&ekdiez repeticiones. La misma letra sobre
las barras indica que los valores no difieren ficativamente entre los tratamientos de acuerdo

al analisis de varianza y la prueba de Tukey (F05).

Con respecto a la viabilidad de esporas, se detattéfecto de la aplicacion de

glifosato, tanto en la comunidad asociada genuis(Fp, 271 = 4,21; P <0,0257) como en la
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asociada &P. dilatatum (Fp, 277 = 11,69; P <0,0002). La viabilidad se vio reducida
significativamente cuando se aplicé la dosis méaxitelaherbicida (3 1.H§, aunque en

el caso de la comunidad asociada. #enuisse evidencio una tendencia a disminuir la
viabilidad cuando se aplicé 0,8 Ih&Fig. 4.1 B). Por lo tanto, el nimero de esporas
viables (resultantes de multiplicar para cada mngato el nimero de esporas viables
por el porcentaje de viabilidad) se vio reducidaglicar la dosis maxima de glifosato
(Fig. 4.1 C) en la comunidad de HMA asociada genuisy P. dilatatum(Fz, 27 = 3,44;

P =0,0467 Y2, 271 = 5,80; P <0,0083, respectivamente).

Los resultados presentados anteriormente, surgezvalear el porcentaje de
viabilidad de la comunidad de HMA en forma conjur@uando se estudio en forma
discriminada las 4 especies de HMA que dominabacotaunidad F. mosseae, C.
etunicatum, S. constrictum F. caledoniury se observé una interaccion significativa
entre la especie y dosis de glifos#fg 115 = 2,25; P = 0,0435) (Fig. 4.2). La misma
obedecio a que la viabilidad de esporas se redypifisativamente er. caledoniuny

S. constrictunpero no en las otras dos especies.
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Figura 4.2. Viabilidad de esporas de las cuatro especies dotemate HMA, en suelos

tratados con distintas dosis de glifosato. Los reslaepresentan las medias + E.E. de cinco

repeticiones. Se indica con asterisco las difeasnsignificativas =0,05), y con “ns” las no

significativas.

Colonizacién radical

Se detectd un efecto de la aplicacion de glifosatbre los atributos de la

colonizacion radical (colonizacion radical totalh@sculos y vesiculas en conjunto) en

P. dilatatum,pero no en.. tenuistMANOVA, Cuadro 4.4; Fig. 4.5).

Cuadro 4.4.Resultados del andlisis multivariado de la vadafMANOVA) para el efecto de

la dosis de glifosato sobre los rasgos fangicodofizacion radical total, porcentaje de

arbusculos y porcentaje de vesiculas) etenuisy P. dilatatum

Especie Traza de Pillai  g.l. (num., den.) F P
L. tenuis 0,20 6, 52 0,40 0,8710
P. dilatatum 0,71 6, 52 4,18 0,0020

La traza de Pillai se utiliz6 como criterio multiiante.

Tesis Doctoral — CAPITULO 4
Ing. Agr. Druille Magdalena



64

El ANOVA protegido demostr6 que ePR. dilatatum el glifosato afecto
significativamente el porcentaje de arblsculész(.7 = 8,75; P = 0,0014), pero el
porcentaje de colonizacion radical y el porcenti@eresiculas no fueron afectadbsy(

271=0,02; P =0,9850F 2, 271= 1,79; P = 0,1890, respectivamente).

[ Lotustenuis HEE Paspalum dilatatum

1004 A

80+
60+
407

201

Colonizacién radical (%)

T
08 3 0 08 3

Arbusculos (%)

100

Vesiculas (%)
N [e2] (o]
e 29

N
Q

o

AN |

Dosis de glifosato (I.h'al)

Figura 4.3. Porcentaje de colonizacion radical (A), arbuscB)sy vesiculas (C) en raices de
L. tenuis y P. dilatatumexpuestas a distintas dosis de glifosato (0, B8.pa"), quince dias
post-aplicacion del herbicida. Los valores repnese las medias + E.E. de diez repeticiones.
La misma letra sobre las barras indica que losrealao difieren significativamente entre los

tratamientos de acuerdo al analisis de varianagpydeba de Tukey #®0,05).
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Contenido de clorofila

Las plantas expuestas al glifosato presentaronreslsignificativamente
menores en el contenido de clorofila, en relaci@asalantas control. Esta respuesta fue
encontrada tanto dn tenuis(F 2, 271 = 3,60; P = 0,0486) como &h dilatatum(F 2, 27

=18,96; P < 0,0001) y no hubo diferencias ensealtsis de 0,8 y 3 .HgCuadro 4.5).

Cuadro 4.5.Contenido de clorofila en hojas tHetenuisy P. dilatatum,15 dias post-aplicacion

de glifosatoLos valores representan la media de cinco repatsia el error estandar.

Dosis de glifosato (I.ig

Especie vegetal
0 0,8 3

Contenido de

. L. tenuis 3424 +6,68 18,70+4,04 16,31 +4,723
clorofila

(unidades

SPAD) P.dilatatum 32,99 +0,96 14,10+4,04 10,46 +243

Letras similares sobre las barras indica que ldsres no difieren significativamente entre los
tratamientos de acuerdo al analisis de varianagpyueba de Tukey #0,05).

Cobertura vegetal y salinidad edafica

Tanto la cobertura vegetal como la salinidad edaffueron afectadas
significativamente por la aplicacion de glifosafor{ 271 = 9,69; P = 0,0007 ¥ [2, 27 =
8,64; P = 0,0036, respectivamente). En el casoadeobertura vegetal, ésta fue
disminuida por la aplicacion del herbicida, sieregia reduccion similar cuando se
aplico la dosis de 0,8 y 3 lhaPor el contrario, la salinidad edéafica aumentd
significativamente en las parcelas tratadas cato$ds maxima de glifosato, superando

en un 50% a la conductividad eléctrica respectesdigo (Fig. 4.4).
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Figura 4.4. Cobertura vegetal (%) y conductividad eléctricaparncelas tratadas con distintas
dosis de glifosato (0, 0,8 y 3 I:Ha Los valores representan las medias + E.E. de die
repeticiones. Las mismas letras indican que losrealno difieren significativamente entre los

tratamientos de acuerdo al andlisis de varianagpyueba de Tukew (< 0,05).

Diversidad y estructura de la comunidad vegetal

En el relevamiento floristico realizado en printayese detectaron cambios
significativos en la vegetacion generados por lecagon de glifosato. Si bien la
riqueza no se vio afectada, la equitatividad fuganan parcelas tratadas con 0,8 f,ha
y la diversidad fue mayor en parcelas tratadas @;8ny 3 1.h&, en relacién a las
parcelas control (Cuadro 4.6). Sin embargo, ereleamiento realizado al afio de la
aplicacion (verano de 2013) estas diferencias @esajeron, siendo la riqueza,
equitatividad y diversidad similares entre las pkas tratadas y no tratadas (Cuadro

4.6).
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Cuadro 4.6.Riqueza (S), equitatividad (E) y diversidad (H)e$pecies vegetales en parcelas
sometidas a distintas dosis de glifosato, en lagrera y verano siguientes a la aplicacion. Los

valores representan la media de 10 repeticionégeta estandar.

Dosis de glifosato

0 0,8 3 p
Primavera 2012
S 6,30 +1,0f 8,20+0,7C 7,90 +0,50  0,1885
E 0,63+0,084 0,750,038 0,74 £0,03°  0,0447
H 1,12+0,14 1,55+0,1¢ 1,51+0,06  0,0119
Verano 2013
S 6,60 +0,76 9,30+ 1,00 8,80 £0,84  0,0907
E 0,61+0,04 0,64 0,06 0,76 £0,04  0,0739
H 1,11+0,17 1,44+0,19 1,62 +0,14  0,0652

Letras similares sobre las barras indica que ldsrem no difieren significativamente entre los
tratamientos de acuerdo al analisis de varianagpyleba de Tukey #0,05).

La composicion de especies fue altamente afegtadia aplicacion de glifosato
tanto en primavera (MRPH: = -8,62,P < 0,0001) como en verano (MRPP= -4,59,
P = 0,0009). En la primavera de 2012 se detectarecteas significativos de la
aplicacion de glifosato sobre cuatro grupos furaliest gramineas invernales anuales
(F 12, 271 = 4,68; P = 0,0180), gramineas invernales perefffigs »7; = 29,89; P <
0,0001), leguminosas invernalésif »71= 5,74; P = 0,0086) y dicotileddneas invernales
(F 2, 27 = 6,00; P = 0,0070). Tanto las gramineas invesnaeuales como las
dicotiledoneas invernales se vieron favorecidas leoaplicacion de este herbicida,
mientras que las gramineas invernales perennesnfuedectadas negativamente (Fig.
4.5). La leguminosa invernalTiifolium repeny se vio favorecida con la dosis
intermedia, mientras que en la dosis maxima suraaiefue igual que en las parcelas
testigo. Respecto a la cobertura de gramineasaksiwerennes, si bien no fue

significativamente distinta entre tratamientos,ofservd una reduccién marginal en
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parcelas tratadas con glifosakoif 271 = 2,75; P = 0,0818). El porcentaje de broza no se
vio afectado por la aplicacion del herbicida ergnima de las dosis evaluad&s 27 =

1,00; P = 0,3816).

Gramineas invernales anuales
Gramineas invernales perennes
Gramineas estivales perennes

Leguminosas invernales

Y B 7 §
NEANADEE

25 Leguminosas estivales
a Dicotiledéneas invernales
204
,\a Dicotiled6neas estivales
< 154 Graminoides
s
=}
=
o 104
Q
o
O
5_
b a a
0_ ey N =

0

0 083

Figura 4.5. Cobertura basal de cada grupo funcional en fundénas distintas dosis de
herbicida (0, 0,8 y 3 L.h3, correspondientes al mes de diciembre de 2012. \ajores
representan las medias + E.E. de diez repeticidvassmismas letras indican que los valores no
difieren significativamente entre los tratamientiesacuerdo al andlisis de varianza y la prueba
de Tukey ¢ < 0,05).

En el relevamiento realizado en el verano de 2043destectaron efectos
significativos de la aplicacion de glifosato sola® gramineas invernales perenries (
271 = 7,88; P = 0,0020) y sobre las dicotiledoneaisast € 2, 271 = 8,81; P = 0,0011).
Al igual que lo ocurrido en el relevamiento de pirara, la aplicacion de este herbicida
perjudicé a las gramineas invernales perennesygrdaio la presencia de especies
dicotiledoneas estivales (Fig. 4.6). Al igual qaeoturrido en primavera, el porcentaje
de broza no fue modificado significativamente @oaplicacion de glifosatd=(p, 271 =

2,02; P =0,1521).
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Figura 4.6. Cobertura basal de cada grupo funcional en fundiénas distintas dosis de
herbicida (0, 0,8 y 3 |.h3, correspondientes al mes de marzo de 2013. Llosegarepresentan
las medias + E.E. de diez repeticiones. Las midetaass indican que los valores no difieren
significativamente entre los tratamientos de acuatdnalisis de varianza y la prueba de Tukey
(o < 0,05).

Se reconocieron 39 especies vegetales (Cuadro Si. Bien el porcentaje de
cobertura de la anudl. multiflorum aument6é con la aplicacion de glifosato, puede
notarse que el cambio mas notorio se produjo ewolzertura de la perennke.
arundinaceum Esta especie presentd una cobertura cercana%le®0las parcelas
testigo, tanto en primavera como en verano, migrgtee en las parcelas tratadas este
porcentaje fue marcadamente menor (7,49 - 23,89p@melas con la dosis maxima de
herbicida, en primavera y verano, respectivameliisja especie explica el aumento

mencionado anteriormente en la cobertura basalateigeas invernales perennes.
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Cuadro 4.7.Abundancia relativa de las especies vegetalesrgessen las parcelas tratadas con

distintas dosis de glifosato, en primavera de 30i€rano de 2013.

Primavera 2012 Verano 2013
Dosis de glifosato (I.h§
Especie 0 0,8 3 0 0,8 3
Gramineas invernales anuales
Lolium multiflorum 0,02 559 6,46 0,31 2,24 8,33
Gaudinia sp. 0,02 0,51 4,39 - - -
Gramineas invernales perennes
Lolium arundinaceum 57,87 34,28 7,49 60,01 49,40 23,89
Danthonia montevidensis 0,23 0,12 - 0,12 0,15 -
Hordeum sp. - 0,03 - - - -
Gramineas estivales perennes
Stenotaphrum secundatum 10,91 - - 8,48 - -
Bothriochloa laguroides 0,51 - 0,03 - 0,37 1,45
Leersia hexandra 0,02 0,27 - - 0,48 0,12
Paspalum vaginatum 0,23 - - - - 0,24
Chaetotropis elongata 0,72 1,10 448 0,13 0,25 3,34
Paspalum notatum 0,82 - - - - -
Paspalum dilatatum - 0,26 0,14 150 1,55 4,27
Setaria geniculata - - - 0,25 - 1,77
Panicum milioides - - - 0,72 1,75 0,26
Cynodon dactylon - - - 1,50 0,12 -
Panicum gouinii - - - - 0,80 -
Panicum bergii - - - - 1,07 -
Leguminosa invernal
Trifolium repens 0,63 797 764 106 6,85 7,35
Leguminosa estival
Lotus tenuis 8,25 13,41 12,48 8,68 10,79 15,44
Hierbas
Lactuca serriola L. 0,38 0,22 3,94 - - 1,25
Eryngium ebracteatum 0,42 1,19 0,78 0,24 0,38 -
Sisyrinchium 0,122 0,17 - - - 0,11
Leontodon taraxoides 0,90 1,77 2,85 - - -
Phyla canescens 147 2,72 0,13 151 1,65 1,35
Plantago sp. - 0,48 0,54 - 0,36 0,06
Carex sp. - - 0,14 0,22 0,37 0,49
Baccharis pingraea - 0,23 0,38 - 0,47 1,72
Conyza bonaeriensis - - 0,07 - - -
Ambrosia tenuifolia - - 0,36 0,06 - 0,06
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Cuadro 4.7.(Continuacion)

Primavera 2012 Verano 2013
Dosis de glifosato (1.h§
Especie 0 0,8 3 0 0,8 3
Rumex sp. - - - - 0,25 -
Stellaria media 0,13 0,35 0,13 - - -
Lepidium sp. - - 0,62 - - -
Hypochaeris - - 0,66 - - -
Centaurium pulchellum - 0,98 - - - -
Aster squamatus - - - 0,25 3,06 2,92
Ciperaceas
Eleocharis palustris 1,40 - - 0,60 1,29 0,24
Juncus umbricatus - 0,95 0,03 - 0,23 0,61
Graminoides - - - 0,06 0,57 0,19
Cyperus eragrostis - - - - - 0,72
Suelo desnudo 2,7815,02 27,54 0,48 2,67 7,04
Broza 12,14 11,94 18,72 5,87 11,19 13,12
Muerto en pie - - - 8,03 1,69 3,63
DISCUSION

Los resultados de este capitulo permiten concluie, gaunque en menor
magnitud que en ensayos realizados en invernabuiollg et al, 2013a; Druilleet al,
2013b), en condiciones de campo la aplicacion déosgto también afecta
negativamente a los HMA. Por un lado, el dafio gatese evidencia en una reduccion
en el nimero de esporas viables, existiendo dastisénsibilidades al herbicida entre
especies de HMA. Por otro lado, se detecté unaidisndon en el porcentaje de
arbusculos, aunque esto ultimo solo fue encontralouna de las dos especies
evaluadas. Adicionalmente, existieron efectos 8aativos de la aplicacion de
glifosato sobre la comunidad vegetal, y sobre lgsles de salinidad edafica. Todo lo

mencionado anteriormente permite concluir que @séctica de manejo altera el
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funcionamiento de los HMA en el corto plazo y paiaimente en el largo plazo al

alterar la comunidad vegetal y las condicionesiedsf

No se detectaron efectos significativos degjdicacion de glifosato sobre la
riqueza, equitatividad, diversidad (Cuadro 4.3Yaynero total de esporas de HMA (Fig.
4.1 A). Sin embargo, si se evidencioé una caida emabilidad de las esporas al analizar
el efecto de este herbicida sobre la totalidacadeomunidad (Fig. 4.1 B), y sobre dos
de las cuatro especies de HMA que la dominan @&R). Lo expuesto anteriormente
indicaria que la falta de respuesta encontrada®wdriables mencionadas en primer
término, se deberia a que las esporas expuestggoahto pierden viabilidad, pero
permanecen externamente saludables, al menos eartel plazo. Estos resultados
permiten afirmar por un lado que la abundancia M&AHe reduce ante la aplicacion de
glifosato, ya que al disminuir el porcentaje debilidad, el nUmero total de esporas
viables se ve afectado. Por otro lado, es espegalglda estructura de la comunidad de
HMA también se vea afectada, ya que la reduccidia erabilidad no fue similar entre
las cuatro especies que dominan la comunidad deasspAnte reiteradas aplicaciones
de glifosato, se podria esperar en el mediano/lplago una disminucion en el numero
total de esporas, una disminucion en la abundametsiva deS. constrictumy G.
caledonuimy un aumento en la d€. etunicatumy F. mosseaeEstos resultados
coinciden con lo reportado por Sheegal(2012), quienes en un estudio realizado a
campo detectaron cambios en la estructura de lamidied de HMA ante la aplicacion

de glifosato, siendb. mosseada especie con menor sensibilidad a este herbicida

La colonizacion radical depende de la especipdusnte (Pawlowskat al,
1997; Garcia & Mendoza, 2007; Urcelay & R., 20@7&n este caso también el efecto
de la aplicacion del glifosato afectd la colonipaciradical dependiendo si eRa

dilatatumo L. tenuis.En el caso dé&. tenuisno hubo diferencias significativas entre
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plantas tratadas y no tratadas con este herbioi@h@orcentaje de colonizacion radical
total, arbusculos y vesiculas (Fig. 4.3 A, B y @esar de que el contenido de clorofila
se vio reducido (Cuadro 4.5). Por el contrarigesévidencioé un efecto significativo de
la aplicacion de glifosato sobre el porcentaje rigisculos erP. dilatatum(Fig. 4.3 B)
tanto en la dosis recomendada a campo como ersig sldbletal. Este efecto nulo de la
aplicacion de glifosato sobre el porcentaje de raabion radical coincide con otros
trabajos realizados a campo (Baumgartteal, 2010; Shengt al, 2012), pero no con
los encontrados en el ensayo descripto en el ¢a@BtuEn este ultimo se evidencia
reducciones en el porcentaje de colonizacion rathtal y porcentaje de arbusculos en
ambas especies vegetales, incluso en la dosistauble glifosato (0,8 I.nY. Una
explicacion a esta falta de concordancia puedeetemétodo empleado para la
aplicacion del herbicida. En el ensayo correspantdial capitulo 3, el glifosato se
aplicé cautelosamente con el agua de riego (pafaa@vios efectos directos) y en hojas
a través de un pincel (para evaluar los efectaseicids). Por el contrario, en el ensayo
a campo la aplicacion se realiz6 con una mochilaegpzadora, existiendo en estas
condiciones mayor error experimental. Adicionalneecbe mencionar que las plantas
del ensayo correspondiente al capitulo 3 fuerosplaatadas a macetas, poseyendo
posiblemente mayor fragilidad que las plantas qgeiesrscontraban en el campo al
momento de la aplicacion. Ademas de no haber sttesadas a causa del trasplante,
las plantas del ensayo a campo estan conectadessgptantas del pastizal a través de
redes hifales (Simaret al, 2012), que podrian subsidiar al menos temporaknenC

necesario para que se mantenga la colonizaciécatadi

La aplicacion de glifosato genero en el corto @laza reduccién en la cobertura
vegetal, coincidiendo con lo encontrado por Rodimg Jacobo (2010) en lotes
tratados con este herbicida durante cinco afos.dtshento en el suelo desnudo se vio
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acompafnado por un aumento en los niveles de satired las parcelas tratadas con la
dosis maxima (3 I.h8 (Fig. 4. 4). Tanto la cobertura vegetal comoieéhde salinidad
se estimaron a fines de primavera (diciembre). &e enomento de afio, el suelo
descubierto alcanza temperaturas mayores respesiiela con cubierta vegetal, lo que
genera un mayor ascenso de agua y sales soluldde Herizontes profundos como
consecuencia de mayores tasas evaporativas (L& dadoada, 1987; Taboad al,
2011). Estas sales quedan depositadas en supeyfieiplican la mayor conductividad

eléctrica encontrada en suelos tratados con |a doégxima de glifosato.

Unicamente en la medicion realizada en primaveraolsservaron cambios
significativos en la comunidad vegetal entre lacg@as tratadas con glifosato y las
parcelas testigo. La aplicacion de este herbicidaeatd la equitatividad (en la dosis
intermedia), y la diversidad tanto en parcelasattas con 0,8 como 3 [haEn la
medicion correspondiente a verano, se observo emdencia similar a lo ocurrido en
primavera P = 0,0739 yP = 0,0652 para equitatividad y diversidad, respaatiente).

Si bien estos cambios se deben en parte a quditacapn de glifosato generé un
aumento en el porcentaje dle multiffiorumy de dicotiledoneas no leguminosas, el
impacto mas fuerte sobre la equitatividad y la divad lo explica el cambio en la
cobertura del. arundinaceumEn las parcelas no tratadas, esta especie dol&@ino
comunidad vegetal, mientras que en las parcelasadas su cobertura fue
significativamente menor. Al tratarse de una egp€giperenne, se encuentra presente
en el momento de la aplicacién del herbicida (fidesverano), y esto pudo haber
alterado su habilidad competitiva. Por ende, simmémnte a lo que ocurre en pastizales
bajo pastoreo, la menor competencia ejercida mespecies dominantes permite el
aumento en cobertura de especies subordinadash(Mds et al, 1988; Crawley,
2009). De hecho, en pastizales bajo pastoreo doode aplica glifosato, la cobertura
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de L. arundinaceunse mantiene en valores relativamente bajos (RoelziguJacobo,
2010; Semmartiret al, 2010). El haber excluido el ganado vacuno erpéaselas de
este ensayo nos limita por ende la extrapolaciotagl@espuestas encontradas en la
comunidad vegetal a pastizales bajo pastoreo, paesopermite separar el efecto del

glifosato del efecto provocado por la herbivoriaredos HMA.

Si bien por el disefio experimental, los resultadi®ste ensayo no pueden ser
extrapolados a todos los pastizales de la Pampainiidp (Hurlbert, 1984), la
informacion generada aporta conocimiento acercdodecambios generados en la
comunidad de HMA y vegetal y las alteraciones en geopiedades edaficas como
consecuencia de la aplicacion de glifosato a cama® respuestas encontradas podran
variar entre afios debido a la cobertura vegetdlegtado nutricional de las plantas al
momento de la aplicacion de glifosato, y a los tasscurridos entre la aplicacion y las
primeras precipitaciones. Adicionalmente, se @asta importancia de considerar la
viabilidad y no sélo el numero de esporas al evatliafecto de un agroquimico sobre
los HMA, ya que como se observo, las mismas puedt&ar muertas pero mantener un

aspecto externo saludable luego de la aplicacibtratamiento.
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La informacion generada en esta tesis aporta alabmiento acerca del impacto
de la aplicacion de glifosato sobre los hongos micicos arbusculares (HMA), desde
un enfoque tedrico y un enfoque practico. El promesta relacionado con el hecho de
gue hasta el momento no se conocia con claridadistencia de efectos directos de
este herbicida sobre la colonizacion radical, &bNidad de las esporas y la estructura
de la comunidad de los HMA, ni la existencia decefe indirectos mediado por
cambios en el vigor de la planta hospedante. Comnmenciond anteriormente, los
estudios previos han evaluado el efecto del glitosa monocultivos (principalmente
soja), y en su mayoria s6lo evaluaron el porcentiecolonizacion radical. La
informacion acerca del impacto del glifosato sdaseesporas de HMA es muy escasa,
y a excepcion de un trabajo (Sheetgal, 2012), el analisis se ha realizado s6lo en
medios de cultivo. Por otro lado, el enfoque pcachace referencia puntualmente a la
promocién de.olium multiflorumen estos pastizales. Si bien el disefio experirhdeta
ensayo a campo no permite realizar inferenciasestibque el uso de este herbicida
generaria en todos los pastizales de la Pampa rdari (Hurlbert, 1984), la
informacion que surge de esta tesis podra utikzatfsmomento de generar estrategias

de manejo mas sustentable en estos sistemas.

Durante el desarrollo de esta tesis se realizan@s tensayos
manipulativos para lograr objetivos especificosoBjetivo 1 fue evaluar los efectos
directos del glifosato sobre la viabilidad de laparas de HMA, y la capacidad de éstas
de colonizar raices en suelos tratados con estacita. Los resultados obtenidos
permitieron apoyar la hipétesis planteada, queutaisa que el glifosato disminuye la
viabilidad de las esporas de HMA y esto repercefgativamente sobre la colonizacion
radical. Elobjetivo 2 fue discriminar, mediante bioensayo en inverngdesoefectos
directos del glifosato sobre los HMA de los indios; mediados por cambios
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producidos en la planta hospedante. Nuevamenteesodtados del ensayo permitieron
aceptar la hipotesis de que la aplicacion de estieidida perjudica a los HMA tanto
directamente, al tomar contacto con esporas e bB¥ternas, como indirectamente, a
través de cambios generados en la planta hospedrotealltimo, elobjetivo 3 de la
tesis fue analizar a campo el efecto de la aplicacie glifosato sobre el namero,
diversidad y viabilidad de esporas de HMA, el potag de colonizacion radical, la
estructura de la vegetacion y la salinidad delcsueh este caso, el nimero y diversidad
de esporas de HMA y la colonizacion radical noiseown afectadas por la aplicacion de
glifosato, pero si se detectd una disminucion endhilidad de esporas y una reducciéon
en el porcentaje de arbusculosRaspalum dilatatumLas parcelas tratadas con la dosis
maxima de glifosato presentaron un aumento enbartara de especies dicotiledéneas
no-leguminosas, y un mayor porcentaje de sueloudesy salinidad. Los resultados
mencionados anteriormente, respaldahijfetesis generalpropuesta en el Capitulo 1,
ya que el glifosato afectd negativamente a los HMiavés de dos vias: directamente
sobre las estructuras del hongo expuestas al ldape&indirectamente al dafiar el vigor
de la planta hospedante. Sin embargo, los efentii®ctos no variaron en funcion de la
identidad de la planta hospedante (a excepcionetdto del glifosato sobre el
porcentaje de arbusculos en el ensayo a campo)orAincacion se describiran
brevemente los resultados mas relevantes de caddeuins capitulos experimentales, y

los interrogantes que surgen a partir de esta tesis

Los resultados correspondientes al ensaf@dlizado para lograr el objetivo
1) mostraron un claro efecto negativo de la apiicade glifosato sobre las esporas de
HMA, incluso en la dosis subletal para las plamtag. multiflorum La viabilidad de
las esporas en suelos sin aplicacion de este idaltfiee entre 5,8 y 7,7 veces mayor
gue en suelos tratados. Esta disminucion en el mime esporas, una de las tres
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fuentes de propagulos de HMA en los suelos, refiérpasteriormente en el porcentaje
de colonizacion radical en plantasldemultifforumque fueron sembradas 10 y 30 dias
post-aplicacion. Resultados similares fueron repms por Roncaet al. (2008) en
plantas de pimiento sembradas en suelos tratado8,4o/ 4 |.hd de glifosato, pero no
con lo encontrado por Maltgt al. (2006) en plantas de soja sembradas en suelos
tratados con 10 |.Ha Esta discordancia entre los distintos trabajesipiser atribuible
por un lado a la identidad de la planta hospeddote distintas dependencias
micorricicas), y por otro lado a las distintas esgggede HMA que fueron utilizadas para
evaluar estos efectos del glifosato. Independiesméende lo que ocurra en otros
sistemas, con la informacion generada en este ersayuede inferir que, en suelos
tratados con glifosato, la funcionalidad de la sosis se vera afectada en los pastizales
naturales de la Pampa Deprimida. Considerando gestes suelos el contenido de P
es bajo (Garciat al, 2002), y por ende la simbiosis con HMA es relé@aon menor
namero de propagulos podria afectar el crecimietho las especies con mas

dependencia micorricica y alterar la estructurlad®munidad vegetal.

En la figura 5.1 se resumen los resultados qugieson del _ensayo 2,
realizado con el objetivo de discriminar los efedai@rectos e indirectos de la aplicacion
de glifosato sobre los HMA. Se utilizaron dos esggeae plantas pertenecientes a
distintos grupos funcionales para evaluar los efeatdirectos, pensando en que la
identidad del hospedante podria influir en lasuwestas encontradas. Si bien existié un
efecto significativo de la especie vegetabt(ls tenuispresenté mayores valores de
colonizacion radical y porcentaje de arbusculos Budlilatatun), ambas especies
respondieron de la misma manera ante la aplicad#glifosato. Por lo tanto en el
esquema de la figura 5.1, si bien se represerdegeaminea, el mensaje es igualmente
aplicable a la leguminosa.
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Figura 5.1. Efectos directos e indictos del glifosato sobre los HMA. Las lineas camdk y
signos entre paréntesisrresponden a los efectos directos del herbictieedas esporas e hif
externas. Las lineas discontinty signos entre corchet@sdican los efectos indirectos a co
plazo causadopor cambios en la planhospedante, que afenta las estructuras internas

hongos (hifas, arbusculos y vesiculas) y/o a lpsras e hifas extern;

El efecto negativo de la aplicacion de glifosatbreda viabilidad de esporas
HMA sdélo se manifestd a través de la via directa.ausencia de efectos indirec
significaria que si bien el glifosato puede llegata rizosfera a través de exuda
radicales (Neumanast al, 2006),la cantidad no seria suficiente como para afeet
viabilidad de las esporaLa colonizacién radical total fue afectada tant@ata comc
indirectamente por el glifosato.en la misma magnitud. isembarg, las causas de esta

reduccion serian distintas. El efecto directo dmeda al efecto toxico que este herbic
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causa sobre las esporas y posiblemente sobre fis eriternas (esto ultimo no fue
medido), que llevdo a una menor colonizacion radiddluestra aproximacion
experimental no permite descartar la posible tdeidi de este herbicida sobre otros
microorganismos edaficos que estén involucradok dancionalidad de la simbiosis
(Siddiqui & Akhtar, 2008; Pivateet al, 2009). El efecto indirecto, por su parte, se
deberia al menor flujo de C destinado a las estrastinternas del hongo, como
consecuencia de la pérdida de biomasa verde yridatde clorofila en plantas tratadas
con glifosato. En relacion al porcentaje de arbloscua respuesta fue similar a la
detallada para la colonizacion radical total, @diferencia que en este caso los efectos
indirectos fueron mayores que los directos. Calalta que en los trabajos en los
cuales encontraron efectos nulos del glifosatoestdbicolonizacion radical (Mujicat

al., 1999; Powellet al, 2009; Savinet al, 2009), se utilizaron plantas hospedantes
genéticamente modificadas para resistir a esteidmdgib Por ende, el vigor de esas
plantas no se modifica al ser tratadas, y tampbtiaje de C hacia el hongo dentro de
la raiz. Por ultimo, las vesiculas no fueron af@das directa ni indirectamente por la

aplicacion de glifosato.

El ensayo e realizdé a campo, y permitié una evaluaciérotdetla comunidad
de HMA como de la vegetal en condiciones no coatia$. Si bien a los 15 dias post-
aplicacion de glifosato no se evidenciaron cami@osel nimero y diversidad de
esporas, si se detectd una disminucién en su idathilLa reduccion en el porcentaje de
viabilidad no fue igual en las cuatro especies AHjue dominan la comunidad, lo
que permite inferir que la estructura de la comadidera afectada ante reiteradas
aplicaciones de este herbicida. A diferencia declarrido en el ensayo 2, el porcentaje
de colonizacion radical no se diferencié en pladts. tenuisy P. dilatatum tratadas
y no tratadas con glifosato (s6lo &h dilatatumse observé una reduccién en el
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porcentaje de arbusculos). Esto coincide con togbpjevios realizados a campo con
distintas especies de plantas hospedantes (Bauragetral, 2010; Shengt al, 2012).
Por un lado, podria estar explicado por un mayar exxperimental al momento de la
aplicacion del glifosato en comparacion con estdéalizados en invernaculo. Por otro
lado, esto podria deberse al hecho de que lasaplatgl ensayo a campo estan
conectadas a otras plantas del pastizal a travesdds hifales, que podrian subsidiar, al
menos temporalmente, el C necesario para que stemganla colonizacion radical

(Simardet al, 2012).

La estructura de la comunidad vegetal fue altepaida aplicacion de glifosato
a fines de primavera, con un aumento de la colzederdicotiledéneas no leguminosas
y suelo desnudo en parcelas tratadas con la desisnendada a campo (3 IhaEl
mayor porcentaje de suelo desnudo se asocié caumento en su salinidad, lo que
podria llevar en el largo plazo a cambios en lawudad de HMA directamente al
modificarse las propiedades edaficas (Andersbral, 1984; Porteret al, 1987;
Treseder, 2004; Isobet al, 2007) o indirectamente al modificarse la comutida
vegetal (Bever, 1999). Si bien no fue objetivo deadesis evaluar el impacto de la
aplicacion de glifosato sobre el subsistema gaonadabe destacar que este cambio en
la estructura de la comunidad vegetal podria candueducciones en la calidad de la
oferta forrajera primavero-estival. Si se afectaraporcién de cada especie vegetal en
la muestrgpor su valor de calidad especifico para estimaalkr pastoral (los mismos
toman valores entre 0 y 5 correspondiendo a sinasi de nula o excelente calidad
forrajera, respectivamente) (Daget & Poissonnet,119se observa que este valor es
reducido cuando se aplica glifosato, tanto cuaralacdmunidad es dominada por
especies de ciclo otofio-invierno-primaveral comanclo las dominantes son las de
ciclo primavero-estivo-otofial (Fig. 5.2).
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Figura 5.2. Valor pastoral de las parcelas tratadas con thstidosis de glifosato (0, 0,8 y 3
l.ha') registrado en la primavera de 2012 (comunidadiniata por especies de ciclo otofio-
invierno-primaveral) y el verano de 2013 (comuniddoiminada por especies de ciclo
primavero-estivo-otofial). Los valores de calidadaplas especies del pastizal bajo estudio
fueron extraidosdel trabajo de Cahueps al. (1985). Las barras representan las medias + E.E.
de diez repeticiones. Letras distintas indicanrdifeias significativas entre los tratamientos
(prueba de Tukey; p < 0,05).

En conclusion, los resultados de esta tesis pemngibnfirmar, por un lado, que
existe un efecto directo y negativo de la aplicaaé glifosato sobre la viabilidad de
esporas de HMA. Esta respuesta fue consistenteo®nrés ensayos, aunque su
magnitud varié en relacion al grado de disturbid sieelo y de control sobre las
variables ambientales. En la figura 5.3 se puedserghr que la reduccion en la
viabilidad de esporas en suelos tratados con glidoie menor a medida que el grado
de disturbio en el suelo y el control sobre el anta fue menor. Respecto a esto
altimo, en el primer ensayo se realizd un riegotjapdicacion de glifosato, y en el
segundo, el glifosato se incorpord con agua derggel tratamiento correspondiente.
Esto garantiz6 un contacto entre el herbicida ydaporas de HMA mucho mas

eficiente que el logrado en el tercer ensayo, aquelno se realiz6 riego, y la cantidad
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de glifosato que alcanzé el suelo y las espora$hdiad dependié de la cobertura vegetal
al momento de la aplicacion y de los dias trangtasrentre ésta y las primeras
precipitaciones. Debido a lo mencionado anteriotmedebe considerarse que las
respuestas encontradas en este ensayo puedenerdresrafios y entre pastizales con

distinta cobertura vegetal.
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Figura 5.3. Variacion en el porcentaje de viabilidad de espergsiestas a distintas dosis de
glifosato en los tres ensayos realizados en |a.t€sisayo 1: aplicacion directa del glifosato
sobre el suelo previamente tamizado, con riego-gygtacion. Ensayo 2: Aplicacion del
glifosato diluido en el agua de riego, en macetas @antas trasplantadas provenientes del
pastizal junto con su suelo asociado. Ensayo 3icdqbn de glifosato a campo, sin riego

alguno. Las barras representan el error estandar.

Por otro lado, los atributos de la colonizacionicgaldtambién dependieron del
grado de disturbio y control del ambiente. La c@acion radical total tanto eh.
tenuiscomo enP. dilatatumfue afectada en el ensayo realizado en inverndeakayo
2), incluso cuando se aplicé la dosis subletal. &imbargo estas respuestas no se
detectaron en el ensayo realizado a campo (FigA%.48). Algo similar ocurrioé con el
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porcentaje de arblsculos, aunque en este castidacin de 3 |.ha de glifosato si lo
afectd en plantas d@. dilatatum(Fig. 5.4 C y D). Como se explicé anteriormentéa es
respuesta diferencial entre plantas hospedantesepieberse por un lado a la mayor
exposicion al herbicida que posee la graminea dedbgl porte erecto, en relacion a la
leguminosa, de porte postrado. Por otro lado, tpuesta de estos hongos a los
tratamientos quimicos (Jalali & Domsch, 1975) wetestreses puede variar segun la
planta hospedante, dependiendo de su dependendarricica. Por udltimo, el
porcentaje de vesiculas no se vio afectado polifesgto en ninguna de las plantas
hospedantes y en ninguna de las dosis evaluadesy goincidi6 en ambos ensayos

(Fig.5.4EVYF).
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Figura 5.4. Porcentaje de colonizacion radical, arbusculogsioulas en plantas de tenuis
(A, CyE) yP. dilatatum(B, D y F) tratadas con distintas dosis de glifosabrrespondientes al

ensayo 2 (en invernaculo, lineas discontinuas)ensayo 3 (a campo, lineas continuas).

Es importante remarcar que si bien la colonizacexical y la esporulacion
pueden recuperarse rapidamente luego del estrdaqiio por un pesticida, la tasa de
recuperacion dependera de la especie de HMAdAal, 1993). Teniendo en cuenta
ademas que el impacto del glifosato sobre la viddl de esporas dependié de la

especie de HMA (Figura 4.2), se puede inferir quelenediano plazo la comunidad de

Tesis Doctoral — CAPITULO 5
Ing. Agr. Druille Magdalena



87

HMA se verd alterada, con posibles repercusioneseda comunidad vegetal (van der

Heijdenet al, 1998b; Bever, 1999).

En condiciones de campo la colonizacion radicasenonodificod, pero si lo hizo
la viabilidad de esporas. Este efecto diferena@gla@dria tener en cuenta para la practica
cultural de la promocién dé. multifforum en estos sistemas. Seria conveniente
garantizar la mayor cobertura vegetal posible. gstanitiria reducir la probabilidad de
que el producto alcance la superficie del sueleg@sndo que el nUmero de esporas
viables no se vea comprometido. Sin embargo, lmagbn de glifosato se realiza a
fines de verano, lo que genera una reduccion ecoleertura no sélo de especies
invernales perennes, sino también en la de espestésles, comd.. tenuisy P.
dilatatum y un aumento en el porcentaje de suelo desnualdridRiez & Jacobo, 2010).
En el largo plazo, esto generaria un aumento enetaiencia de efectos negativos

directos del herbicida sobre los HMA.

L. tenuisy P. dilatatumaportan volumen y calidad a la dieta animal (Hjda&
Rimoldi, 1992; Hidalgoet al, 1998; Vignolioet al, 2013), por ende las areas de
pastizal tratadas con glifosato podrian presemdnaciones en la capacidad de carga,
por una disminucion de la oferta forrajera estivalispender las aplicaciones de
glifosato en pastizales ya deteriorados por estetipp de manejo, podria permitir a lo
largo del tiempo un aumento de la cobertura veg&ial embargo debe tenerse en
cuenta que, en suelos con bajo numero y diversitadgropagulos de HMA, la
recuperacion dé. tenuisy P. dilatatumpodria resultar comprometida, ya que estarian
en desventaja competitiva en relacion a especies@w®r dependencia micorricica

(como dicotiledoneas no leguminosas y gramingas C

Tesis Doctoral — CAPITULO 5
Ing. Agr. Druille Magdalena



88

La distinta sensibilidad al glifosato que presentanespecies de HMA, podria
derivar en una disminucion de la diversidad desestmbiontes en pastizales naturales
tratados anualmente con el herbicida. Esto, suraadodisminucion en la diversidad
vegetal (Rodriguez & Jacobo, 2010), y a los efedtogcos reportados en otros
componentes del ecosistemag( Reddy et al, 2000; Relyea, 2005; Casale¢ al,
2007), permite prever consecuencias negativas the msictica de manejo sobre
aspectos que exceden al meramente productivo nmaamicen el parrafo anterior. Por
un lado, se ha demostrado que la pérdida de bisiileel en las comunidades conlleva
a disminuciones tanto en su estabilidad, como @an elfiiciencias de captura de
nutrientes, descomposicion y reciclado de nutreefifdman & Downing, 1994; Hart &
Klironomos, 2003; Tilmaret al, 2006; Cardinalest al, 2012). Por otro lado, debe
tenerse en cuenta que la biodiversidad y su vinocoiolas propiedades ecosistémicas
poseen un valor cultural, intelectual, estéticapgirtual para la sociedad (Chamhal,

2000).

Nuevos interrogantes que surgen de la tesis

En este trabajo no se estudiaron los posibles meunas a través de los cuales
la aplicacion de glifosato afecta las distintasuestiras de los HMA. Este herbicida fue
considerado inofensivo para los organismos no-blatebido a una supuesta rapida
inactivacion como consecuencia de una fuerte adsode su principio activo a las
particulas del suelo y a una rapida degradaciogli@2000; Giesyet al, 2000; Busse
et al, 2001; Gimsinget al, 2004b; Vereecken, 2005). Sin embargo, estudidsmes
han demostrado posible lixiviacion, y problemagakécidad del glifosato (Veigat al,

2001; Strange-Hansezt al, 2004; Kjaeret al, 2005; Landryet al, 2005; Relyea, 2005;
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Borggaard & Gimsing, 2008) y debe ser consideraolmoc un posible mecanismo
involucrado en las respuestas encontradas ya qu& se mencion0 anteriormente, la
enzima EPSPS también se ha encontrado en bacter@sgos (Padgettet al, 1995).
También podria existir un efecto téxico generado giguno de los productos de su
degradacion (como el AMPA), tal como se encontréamillas de trigo (Barry, 2009),
o por alguno de los aditivos utilizados en la folaoion. Con respecto a estos ultimos,
se han reportado casos de toxicidad provocadossydactantes (como POEA en
Rounduff), no encontrandose los mismos efectos con glifiosaip (Howeet al, 2004;
Peixoto, 2005; Brausch & Smith, 2007). Por lo tante requieren futuras
investigaciones que consideren o mencionado amnteeinte, ya que podrian afectar a
los HMA y/o a otros microorganismos edaficos relaados con la funcionalidad de la

simbiosis.

La adsorcion y degradacion del glifosato preseate gran variacion
dependiendo de la composicién del suelo y sus @dapies (de Jonget al, 2001;
Gimsinget al, 2004a; Sgrensegt al, 2006; Gimsinget al, 2007). En los tres ensayos
realizados en esta tesis, se utilizO suelo promémiele un pastizal natural con la
comunidad vegetal correspondiente a la pradera thide mesofitas (Perelman al,
2001). Se trata de suelos Natracuoles, con undrmgzsuperficial poco profundo y un
horizonte muy rico en arcillas (mas del 50%) a pocdundidad. Deberia considerarse
en futuras investigaciones el uso de otros tipasueéo, con diferentes caracteristicas de
textura, pH y materia organica, ya que esto padddificar las respuestas encontradas

en esta tesis.

Por ultimo, en esta tesis no se evalu6 si los a@rdgenerados en la comunidad
de HMA estan involucrados en cambios en la comuhidmetal de estos pastizales, e

incluso en las interacciones entre ésta y los miganismos fijadores de N. Las
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modificaciones en la vegetacion detectadas por iRoeir & Jacobo (2010) se han
asociado a los distintos niveles de tolerancialifdsgto que poseen las especies que
componen la comunidad vegetal, y a su actividawldigica al momento de la
aplicacion. Sin embargo, cambios en la comunidad HMA podrian generar
modificaciones en la capacidad de establecimiest@ldntulas y en las habilidades
competitivas entre las especies vegetales, qudevenl a cambios en la comunidad
vegetal. En el caso de las leguminosas, la reduaola funcionalidad de los HMA
generada por el glifosato podria reducir su hadmlidompetitiva no sélo por la mayor
dependencia micorricica en relacion con las espauweleguminosas (Cooperbaat
al., 1994; Scheubliret al, 2007), sino que también se estaria afectandipatadin de
N.. Se ha demostrado que la presencia de un simtagetta la actividad del otro, y la
interaccion de ambos puede ser detectada en l@aplaspedante (Larimer et al., 2010).
En condiciones de laboratorio, se ha encontradeetjoémero y peso de los nodulos y
la fijacibn de N fue mayor en plantas de soja micorrizadas que lantgs no
micorrizadas (Goss & de Varennes, 2002). Estanmaion es necesaria para un mejor
entendimiento del rol de los HMA como determinandesla comunidad vegetal en

pastizales de la Pampa Deprimida.

Tesis Doctoral — CAPITULO 5
Ing. Agr. Druille Magdalena



91

BIBLIOGRAFIA

Abba AM, Vizcaino SF. 2011. Distribucion de los armadillos (Xenarthra:
Dasypodidae) en la provincia de Buenos Aires, Aligan Mastozoologia
neotropicall8(2): 185-206.

Abbott LK, Robson AD. 1991. Factors influencing the occurrence of vesicular-
arbuscular mycorrhizag\griculture, Ecosystems & Environme3t(2-3): 121-
150.

Abbott LK, Robson AD, Gazey C 1992Selection of inoculant vesicular-arbuscular
mycorrhizal fungi. In: Norris JR, Read DJ, Varma Adds. Methods in
Microbiology. London: Academic Pres$;21.

Afek U, Menge JA, Johnson ELV. 1991.Interaction among mycorrhizae, soll

solarization, metalaxyl, and plants in the fié?thnt Diseas&’5. 665—671.

Alguacil MdM, Lozano Z, Campoy MJ, Roldan A. 2010.Phosphorus fertilisation
management modifies the biodiversity of AM fungiariropical savanna forage
systemSoil Biology and Biochemistd2(7): 1114-1122.

Allen MF. 1987. Re-establishment of mycorrhizas on Mount St Heldviggration
vectors.Transactions of the British Mycological Soci8g(3): 413-417.

Allen MF. 1991.The ecology of mycorrhizaBlew York: Cambridge University Press.

Amrhein N, Schab J, Steinriicken HC. 1980The mode of action of the herbicide
glyphosateNaturwissenschafte®7: 356—357.

An ZQ, Guo BZ, Hendrix JW. 1998. Viability of soilborne spores of glomalean
mycorrhizal fungi.Soil Biology and Biochemist80(8-9): 1133-1136.

An ZQ, Hendrix JW. 1988. Determining viability of endogonaceous spores vath

vital stain.Mycologia80(2): 259-261.

An ZQ, Hendrix JW, Hershman DE, Ferriss RS, HensorGT. 1993.The influence
of crop rotation and soil fumigation on a mycordliZzungal community
associated with soybeaxlycorrhiza3(4): 171-182.

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



92

Anderson RC, Liberta AE, Dickman LA. 1984. Interaction of vascular plants and
vesicular-arbuscular mycorrhizal fungi across a smisture-nutrient gradient.
Oecologiab4(1): 111-117.

Aubin AJ, Smith AE. 1992. Extraction of [14C]glyphosate from Saskatchewaitsso
Journal of Agricultural and Food Chemist#(7): 1163-1165.

Bardgett RD, Wardle DA, Yeates GW. 1998.Linking above-ground and below-
ground interactions: how plant responses to foharbivory influence soil
organismsSoil Biology and Biochemist80(14): 1867-1878.

Barea JM, Werner D, Azcon-Guilar C, Azcén R 2005.nteractions of Arbuscular
Mycorrhiza and Nitrogen-Fixing Symbiosis in Susédite AgricultureNitrogen
Fixation in Agriculture, Forestry, Ecology, and tHenvironment Springer
Netherlands199-222.

Barnes TG. 2007.Using Herbicides to Rehabilitate Native Grasslamtistural Areas
Journal27(1): 56-65.

Barry GF 2009. Plants and plant cells exhibiting resistance &PX, and methods for
making the same. United States Patent 7554012.

Baumgartner K, Fujiyoshi P, Smith R, Bettiga L. 20D. Weed flora and dormant-
season cover crops have no effects on arbusculapommzae of grapevine.
Weed Research(5): 456-466.

Baylis AD. 2000.Why glyphosate is a global herbicide: strengtheakmesses and
prospectsPest Management Sciens§(4): 299-308.

Baylis GTS. 1970 Root hairs and phycomycetous mycorrhizas in phogpdeficient
soil. Plant and SoiB3(1-3): 713-716.

Berg G. 2009. Plant-microbe interactions promoting plant growdimd health:
perspectives for controlled use of microorganisms agriculture. Applied
Microbiology and Biotechnologg4(1): 11-18.

Bethlenfalvay GJ, Dakessian S. 19845Grazing Effects on Mycorrhizal Colonization
and Floristic Composition of the Vegetation on angeid Range in Northern
NevadaJournal of Range Manageme3it(4): 312-316.

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



93

Bethlenfalvay GJ, Dakessian S, Pacovsky RS. 198MWlycorrhizae in a southern
California desert: ecological implication€anadian Journal of Botang2(3):
519-524.

Bethlenfalvay GJ, Evans RA, Lesperance AL. 19859Mycorrhizal Colonization of
Crested Wheatgrass as Influenced by GraZggon. J.77(2): 233-236.

Bever JD. 1999. Dynamics within mutualism and the maintenance oferdity:
inference from a model of interguild frequency degence.Ecology Letters
2(1): 52-61.

Bever JD, Morton JB, Antonovics J, Schultz PA. 1996Host-Dependent Sporulation
and Species Diversity of Arbuscular Mycorrhizal Bum a Mown Grassland.
Journal of Ecologys4(1): 71-82.

Bonfante P, Perotto S. 1995Tansley Review No. 82 Strategies of Arbuscular
Mycorrhizal Fungi when Infecting Host Plani¢ew Phytologist30(1): 3-21.

Borggaard OK, Gimsing AL. 2008. Fate of glyphosate in soil and the possibility of
leaching to ground and surface waters: a revieest Management Science
64(4): 441-456.

Bott S, Tesfamariam T, Kania A, Eman B, Aslan N, Riheld V, Neumann G.
2011. Phytotoxicity of glyphosate soil residues re-mkedi by phosphate
fertilisation.Plant and SoiB42(1): 249-263.

Braunberger PG, Miller MH, Peterson RL. 1991.Effect of phosphorus nutrition on
morphological characteristics of vesicular-arbuacuhycorrhizal colonization
of maize.New Phytologisf191): 107-113.

Brausch J, Smith P. 2007Toxicity of Three Polyethoxylated Tallowamine Saatant
Formulations to Laboratory and Field Collected ¥&hrimp, Thamnocephalus
platyurus.Archives of Environmental Contamination and Toxagyi52(2): 217-
221.

Brundrett MC. 2002. Coevolution of roots and mycorrhizas of land ptamew
Phytologist154(2): 275-304.

Brundrett MC. 2009. Mycorrhizas in Natural Ecosystem&dvances in Ecological
Rerearch2l: 171-313.

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



94

Burkart SE, Leén RJC, Movia CP. 1990.Inventario fitosociol6gico del pastizal de la
depresion del Salado (Prov. Bs. As.) en un are@septativa de sus principales

ambientesDarwiniana30: 27-69.

Burrows RL, Pfleger FL. 2002. Arbuscular mycorrhizal fungi respond to increasing
plant diversity Canadian Journal of Botar§0(2): 120-130.

Busse MD, Raitcliff AW, Shestak CJ, Powers RF. 200Glyphosate toxicity and the
effects of long-term vegetation control on soil rolwal communities.Soill
Biology and Biochemistr§3(12-13): 1777-1789.

Cabello MN, Gaspar L, Pollero RJ. 1994Glomus antarcticum sp. nov., a vesicular-
arbuscular mycorrhizal fungus from Antarctidéycotaxon51(4): 123-128.

Cahuepe MA, Hidalgo MG, Galatoire A. 1985.Aplicacion de indice de valoracion
zootécnica en pastizales de la Depresion del SaRdweista Argentina de
Produccion Animab: 681-690.

Camargo-Ricalde SL. 2002 .Dispersal, distribution and establishment of achley
mycorrhizal fungi: A reviewBoletin de la Sociedad botanica de Méxido 33-
44,

Canfield RH. 1941. Application of the Line Interception Method in Sgling Range
VegetationJournal of Forestry89(4): 388-394.

Cardinale BJ, Duffy JD, Gonzalez A, Hooper DU, Perings C, Venail P, Narwani
A, Mace GM, Tilman D, Wardle DA, Kinzig AP, Daily GC, Loreau M,
Grace JB, Larigauderie A, Srivastava DS, Naeem S022. Biodiversity loss
and its impact on humanitilature486 59-67.

Carr GR, Hinkley MA. 1985. Germination and hyphal growth of Glomus caledomicu
on water agar containing benomsgoil Biology and Biochemistry7(3): 313-
316.

Caruso T, Rillig MC, Garlaschelli D. 2012.0n the application of network theory to
arbuscular mycorrhizal fungi—plant interactions:e thmportance of basic
assumptiondNew Phytologisi94(4): 891-894.

Casabé N, Piola L, Fuchs J, Oneto M, Pamparato L, &ack S, Giménez R,
Massaro R, Papa J, Kesten E. 200Ecotoxicological assessment of the effects

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



95

of glyphosate and chlorpyrifos in an Argentine séigéd. Journal of Soils and
Sediment3(4): 232-239.

Cooperband L, Boerner RJ, Logan T. 1994Humid tropical leguminous tree and
pasture grass responsiveness to vesicular-arbusowyaorrhizal infection.
Mycorrhiza4(5): 233-239.

Crawley MJ 2009. Plant—Herbivore Dynamic$?lant Ecology Blackwell Publishing
Ltd., 401-474.

Chambers CA, Smith SE, Smith FA. 1980Effects of Ammonium and Nitrate lons on
Mycorrhizal Infection, Nodulation and Growth of fialium subterraneumNew
Phytologist85(1): 47-62.

Chapin FSI, Zavaleta ES, V.T. E, Naylor RL, Vitous& PM, Reynolds HL, Hooper
DU, Lavorel S, Sala OE, Hobbie SE, Mack MC, Diaz 2000.Consequences
of changing biodiversityNature405 234-242

Daget P, Poissonnet P. 1971ne méthode d’analyse phytosociologique des psairi

Criteres d’applicationAnnales Agronomiquex2: 5-41.

Daniels Hetrick BA 1984. The ecology of VA mycorrhizal fungi. In: Powell CL
Bagyaraj DJ edd/A Mycorrhiza Florida: CRC Press, Boca Rat@5-36.

Davies FT, Potter JR, Linuerman RG. 1993.Drought resistance of mycorrhizal
pepper plants independent of leaf P concentraticgsponse in gas exchange

and water relation®hysiologia Plantarun87(1): 45-53.

de Jonge H, de Jonge LW, Jacobsen OH, Yamaguchi ™oldrup P. 2001.
Glyphosate sorption in soils of different pH andogphorus contentSoil
Sciencel66(4): 230-238.

Deregibus VA, Jacobo E, Rodriguez A. 199Ferspective: Improvement in rangeland
condition of the Flooding Pampa of Argentina througontrolled grazing.
African Journal of Range & Forage Scient®?2): 92-96.

Douglas AE. 2010The symbiotic hahitPrinceton: Princeton University Press.

Druille M, Cabello MN, Omacini M, Golluscio RA. 2013a. Glyphosate reduces spore
viability and root colonization of arbuscular mydueal fungi. Applied Soll
Ecology64(0): 99-103.

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



96

Druille M, Omacini M, Golluscio RA, Cabello MN. 2013b. Arbuscular mycorrhizal
fungi are directly and indirectly affected by glydate applicatiompplied Soll
Ecology72: 143-149.

Duke SO 1988.Glyphosate. In: Kearney PC, D.D. K edderbicides: chemistry,
degradation, and mode of actiddew York: Marcel Dekkerl-70.

Eom AH, Hartnett DC, Wilson GWT. 2000. Host plant species effects on arbuscular
mycorrhizal fungal communities in tallgrass praifdecologial223): 435-444.

Escudero V, Mendoza R. 2005Seasonal variation of arbuscular mycorrhizal fungi
temperate grasslands along a wide hydrologic gnadidycorrhizal5(4): 291-
299.

Etchevehere P. 1961Bosquejo de regiones geomorfologicas y de dredajela
Republica ArgentindDIA 162 7-25.

Feng JC, Thompson DG. 1990Fate of glyphosate in a Canadian forest watershed.
Persistence in foliage and soilournal of Agricultural and Food Chemistry
38(4): 1118-1125.

Fernandez Grecco R. 2000Promocién de raigras anual en un pastizal natieda
Pampa Deprimida bonaerengevista Argentina de Produccion Anin2dk(1):
165-166.

Fernandez ON, Pereira M, Agnusdei M, Colabelli M, \gnolio OR 2008
Degradacion de pastizales asociada a la promoadmnaigras en la Pampa
Deprimida. 31 Congreso Argentino de Produccion AnimBlotrero de Los
Funes, San Luis895-396.

Ferraro DO, Oesterheld Mn. 2002. Effect of Defoliation on Grass Growth. A
Quantitative ReviewOikos98(1): 125-133.

Fleischer WE. 1935. The relation between chlorophyll content and rate
photosynthesisI'he Journal of General Physiolod(4): 573-597.

Franz JE, Mao MK, Sikorski JA 1997. Glyphosate: A Unique Global Herbicide.
American Chemical Society Monograpiashington, DC: American Chemical

Society.

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



97

Gange AC, Brown VK, Farmer LM. 1990. A test of mycorrhizal benefit in an early
successional plant communityew Phytologisi151): 85-91.

Gange AC, Brown VK, Sinclair GS. 1993 Vesicular-Arbuscular Mycorrhizal Fungi:
A Determinant of Plant Community Structure in Ea8yccessionkFunctional
Ecology7(5): 616-622.

Gange AC, Lindsay DE, Ellis LS. 1999Can arbuscular mycorrhizal fungi be used to
control the undesirable grass Poa annua on golfses@Journal of Applied
Ecology36(6): 909-919.

Garbaye J. 1994.Tansley Review No. 76 Helper bacteria: a new dsmento the
mycorrhizal symbiosidNew Phytologisi2§2): 197-210.

Garcia F, Micucci F, Rubio G, Rufo M, Daverede |. R02. Fertilizacion de forrajes
en la Region Pampeana: Una revision de los avareesel manejo de la
fertilizacion de pasturas, pastizales y verdedsassuso, Buenos Aires:
INPOFOS Cono Sur.

Garcia I, Mendoza R. 2012Impact of defoliation intensities on plant biomasstrient
uptake and arbuscular mycorrhizal symbiosis in &otenuis growing in a
saline-sodic soilPlant Biology14(6): 964-971.

Garcia IV, Mendoza R. 2007 Arbuscular mycorrhizal fungi and plant symbiosisai
saline-sodic soilMycorrhizal7(3): 167-174.

Gehring C, Bennett A. 2009. Mycorrhizal Fungal-Plant-Insect Interactions: The
Importance of a Community ApproachEnvironmental Entomolog$8(1): 93-
102.

Gehring CA, Whitham TG 2002. Mycorrhiza—herbivore interactions: population and
community consequences. In: van der Heijden MGAndSes IR eds.
Mycorrhizal ecology. Ecological studie®erlin, Germany: Springer-Verlag,
295-320.

Gerdemann JW 1975.Vesicular—arbuscular mycorrhizae. In: Torrey JGBCT. ed.
The development and function of rodtew York, USA: Academic Press75—
591

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



98

Gerdemann JW, Nicolson TH. 1963.Spores of mycorrhizal Endogone species
extracted from soil by wet sieving and decantifigansactions of the British
Mycological Society#6(2): 235-244.

Giesy JP, Dobson S, Solomon KR. 200CEcotoxicological risk assessment for
Roundup® herbicideReviews of Environmental Contamination and Toxigplo
167 35-120.

Gimsing AL, Borggaard OK, Bang M. 2004a. Influence of soil composition on
adsorption of glyphosate and phosphate by comigadiianish surface soils.
European Journal of Soil Scien6§(1): 183-191.

Gimsing AL, Borggaard OK, Jacobsen OS, Aamand J, Sensen J. 2004b.
Chemical and microbiological soil characteristicentrolling glyphosate

mineralisation in Danish surface sogplied Soil Ecologg7(3): 233-242.

Gimsing AL, Szilas C, Borggaard OK. 2007 Sorption of glyphosate and phosphate
by variable-charge tropical soils from Tanzar@eodermal3g§1a€“2): 127-
132.

Giovannetti M, Gianinazzi-Pearson V. 1994Biodiversity in arbuscular mycorrhizal
fungi. Mycological ResearcB8(7): 705-715.

Giovannetti M, Schubert A, Cravero MC, Salutini L. 1988.Spore production by the
vesicular-arbuscular mycorrhizal fungus Glomus nspaoum as related to host
species, root colonization and plant growth enhianece. Biology and Fertility
of Soils6(2): 120-124.

Giovannetti M, Turrini A, Strani P, Sbrana C, Avio L, Pietrangeli B. 2006.
Mycorrhizal fungi in ecotoxicological studies: soinpact of fungicides,
insecticides and herbicidd®revention Toda(1-2): 47-62.

Gosling P, Hodge A, Goodlass G, Bending GD. 2008rbuscular mycorrhizal fungi
and organic farmingAgriculture, Ecosystems & Environmeht314€“4): 17-
35.

Goss MJ, de Varennes A. 200%50il disturbance reduces the efficacy of mycoahiz
associations for early soybean growth and N2 fxatiSoil Biology and
Biochemistry34(8): 1167-1173.

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



99

Grigera G, Oesterheld Mn. 2004. Mycorrhizal Colonization Patterns under
Contrasting Grazing and Topographic Conditions e tFlooding Pampa
(Argentina).Journal of Range Managemesif(6): 601-605.

Grime JP, Mackey JML, Hillier SH, Read DJ. 1987.Floristic diversity in a model
system using experimental microcosiature3286129): 420-422.

Grossbard E, Atkinson D. 1985The Herbicide Glyphosatéondon: Butterworth Ltd.

Gryndler M, Larsen J, HrSelova H, Rez&ova V, Gryndlerova H, Kubat J. 2006.
Organic and mineral fertilization, respectively,ci@ase and decrease the
development of external mycelium of arbuscular msglueal fungi in a long-
term field experimentMycorrhizal6(3): 159-166.

Habte M, Manjunath A. 1991. Categories of vesicular-arbuscular mycorrhizal

dependency of host speciddycorrhizal(l): 3-12.

Hampp R, Schaeffer C 1999Mycorrhiza — carbohydrate and energy metabolism. |
Varma AH, B. ed.Mycorrhiza. Structure, Function, Molecular Biolognd
BiotechnologyBerlin, Heideberg: Springer-Verlag73—-303.

Haney RL, Senseman SA, Hons FM, Zuberer DA. 200&ffect of glyphosate on soll
microbial activity and biomas$Veed Sciencé8(1): 89-93.

Harrison GW, List JA. 2004. Field ExperimentsJournal of Economic Literature
42(4): 1009-1055.

Hart MM, Klironomos JN. 2003. Diversity of arbuscular mycorrhizal fungi and

ecosystem functioningdycorrhizal Ecologyl57: 225-242.

Hartnett DC, Wilson GWT. 1999. Mycorrhizae influence plant community structure
and diversity in tallgrass prairiecology80(4): 1187-1195.

Hawkins H-J, George E. 2001Reduced15N-nitrogen Transport Through Arbuscular
Mycorrhizal Hyphae to Triticum aestivum L. Suppli#dth Ammonium vs.
Nitrate Nutrition.Annals of Botang7(3): 303-311.

He X, Mouratov S, Steinberger Y. 2002 Spatial Distribution and Colonization of
Arbuscular Mycorrhizal Fungi under the CanopiesDefsert HalophytesArid
Land Research and Managemé&n(2): 149-160.

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



100

Heinonen-Tanski H. 1989.The effect of temperature and liming on the degtiad of
glyphosate in two arctic forest soifSoil Biology and Biochemistrg1(2): 313-
317.

Helander M, Saloniemi I, Saikkonen K. 2012 Glyphosate in northern ecosystems.
Trends in Plant SciencE7(10): 569-574.

Helgason T, Daniell TJ, Husband R, Fitter AH, YoungJPW. 1998.Ploughing up the
wood-wide webNature 394-431.

Hendrix J, Guo BZ, An ZQ. 1995.Divergence of mycorrhizal fungal communities in
crop production systemBlant and Soill70(1): 131-140.

Hetrick BAD, Bloom J. 1986.The influence of host plant production and colatian

ability of vesicular-arbuscular mycorrhizal sporelycologia78: 32-36.

Hetrick BAD, Wilson GWT, Todd TC. 1990. Differential responses of C3 and C4
grasses to mycorrhizal symbiosis, phosphorus iatibn, and soil
microorganismsCanadian Journal of Botan§8(3): 461-467.

Hidalgo LG, Rimoldi PO 1992 Lotus tenuisen pastizales templado sub humedos: su
efecto en el valor nutritivo de la vegetacid@ongreso Latinoamericano de
Ecologia. 2Carambu, Mina Gerais, Brasil: SEB10-542.

Hidalgo MG, Cahuepe MA, Erni AN. 1998. Digestibilidad de materia seca y
contenido de proteina bruta en especies de pastizdh Pampa Deprimida,
Argentina.lnvestigacion agropecuaria: Produccion y sanidadnaal. 13; 165-
177.

Hindumathi A, Reddy BN. 2011. Occurrence and distribution of arbuscular
mycorrhizal fungi and microbial flora in the rhizdeere soils of mungbean
[vigna radiata (L.) wilczek] and soybeang|ycine max(L.) Merr.] from
Adilabad, Nizamabad and Karimnagar districts of AradPradesh state, India.
Advances in Bioscience and Biotechnol0g(04): 275-286.

Hooper DU, Solan M, Symstad A, Diaz S, Gessner M@uchmann N, Degrange V,
Grime P, Hulot F, Mermillot-Blondin F, Roy J, Spehn E, van Peer L 2002.
Species divesity, functional diversity, and ecosysfunctioning. In: Loreau M,
Naeem S, Inchausti P ed&odiversity and ecosystem functioning. Synthasis a
perspectivesOxford: Oxford University Press.

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



101

Howe CM, Berrill M, Pauli BD, Helbing CC, Werry K, Veldhoen N. 2004.Toxicity
of glyphosate-based pesticides to four North Anzericfrog species.
Environmental Toxicology and Chemisg§8): 1928-1938.

Huante P, Rincon E, Allen E. 1993Effect of vesicular-arbuscular mycorrhizae on
seedling growth of four tree species from the tapideciduous forest in
Mexico. Mycorrhiza2(3): 141-145.

Hurlbert SH. 1984. Pseudoreplication and the design of ecologic#dl fexperiments.
Ecological Monograph81: 187-211.

Husband R, Herre EA, Turner SL, Gallery R, Young JRN. 2002. Molecular
diversity of arbuscular mycorrhizal fungi and patte of host association over
time and space in a tropical forelgiolecular Ecologyl1(12): 2669-2678.

Hwang SF, Chakravarty P, Prevost D. 1993Effects of rhizobia, metalaxyl, and VA
mycorrhizal fungi on growth, nitrogen-fixation, amgvelopment of pythium
root-rot of sainfoinPlant Diseas&7: 1093—-1098.

l[do M, Schtickzelle N, Cranenbrouck S, Declerck S.2010. Do arbuscular
mycorrhizal fungi with contrasting life-history ategies differ in their responses
to repeated defoliation”ZEMS Microbiology Ecology2(1): 114-122.

Isbell FI, Polley HW, Wilsey BJ. 2009.Biodiversity, productivity and the temporal
stability of productivity: patterns and procesdesology Letterd 2(5): 443-451.

Isobe K, Aizawa E, Iguchi Y, Ishii R. 2007.Distribution of arbuscular mycorrhizal
fungi in upland field soils of Japan. 1. Relatiopshetween spore density and
the soil environmental factdPlant Production Scienckd: 122-128.

Jacobo E, Rodriguez A, Vilarino J, Zandueta J 2007 EIl rejuvenecimiento con
glifosato deteriora la vegetacion del pastizal ratde la Pampa Deprimida. El
caso de la comunidad BB/ Congreso Nacional | Congreso MERCOSUR sobre

Manejo de Pastizales Natural@gilla Mercedes, San Luis, Argentina. .

Jalali B, Domsch K 1975.Effect of systemic fungi-toxicants on the devel@minof
endotrophic mycorrhiza. In: Sanders FE MB, Tink& &d. Endomycorrhizas
New York: Academic pres$19-626.

Janos D. 2007.Plant responsiveness to mycorrhizas differs fraapethidence upon

mycorrhizasMycorrhizal7(2): 75-91.

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



102

Jansa J, Wiemken A, Frossard E. 2006The effects of agricultural practices on
arbuscular mycorrhizal fungGeological Society, London, Special Publications
266(1): 89-115.

Jeffries P, Dodd JC 1991.The use of mycorrhizal inoculants in forestry and
agriculture. In: Arora DK, Rai B, Mukerji KG, Knuda GR edsHandbook of
applied Mycology, vol.1 Soil and Plantdew York, Basel, Hong Kong: Marcel
Dekker,155-185.

Johnson CN, Pfleger FL 1992.Vesicular-Arbuscular Mycorrhizae and cultural
stresses. In: Bethlenfalvay GJ, Linderman RG &tigorrhizae in sustainable
agriculture Madison, Wisconsin: ASA Special Publications 7.—-9

Johnson N, Zak D, Tilman D, Pfleger FL. 1991Dynamics of vesicular-arbuscular

mycorrhizae during old field successi@ecologia86(3): 349-358.

Johnson NC. 1993.Can Fertilization of Soil Select Less Mutualisiycorrhizae?
Ecological Application$(4): 749-757.

Johnson NC, Graham JH, Smith FA. 1997Functioning of mycorrhizal associations

along the mutualism—parasitism continuuiNew Phytologisi354): 575-585.

Jumpponen A, Trowbridge J, Mandyam K, Johnson L. 205. Nitrogen enrichment
causes minimal changes in arbuscular mycorrhizébneation but shifts
community compositiona€”evidence from rDNA daBiology and Fertility of
Soils41(4): 217-224.

Kahiluoto H, Ketoja E, Vestberg M, Saarela I. 2001 Promotion of AM utilization
through reduced P fertilization 2. Field studieiant and Soik31(1): 65-79.

Kernaghan G. 2005.Mycorrhizal diversity: Cause and effedPedobiologia49(6):
511-520.

Kjaer GA, Olsen P, Ullum M, Grant R. 2005. Leaching of glyphosate and
aminophosphonic acid from Danish agricultural fiekites. Journal of
environmental quality34: 608-620.

Klironomos JN. 2002. Feedback with soil biota contributes to plant tyarand

invasiveness in communitieNature4176884): 67-70.

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



103

Kremer R, Means N, Kim S. 2005.Glyphosate affects soybean root exudation and
rhizosphere micro-organismgaternational Journal of Environmental Analytical
Chemistry85(15): 1165-1174.

Lamsal K, Paudyal GN, Saeed M. 199%Model for assessing impact of salinity on soll

water availability and crop yield\gricultural Water Managemewtl(1): 57-70.

Landry D, Dousset S, Fournier J-C, Andreux F. 2005Leaching of glyphosate and
AMPA under two soil management practices in Burgumtheyards (Vosnhe-
RomanA©e, 21-FrancefEnvironmental Pollutiordi382): 191-200.

Larimer A, Bever J, Clay K. 2010. The interactive effects of plant microbial
symbionts: a review and meta-analySigmbiosi$1(2): 139-148.

Lavado RS 1992 Rio de la Plata Grasslands. Soils. . In: CoupRfided.Ecosystems
of the World 8A: Natural Grasslandadmsterdam: ElsevieB77-380.

Lavado RS, Taboada MA. 1987 Soil salinization as an effect of grazing in aivet
grassland soil in the Flooding Pampa of Argent®ail Use and Management
3(4): 143-148.

Lavorel S, Mcintyre S, Landsberg J, Forbes TDA. 198. Plant functional
classifications: from general groups to specifioups based on response to
disturbanceTrends in Ecology & Evolutioh2(12): 474-478.

Lugo MA, Cabello MN. 2002. Native arbuscular mycorrhizal (AMF) from mountain
grassland (Cordoba, Argentina) I. Seasonal vanabbfungal spore diversity.
Mycologia94: 579-586.

Malty JdS, Siqueira JO, Moreira FMdS. 2006. Efeitos do glifosato sobre
microrganismos simbiotroficos de soja, em meio wltua e casa de vegetacao.

Pesquisa Agropecuaria Brasileiddl: 285-291.

Malloch DW, Pirozynski KA, Raven PH. 1980. Ecological and evolutionary
significance of mycorrhizal symbioses in vasculaiangs (A Review).
Proceedings of the National Academy of Sciefi@é$): 2113-2118.

Mathimaran N, Ruh R, Jama B, Verchot L, Frossard E,Jansa J. 2007Impact of
agricultural management on arbuscular mycorrhizalghl communities in

Kenyan ferralsolAgriculture, Ecosystems & Environmeritq14€“2): 22-32.

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



104

McAllister RS, Haderlie LC. 1985. Translocation of 14C-Glyphosate and 14CO2-
labeled photoassimilates in Canada thistle (Cirsamvense).Weed Science
33(2): 153-159.

McCune B, Mefford MJ. 2011. PC-ORD. Multivariate Analysis of Ecological Data.
Version 6.0 Gleneden Beach, Oregon, U.S.A.: MjM Software.

McGonigle TP, Miller MH, Evans DG, Fairchild GL, Swan JA. 1990. A New
Method which Gives an Objective Measure of Colomira of Roots by
Vesicular-Arbuscular Mycorrhizal Fundilew Phytologisi153): 495-501.

McGraw A, Hendrix J. 1986. Influence of soil fumigation and source of strawipe
plants on population densities of spores and ivectpropagules of

endogonaceous mycorrhizal funBiant and SoiB4(3): 425-434.

Mcllveen WD, Cole Jr H. 1976.Spore dispersal of Endogonaceae by worms, ants,
wasps, and bird€anadian Journal of Botary4(13): 1486-1489.

McNaughton SJ. 1977.Diversity and Stability of Ecological Communitieg\
Comment on the Role of Empiricism in Ecologyhe American Naturalist
112(979): 515-525.

McNaughton SJ 1993.Biodiversity and function of grazing ecosystems. $chultze
ED, Mooney HA eds.Biodiversity and Ecosystem Functioileidelberg:
Springer,361-383.

Mendoza R. 2001 Phosphorus nutrition and mycorrhizal growth resgoof Broadleaf
and Narrowleaf Birdsfoot Trefoilsournal of Plant Nutritior24(1): 203-214.

Menendez A, Martinez A, Chiocchio V, N. V, Ocampo A, Godeas A. 1999.
Influence of insecticide dimethoate on arbusculgcaenrhizal colonization and

growth in soybean plantBiternational Microbiology2: 43-45.

Menéndez AB, Scervino JM, Godeas AM. 200JArbucular mycorrhizal populations
associated with natural and cultivated vegetationaosite of Buenos Aires
province, ArgentinaBiology and Fertility of Soil83: 373—-381.

Milchunas DG, Sala OE, Lauenroth WK. 1988.A Generalized Model of the Effects
of Grazing by Large Herbivores on Grassland ComigufStructure. The
American Naturalisii32(1): 87-106.

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



105

Morandi D. 1989. Effect of xenobiotics on endomycorrhizal infectiand isoflavonoid
accumulation in soybean rooRlant Physiology and Biochemist2y: 697—701.

Mujica MT, Fracchia S, Ocampo JA, Godeas A. 1999Influence of the herbicides
chlorsulfuron and glyphosate on mycorrhizal soyb&#ercropped with the

weeds Brassica campestris or Sorghum halepehgisbiosi®7: 73-81.

Neumann G, Kohls S, Landsberg E, Stock-Oliveira S@a K, Yamada T, Romheld
V. 2006. Relevance of glyphosate transfer to non-targentplavia the

rhizosphereJournal of Plant Diseases and Protectid® 963—969.

Newsham KK, Fitter AH, Watkinson AR. 1995. Arbuscular Mycorrhiza Protect an
Annual Grass from Root Pathogenic Fungi in thedri@burnal of Ecology
83(6): 991-1000.

Newsham KK, Upson R, Read DJ. 2009Mycorrhizas and dark septate root
endophytes in polar regiorisungal Ecology?(1): 10-20.

Nielsen KB, KjA ller R, Olsson PIA, Schweiger PF, Adersen FA, Rosendahl Sr.
2004. Colonisation and molecular diversity of arbuscutarcorrhizal fungi in
the aquatic plants Littorella uniflora and Lobedi@rtmanna in southern Sweden.
Mycological Research086): 616-625.

Nordby ALF, Skuterud R. 1974. The effects of boom height, working pressure and
wind speed on spray driftVeed Research4(6): 385-395.

O'Connor PJ, Smith SE, Smith FA. 2001 Arbuscular mycorrhizal associations in the
southern Simpson DeseAustralian Journal of Botang9(4): 493-499.

Oehl F, Sieverding E, Ineichen K, MAader P, BollerT, Wiemken A. 2003.Impact
of Land Use Intensity on the Species Diversity ab#scular Mycorrhizal Fungi
in Agroecosystems of Central Europeplied and Environmental Microbiology
69(5): 2816-2824.

Oehl F, Sieverding E, MAader P, Dubois D, IneicherK, Boller T, Wiemken A.
2004.Impact of long-term conventional and organic farghon the diversity of
arbuscular mycorrhizal fungDecologial384): 574-583.

Omacini M, Eggers T, Bonkowski M, Gange AC, Jones H. 2006.Leaf endophytes
affect mycorrhizal status and growth of co-infectsatd neighbouring plants.

Functional Ecology®((2): 226-232.

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



106

Osem Y, Perevolotsky A, Kigel J. 2002Grazing effect on diversity of annual plant
communities in a semi-arid rangeland: interactiaittt small-scale spatial and

temporal variation in primary productivityournal of Ecolog¥0(6): 936-946.

Padgette SR, Kolacz KH, Delannay X, Re DB, LaValle®&J, Tinius CN, Rhodes
WK. 1995. Development, identification, and characterizatadna glyphosate-
tolerant soybean lin€rop Cience35: 1451-1461.

Pasaribu A, Mohamad RB, Awang Y, Othman R, Puteh A.2011. Growth and
development of symbiotic Arbuscular mycorrhizalgurGlomus mossegicol.
And Gerd.), in alachlor and glyphosate treate sol&ican Journal of
Biotechnologyl 0(55): 11520-11526.

Pawlowska TE, BA aszkowski J, RAYhling Ak. 1997.The mycorrhizal status of
plants colonizing a calamine spoil mound in southHeoland Mycorrhiza 6(6):
499-505.

Peixoto F. 2005 Comparative effects of the Roundup and glyphosatenitochondrial
oxidative phosphorylatiorlChemospheré1(8): 1115-1122.

Perelman SB, Ledn RJC, Oesterheld M. 2001Cross-scale vegetation patterns of

Flooding Pampa grasslandsurnal of Ecolog¥9(4): 562-577.

Peterson RL, Massicotte HB, Melville LH. 2004 Mycorrhizas: Anatomy and Cell
Biology. Wallingford, Oxon Ottawa: NRC Research Press.

Phillips JM, Hayman DS. 1970.Improved procedures for clearing roots and
staining parasitic and vesicular-arbuscular mygpal fungi for rapid
assessment of infectiofransactions of the British Mycological Soci&¥:.
158-161.

Pirozynski KA, Malloch DW. 1975. The origin of land plants: A matter of
mycotrophismBiosystem$(3): 153-164.

Pivato B, Offre P, Marchelli S, Barbonaglia B, Mougl C, Lemanceau P, Berta G.
2009. Bacterial effects on arbuscular mycorrhizal furgnd mycorrhiza
development as influenced by the bacteria, fungd host plantMycorrhiza
19(2): 81-90.

Plenchette C, Fortin J, Furlan V. 1983.Growth responses of several plant species to

mycorrhizae in a soil of moderate P-fertiliglant and Soilr0(2): 199-209.

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



107

Porter WM, Robson AD, Abbott LK. 1987. Factors Controlling the Distribution of
Vesicular-Arbuscular Mycorrhizal Fungi in Relatido Soil pH. Journal of
Applied Ecology4(2): 663-672.

Powell JR, Campbell RG, Dunfield KE, Gulden RH, Hat MM, Levy-Booth DJ,
Klironomos JN, Pauls KP, Swanton CJ, Trevors JT, Atunes PM. 2009.
Effect of glyphosate on the tripartite symbiosisnied by Glomus intraradices,
Bradyrhizobium japonicum, and genetically modifiedybean.Applied Soil
Ecology41(1): 128-136.

Rabatin SC, Stinner BR. 1988.Indirect effects of interactions between VAM fungi
and soil-inhabiting invertebrates on plant procesagriculture, Ecosystems &
EnvironmenR4(14€“3): 135-146.

Read DJ 1991.Mycorrhizas in ecosystems — Nature’s responsehé¢o‘ltaw of the
minimum’. In: Hawksworth DL ed.Frontiers in mycology Regensburg,
Gemerany: CAB International01-130.

Reddy KN, Hoagland RE, Zablotowicz RM. 2000Effect of Glyphosate on Growth,
Chlorophyll, and Nodulation in Glyphosate-Resistantd Susceptible Soybean
(Glycine max) VarietiesJournal of New Seed3): 37-52.

Relyea RA. 2005 The lethal impact of Roundup on aquatic and téiegdsamphibians.
Ecological Applicationd5(4): 1118-1124.

Reynolds HL, Packer A, Bever JD, Clay K. 2003.Grassroots Ecology: Plant-
Microbe-Soil Interactions as Drivers of Plant Conmmty Structure and
Dynamics.Ecology84(9): 2281-2291.

Rodriguez A, Jacobo E, Vilarino J, Zandueta J 2007 EIl rejuvenecimiento con
glifosato deteriora la vegetacion del pastizal ratde la Pampa Deprimida. El
caso de la comunidad BIV, Congreso Nacional | Congreso MERCOSUR sobre
Manejo de Pastizales Natural@gilla Mercedes, San Luis, Argentina. .

Rodriguez AM, Jacobo EJ. 2010.Glyphosate effects on floristic composition and
species diversity in the Flooding Pampa grasslahdigntina). Agriculture,
Ecosystems & Environmeb88(3-4): 222-231.

Ronco MG, Ruscitti MF, Arango MC, Beltrano J. 2008. Glyphosate and
mycorrhization induce changes in plant growth amdraot morphology and

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



108

architecture in pepper plants (Capsicum annuumJogrnal of Horticultural
Science & Biotechnolog§3: 497-505.

Sabbioni Pérez ME. 2006Cambios floristicos de los pastizales naturaletadeampa
Deprimida sometidos a la practica de “rejuvenecinic@ mediante la

aplicacion de glifosatoUniversidad de Buenos Aires.

Sala O, Deregibus VA, Schlichter T, Alippe H. 1981Productivity Dynamics of a
Native Temperate Grassland in Argentidaurnal of Range Managemesw(1):
48-51.

Sala OE, Oesterheld M, LeA3n RJC, Soriano A. 1986Grazing effects upon plant
community structure in subhumid grasslands of AtigenVegetatio67(1): 27-
32.

Salazar Lea Plaza JC, Moscatelli G. 198Mapa de suelos de la Pcia. de Buenos
Aires Buenos Aires: SAGYP - INTA.

Sanders IR, Fitter AH. 1992 .Evidence for differential responses between hastis
combinations of vesicular-arbuscular mycorrhizasfla grasslandvycological
Researcl96(6): 415-419.

Sanders IR, Koide RT. 1994.Nutrient acquisition and community structure in co
occurring mycotrophic and non-mycotrophic old-fiekhnuals. Functional
Ecology8: 77-84.

Savin M, Purcell L, Daigh A, Manfredini A. 2009.Response of Mycorrhizal Infection
to Glyphosate Applications and P Fertilization ityghosate-Tolerant Soybean,
Maize, and CottonJournal of Plant Nutritior82(10): 1702-1717.

Schalamuk S, Cabello M. 2010Arbuscular mycorrhizal fungal propagules from
tilage and no-tillage systems: possible effects Glomeromycota diversity.
Mycologial022): 261-268.

Schalamuk S, Cabello MN, Chidichimo H, Golik S. 201 Effects of Inoculation with
Glomus mosseae in Conventionally Tilled and NosdillSoils with Different
Levels of Nitrogen Fertilization on Wheat Growthrbscular Mycorrhizal
Colonization, and Nitrogen Nutritioommunications in Soil Science and Plant
Analysis42(5): 586-598.

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



109

Schalamuk S, Druille M, Cabello M 2013a.Hongos formadores de micorrizas
arbusculares: Influencia de las practicas agrongengobre su diversidad y
dinamica de colonizacion. In: Garcia de SalamoneMViésquez S, Penna C,
Cassan FD edsRizosfera, Biodiversidad y Agricultura SustentaBleenos

Aires: Asociacion Argentina de Microbiologi240.

Schalamuk S, Veldzquez S, Cabello M. 2013Bynamics of arbuscular mycorrhizal
fungi spore populations and their viability undentrasting tillage systems in
wheat at different phenological stag@&sological Agriculture & Horticulture
29(1): 38-45.

Schalamuk S, Velazquez S, Chidichimo H, Cabello M2006.Fungal spore diversity
of arbuscular mycorrhizal fungi associated withirsprwheat: effects of tillage.
Mycologia98(1): 16-22.

Scheiner S 2001IMANOVA: multiple response variables and multisgecinteractions.
In: Scheiner SM, Gurevitch J eddANOVA: multiple response variables and

multispecies interaction®New York: Oxford University Pres§9-115.

Schenck NC, Pérez Y. 199Manual for identification of the VA mycorrhizal fung

Gainesville, FL: Synergistic Publications.

Scheublin TR, Van Logtestijn RSP, Van Der Heijden MGA. 2007. Presence and
identity of arbuscular mycorrhizal fungi influenc@mpetitive interactions
between plant specie¥ournal of Ecolog¥p5(4): 631-638.

Schreiner RP, Bethlenfalvay GJ. 1996 Mycorrhizae, biocides, and biocontrol 3.
Effects of three different fungicides on developtaéstages of three AM fungi.
Biology and Fertility of Soil24(1): 18-26.

Schreiner RP, Bethlenfalvay GJ. 1997 Mycorrhizae, biocides, and biocontrol 3.
Effects of three different fungicides on developtaéstages of three AM fungi.
Biology and Fertility of Soil24(1): 18-26.

Semmartin M, Bella C, Salamone Is. 2010Grazing-induced changes in plant species
composition affect plant and soil properties ofsgtand mesocosmBlant and
Soil 3281-2): 471-481.

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



110

Sevilla GH, Fernandez ON, MiA+on DP, Montes L. 1996Emergence and Seedling
Survival of Lotus Tenuis in Festuca Arundinaceatitas. Journal of Range
Managemendt9(6): 509-511.

Sheng M, Hamel C, Fernandez MR. 201Zropping practices modulate the impact of
glyphosate on arbuscular mycorrhizal fungi and abphere bacteria in
agroecosystems of the semiarid prair@anadian Journal of Microbiology
58(8): 990-1001.

Shukla A, Kumar A, Jha A, Salunkhe O, Vyas D. 2012Soil moisture levels affect
mycorrhization during early stages of developmehtagroforestry plants.
Biology and Fertility of Soits1-10.

Siddiqui ZA, Akhtar MS. 2008. Synergistic effects of antagonistic fungi and anpl
growth promoting rhizobacterium, an arbuscular mngdeal fungus, or
composted cow manure on populations of Meloidoggnegnita and growth of
tomato.Biocontrol Science and Technolof®(3): 279-290.

Sieverding E. 1991. Vesicular-Arbuscular Mycorrhiza management in Toapi

AgrosystemsEschborn: Deutche Gesellschaft fur Technische@nsenarbeit.

Simard SW, Beiler KJ, Bingham MA, Deslippe JR, Philp LJ, Teste FoP. 2012.
Mycorrhizal networks: Mechanisms, ecology and mimigl Fungal Biology
Reviews26(1): 39-60.

Sjoberg J, Persson P, Martensson A, Mattsson L, Adlteya A, Alstrom S. 2004.
Occurrence of Glomeromycota spores and some aranstycorrhiza fungal
species in arable fields in Swedéwxta Agriculturae Scandinavica, Section B -
Soil & Plant Scienc®&4(4): 202-212.

Smith SE, Gianinazzi-Pearson V. 1988.Physiological Interactions Between
Symbionts in Vesicular-Arbuscular Mycorrhizal Plerminnual Review of Plant
Physiology and Plant Molecular Biolo@®(1): 221-244.

Smith SE, Read DJ. 199Mycorrhizal SymbiosisSan Diego, CA.: Academic Press.
Smith SE, Read DJ. 2008Vlycorrhizal Symbiosid_.ondon: Academic Press.
Smith SE, Smith FA. 2012 Fresh perspectives on the roles of arbuscular myizal

fungi in plant nutrition and growtiMycologial04(1): 1-13.

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



111

Sgrensen SR, Schultz A, Jacobsen OS, Aamand J. 208®rption, desorption and
mineralisation of the herbicides glyphosate and MGR samples from two
Danish soil and subsurface profil&navironmental Pollutiori41(1): 184-194.

Sgrensen T. 1948A method of establishing groups of equal amplitudeplant

sociology based on similarity of species contBilogiske Skrifteb: 1-34.

Sreenivasa MN, Bagyaraj DJ. 1989.Use of pesticides for mass production of

vesicular-arbuscular mycorrhizal inoculuRlant and Soill191): 127-132.

Sternberg M, Gutman M, Perevolotsky A, Ungar ED, Kgel J. 2000.Vegetation
response to grazing management in a Mediterranedrateous community: a
functional group approactournal of Applied Ecolog$7(2): 224-237.

Strange-Hansen R, Holm PE, Jacobsen OS, Jacobsen .C3004. Sorption,
mineralization and mobility of N-(phosphonomethyyiane (glyphosate) in five

different types of gravePest Management Scieng@6): 570-578.

Taboada MA, Rubio G, Chaneton EJ. 2011.Grazing Impacts on Soil Physical,
Chemical, and Ecological Properties in Forage Rrtdo Systems.Soill
Management: Building a Stable Base for Agriculture

acsesspublicasoilmanagementb): 301-320.

Tawaraya K. 2003. Arbuscular mycorrhizal dependency of differentrplapecies and
cultivars.Soil Science and Plant Nutritigt)(5): 655-668.

Tilman D, Downing JA. 1994. Biodiversity and stability in grassland&lature
367(6461): 363-365.

Tilman D, Reich PB, Knops JMH. 2006.Biodiversity and ecosystem stability in a
decade-long grassland experimeNeture441(7093): 629-632.

Tilman D, Wedin D, Knops J. 1996.Productivity and sustainability influenced by
biodiversity in grassland ecosystemisture3796567): 718-720.

Tommerup IC. 1984. Persistence of infectivity by germinated sporesvesicular-
arbuscular mycorrhizal fungi in soil.'ransactions of the British Mycological
Society82(2): 275-282.

Tommerup IC 1987. Physiology and ecology of VAM spore germinationdan

dormancy in soil. In: Sylvia DM, Hung LL, Graham #ds.Mycorrhizae in the

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



112

Next Decade, Practical Applications and Researcliomies. Unhersity of
Florida, Gainesville.: Institute of Food and Agticual Sciences.

Trent JD, Wallace LL, Svejcar TJ, Christiansen S. 988. Effect of grazing on
growth,carbohydrate pools, and mycorrhizae in winteeat.Canadian Journal
of Plant Sciencé8(1): 115-120.

Treseder KK. 2004.A meta-analysis of mycorrhizal responses to némghosphorus,
and atmospheric CO2 in field studidew Phytologisi64(2): 347-355.

Troeh ZI, Loynachan TE. 2003. Endomycorrhizal Fungal Survival in Continuous
Corn, Soybean, and Fallowgron. J.951): 224-230.

Udaiyan K, Karthikeyan A, Muthukumar T. 1996. Influence of edaphic and climatic
factors on dynamics of root colonization and spdensity of vesicular-
arbuscular mycorrhizal fungi in Acacia farnesianalldVv and A. planifrons
W.et.A. Trees11(2): 65-71.

Urcelay C, R. B. 2007.Colonizacién micorricica en distintos tipos funates de

plantas herbaceas del centro de Argentitalogia Australl7: 179-188.

van der Heijden MGA, Boller T, Wiemken A, Sanders R. 1998a. Different
arbuscular mycorrhizal fungal species are potentiaterminants of plant
community structureEcology79(6): 2082-2091.

van der Heijden MGA, Klironomos JN, Ursic M, Moutoglis P, Streitwolf-Engel R,
Boller T, Wiemken A, Sanders IR. 1998b.Mycorrhizal fungal diversity
determines plant biodiversity, ecosystem variapihd productivity.Nature
396(6706): 69-72.

Varma A, Hock B, Khan AG, Belik M 1995. Occurence and Ecological Significance
of Mycorrhizal Symbiosis in Aquatic Plantddycorrhiza Springer Berlin
Heidelberg627-666.

Veiga F, Zapata JM, Fernandez Marcos ML, Alvarez E.2001. Dynamics of
glyphosate and aminomethylphosphonic acid in astoseil in Galicia, north-
west SpainScience of The Total Environme@ml(1a4€“3): 135-144.

Venuto BC, Burson BL, Hussey MA, Redfearn DD, WyattWE, Brown LP. 2003.
Forage Yield, Nutritive Value, and Grazing Tolerarmf Dallisgrass Biotypes

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



113

Approved for publication by the Director of the lisiana Agric. Exp. Stn. as
manuscript no. 02-88-003&€rop Sci.43(1): 295-301.

Vereecken H. 2005Mobility and leaching of glyphosate: a revieRest Management
Scienceb1(12): 1139-1151.

Vervoorst FB. 1967.Las comunidades vegetales de la Depresién del Salbd
Vegetacion de la Republica Argentina, Serie Fitggéfica N° 7 Buenos Aires:
INTA.

Vignolio OR, Cambareri GS, Maceira NO. 2013. Lotus tenuis (Fabaceae).
Productividad y manejo agronémid@evista Argentina de Produccién Animal
30: En prensa.

Walker C, Mize CW, McNabb Jr HS. 1982.Populations of endogonaceous fungi at
two locations in central low&anadian Journal of Botan§((12): 2518-2529.

Wallace LL. 1981. Growth, morphology and gas exchange of mycorrhizad
nonmycorrhizalPanicum coloratumL., a C4 grass species, under different

clipping and fertilization regime®ecologiad(2): 272-278.

Warner NJ, Allen MF, MacMahon JA. 1987.Dispersal agents of vesicular-arbuscular

mycorrhizal fungi in a disturbed arid ecosystéycologia79: 721-730.

Weber JB 1994. Properties and behavior of pesticides in soil. Hluneycutt RC,
Schabacker DJ edd#Mechanisms of pesticide movement into ground water
London: Lewis15-41.

Westover KM, Kennedy AC, Kelly SE. 1997.Patterns of rhizosphere microbial
community structure associated with cooccurringnplapecies.Journal of
Ecology85: 863—-873.

Wilson GWT, Hartnett DC. 1998. Interspecific variation in plant responses to
mycorrhizal colonization in tallgrass prairidmerican Journal of Botany
85(12): 1732-1738.

Williams PG, Roser DJ, Seppelt RD. 1994Mycorrhizas of hepatics in continental
Antarctica.Mycological ResearcB8(1): 34-36.

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



114

Wu B, Hogetsu T, Isobe K, Ishii R. 2007.Community structure of arbuscular
mycorrhizal fungi in a primary successional volcadesert on the southeast
slope of Mount FujiMycorrhizal7(6): 495-506.

Tesis Doctoral — BIBLIOGRAFIA
Ing. Agr. Druille Magdalena



ANEXO

115



116

Eleccion de la dosis subletal de glifosato para lagantas

Para poder evaluar los efectos indirectos de liaaamn de glifosato sobre los
hongos micorricicos arbusculares (HMA), es necesque la planta hospedante se
encuentre viva al momento de tomar las muestrasai®es y medir colonizacion
radical. Esto se debe a que como se mencioné@apdiulo 1, los HMA son simbiontes
obligados, necesitando del C provisto por la pldndspedante para poder mantener y
generar estructuras fangicas (Smith & Read, 20@8).lo tanto, se realiz6 un ensayo
preliminar con el objetivo de encontrar una dosigytifosato que genere estrés en las

plantas tratadas pero que no sea mortal.

Para lograr ese objetivo, se utilizaron siete sldsi glifosato: 0, 0,4; 0,8; 1,2;
1,6; 2 y 2,4 L.ha (equivalentes a 0, 200, 400, 600, 800, 1000 y 1P@@ principio
activo.hd, respectivamente). Como planta objetivo se utiizaplantas de_olium
multifiorum, de 45 dias de edad. El herbicida fue aplicadazatiliio una pulverizadora
estacionaria con una boquilla de abanico planotgB#ti 110SF04), que entrega un
volumen de 120 |.hha una velocidad de 4,6 Kmthy una presién de 3 bar. Como
indicador del grado de estrés generado en lasaglaseg realizaron mediciones de
clorofila 15 dias post-aplicacion del herbicidaijlizando un medidor de clorofila
(SPAD-502, Minolta). Cada tratamiento tuvo cincpaticiones, y de cada repeticién se

realizaron 10 lecturas, cinco de cada lado derneadera central.

Como se observa en la Figura 6.1, la aplicacidreigeuna reduccion del 7, 41 y
69% en el contenido de clorofila en plantas tratadan 0,4; 0,8 y 1,2 |LHa
respectivamente. Cuando se aplicaron dosis malaggsantas no presentaron biomasa
viva al momento de la aplicacion. A partir de estesultados, se decidié utilizar la

dosis de 0,8 |.hapara evaluar los efectos indirectos del glifosatore los HMA.
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Figura 6.1. Contenido de clorofila en plantas L. multiflorum15 dias po-aplicacién de
glifosato a0, 0,4; 0,8; 1,2; 1,6; 2 y 2l.ha’. Se presentan los valores de cada repeticior

promedio.
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Figura 6.2. Precipitaciones registradas en el EstablecimieBtm“Rafae durante las semanas

previas y posteriores a la aplicacion de glifc.
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