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Utilizacion de la hidrofita Ludwigia peploides
para biomonitoreo del herbicida glifosato en
ecosistemas acuaticos. Estudio en una
cuenca del sudeste bonaerense

Débora Jesabel Pérez, Elena Okada, Mirta Lujan Menone,
Virginia Carolina Aparicio, José Luis Costa

RESUMEN

Ludwigia peploides (H.B.K.) o “falsa verdolaga” (Fam. Onagracea) es
una hidrofita perenne nativa de Sudamérica. L. peploides se encuentra
ampliamente distribuida en arroyos del sudeste bonaerense, lo cual permite el
estudio de esta especie como biomonitor de contaminantes de origen agricola.
Este trabajo tuvo como objetivos, 1) establecer y validar una metodologia de
extraccidon y cuantificacion de glifosato en L. peploides, 2) determinar el rol de
esta especie como biomonitora de glifosato en la cuenca agricola-ganadera del
arroyo “El Crespo”. En el mes de marzo de 2016 se recolectaron especimenes
de L. peploides en ocho sitios de muestreo del arroyo. En forma simultanea se
colectaron muestras de agua superficial y sedimento. Las muestras vegetales
se secaron (60°C), molieron y tamizaron utilizando una malla de 50 pm. Para
la extraccion de glifosato se pesaron 0,5 gr de tejido vegetal, fortificado con
estandar interno de glifosato y luego se agreg6é agua ultrapura. El extracto
vegetal obtenido se traté con carbén activado para disminuir el efecto matriz.
Para las muestras de agua y sedimentos se utilizd un método de extraccion
alcalino. Luego de la extraccion todas las muestras fueron derivatizadas con 9-
cloroformiato de fluorenilmetilo. La deteccién y cuantificacion se realizo
mediante cromatografia liquida acoplada a espectrofotometria de masas. Los
limites de deteccién y cuantificacion en tejido vegetal fueron 4 y 12 pg Kg™,
respectivamente. La recuperacion del método fue del 117% (x 20%). La
frecuencia de deteccion de glifosato en las muestras de L. peploides fue de

93%. Los niveles variaron entre 16 — 108 pg Kg™, encontrandose la mayor
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concentracion en sitios localizados aguas arriba del arroyo. En el sitio de mayor
acumulacion de glifosato en L. peploides, se registré la concentracion mas alta
en el agua superficial. Sin embargo, no se encontré6 una relacién entre la
concentracion en los sedimentos y la acumulacion de glifosato en las hidrdfitas.
El habito de crecimiento perenne y las caracteristicas anatémicas de la
especie, como la ausencia de cuticula, epidermis delgada y hojas
anfistomaticas, podrian favorecer el ingreso de glifosato, asi como también de

otros plaguicidas hidrofilicos de uso corriente.

Palabras claves: hidréfita, glifosato, bioacumulacién, cuenca agricola-

ganadera

Glifosato en el ambiente

De todos los contaminantes presentes en el medio ambiente, los
plaguicidas son los mas ampliamente criticados debido a su aplicacién masiva
y directa en los sistemas naturales. La aplicacion de plaguicidas en los
ambientes bajo cultivo a veces resulta en la introduccion de forma directa o
indirecta de las areas adyacentes. Este hecho crea preocupaciéon ya que tanto
las poblaciones humanas y naturales resultan expuestas a los agroquimicos
(Connell, 2005). En la Argentina, la actividad agropecuaria se encuentra
fuertemente ligada a la disponibilidad de agua, lo cual resulta en una relacién
directa de la localizacién de los campos cultivados con ecosistemas acuaticos
superficiales y/6 subterraneos. La aplicacion de agroquimicos en toda la
extension de los campos, puede causar una introduccién directa en el suelo
(endodrift), en los cursos de agua superficiales por deriva (exodrift) (Himel,
1974), y luego también pueden incorporarse por eventos de escorrentia
superficial y lixiviacion principalmente (Figura 1).

En las ultimas décadas, el uso de plaguicidas organicos caracterizados
por su alta persistencia ambiental y lipofilicidad provoc6é un amplio rango de
efectos negativos sobre los ecosistemas debido a su capacidad de

bioconcentrarse y bioacumularse en los organismos. Por esta razon,
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actualmente se utilizan plaguicidas menos persistentes y mas solubles en
agua, es decir mas hidrofilicos, disminuyendo asi la capacidad de acumularse
en los organismos (Alvarez et al., 2008).

El glifosato, es un herbicida post-emergente no selectivo usado a nivel
mundial para el control de diversas gramineas, malezas de hoja ancha y
hierbas acuaticas (Zhang et al., 2011). Basados en las propiedades fisico-
quimicas del glifosato, como su alta afinidad a las particulas del suelo, resulta
esperable que este herbicida tengo baja movilidad en el suelo (Okada et al.,
2016). Sin embargo, la alta polaridad y solubilidad en agua (Log Kow = -3,57 a
20°C) pueden explicar su presencia frecuente en los cuerpos de agua

superficiales.

Aplicacion
de Glifosato

Lixiviacion

Figura 1: Dispersion ambiental del herbicida glifosato.
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Segun los informes de la Camara de Sanidad Agropecuaria y
Fertilizantes (CASAFE) del total de agroquimicos vendidos, el glifosato
representa aproximadamente el 65% de las ventas, convirtiétndose de esta
manera en el agroquimico mas vendido y mas utilizado en la actividad agricola
en nuestro pais (CASAFE, 2012). Los formulados comerciales que contienen
un 54% de ingrediente activo son los mas utilizados actualmente. El glifosato
puede aplicarse hasta tres veces sobre los cultivos transgénicos, como la soja,
trigo y algodon. La primera aplicacion se realiza para preparar el suelo para el
cultivo en siembra directa, el llamado barbecho quimico; la segunda aplicacion
se realiza previa a la siembra y la tercera aplicacién durante el crecimiento del
cultivo. En este sentido, las tasas de aplicaciones anuales de glifosato pueden

variar desde 5 hasta 13 L/Ha dependiendo el tipo de cultivo.

El uso indiscriminado de este herbicida dentro de los agroecosistemas,
ya sea por las altas dosis aplicadas y las reiteradas aplicaciones a lo largo de
un afio, es la principal razén por la cual el glifosato y su metabolito el acido
aminometilfosfonico (AMPA) son los residuos de plaguicidas mas detectados
en los ecosistemas acuaticos (Pérez et al., 2016). Las concentraciones en
ecosistemas superficiales de la Pampa Austral pueden oscilar entre 1 pg L™ a
10 pg L™ en aguas superficiales y desde 10-200 ug Kg™t en sedimentos de
fondo (Aparicio et al., 2013; Ronco et al., 2016; Pérez et al., 2016).

El glifosato puede inducir efectos adversos en la biota acuéatica no
blanco (Myers et al.,, 2016), sumado a esto, en el afio 2015 la Agencia
Internacional de Investigaciones en Cancer clasificO a este herbicida como
probable carcinogénico en humanos (Grupo 2A) (Guyton et al., 2015). En este
sentido, la presencia en los distintos compartimientos ambientales debe ser
considera un topico de estudio relevante necesario para implementar acciones

gue reduzcan sus posibles impactos ambientales.

Funciones ecosistémicas que brindan las hidroéfitas

Las hidrofitas o macrofitas acuaticas son un importante componente del

sistema béntico de produccion primaria, proporcionando oxigeno fotosintético,
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interviniendo en el ciclado de nutrientes y en la estabilizacion de los
sedimentos, proporcionando hébitats y refugios a invertebrados y peces
(Freemark y Boutin, 1994; Arts et al., 2010). También, proveen hébitats para
polinizadores e insectos benéficos que actian como controladores de plagas

en los campos de cultivos adyacentes a ecosistemas acuaticos (Figura 2).

Como ya se menciond, existe una vinculacion frecuente y estrecha entre
los cuerpos de agua superficiales y las tierras cultivadas, y en esta relacion las
hidrofitas juegan un rol central en la acumulacion de plaguicidas. Existen
diversos estudios que demuestran la capacidad de las hidrofitas flotantes,
sumergidas o emergentes de acumular agroquimicos y de esta manera ser
excelentes bioindicadores in situ de la calidad del agua superficial (Lewis, 1995;
Carvahlo et al., 2007; Turgut, 2005; Pérez et al., 2013, Gonzalez et al., 2013).

Sin embargo, las hidrofitas pueden estar sometidas a un riesgo
ecotoxicolégico importante debido al impacto de los herbicidas, que siendo
aplicados en los campos de cultivo, llegan a los cuerpos de agua. Para obtener
datos precisos de la magnitud de la acumulacién de plaguicidas en sus tejidos,
se utilizan diferentes factores que indican la razén entre la cantidad de un
compuesto en los tejidos y la concentracion en el agua circundante, Factor de
Bioconcentracion (FBC) (ecuacidén 1) o en el sedimento donde la planta esté

arraigada, Factor de Acumulacién Biota-Sedimento (FABS) (ecuacion 2).

[Concentracion del compuesto en los tejidos]

Ecuacion 1 FBC =

[Concentracién del compuesto en el agua]

[Concentracién del compuesto en los tejidos]

Ecuacion 2 FABS =

[Concentraciéon del compuesto en los sedimentos]
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Figura 2: Funciones ecosistémicas que brindan las hidrofitas.

Algas, helechos y plantas vasculares acudticas en estudios de contaminacién ambiental y
ecotoxicologia |89



Descripcion y ciclo de crecimiento de Ludwigia peploides

El género Ludwigia (H.B.K.) (Fam. Onagraceae) es un género extenso y
ampliamente distribuido en el mundo, contiene alrededor de 82 especies
divididas en 23 secciones. El género exhibe un patrén biogeografico complejo,
con 10 secciones endémicas del Sur-Centro de América, tres de Norteamérica,
cuatro de Africa, tres en Asia, dos en los Paleotropicos, y dos son cosmopolitas
(Hock et al.,, 2011). La poliploidia esta muy representada, con numero
cromosOmicos gaméticos que van desde n = 8 a n = 64 (Hock et al., 2011;
Menone et al., 2015).

La mayoria de las especies crecen en climas templados a subtropicales
humedos y tienen mucho vigor para crecer en ambientes acuaticos.
Actualmente, el género se ha convertido en foco de estudio debido a la
expansion de especies invasoras en paises de Europa (Dandelot et al., 2005;
Bou Manobens y Font Garcia, 2016), asi como también en estados del sur de
Estados Unidos (Wood 2006). Fuertes evidencias moleculares y morfolégicas
ubicarian al género Ludwigia como una Familia hermana del resto de las

Onagraceae (Hock et al., 2011).

En Argentina el género esta representado por 11 especies. Ludwigia
peploides (H.B.K.) o “falsa verdolaga” es una especie nativa distribuida en los
humedales naturales del sudeste de la provincia de Buenos Aires, y con una
amplia distribucion en las Américas, creciendo desde Estados Unidos y México
hasta América del Sur (Lahitte y Hurell, 1997). Es una hidrdfita flotante perenne
gue se desarrolla mediante crecimiento vegetativo durante los meses de otofio
e invierno. Su crecimiento esta caracterizado por tallos tendidos flotantes
(rizomas) con hojas oblongas, raices arraigadas Yy flotantes que crecen en los
nudos. Antes de la floracion, aparecen tallos ascendentes con hojas
lanceoladas y en primavera - verano, se presentan las ramas floriferas
ascendentes de hasta 60 cm con flores axilares amarillas (Lahitte y Hurell,
1997) (Figura 3).

Los ambientes pampasicos donde habita L. peploides son regiones de
intensa actividad agricola, por lo que la llegada de agroquimicos a los cuerpos
de agua superficiales es un factor crucial que puede determinar la dinamica
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poblacional de todo el ecosistema y en particular la bioacumulacién de
plaguicidas en las hidréfitas. Gonzalez et al., (2013) han evaluado la capacidad
de L. peploides de acumular plaguicidas organoclorados en el sudeste
bonaerense. Sin embargo, la falta de informacion acerca de la acumulacion de
plaguicidas de uso actual en hidrdfitas llevo a realizar este estudio, el cual se
focaliz6 en estudiar la capacidad de L. peploides de acumular glifosato en sus
tejidos para ser utilizada como una especie biomonitora en ecosistemas

acuaticos superficiales.

Crecimiento vegetativo durante invierno y otoio

Tallos tendidos flotantes (rizomas) con hojas oblongas,
raices arraigadas y flotantes que crecen en los nudos

Floracion en primaveray verano Tallos ascendentes con

hojas lanceoladas

Ramas floriferas ascendentes de hasta 60 cm con flores axilares amarillas

Figura 3: Ciclo de crecimiento anual de Ludwigia peploides. Fuente: A-B Pérez

DJ.; C-E: http://www.discoverlife.org/mp/20q?search=Ludwigia+peploides
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Area de estudio y sitios de muestreo

El arroyo El Crespo es un arroyo de tercer orden, localizado al sudeste
de la Provincia de Buenos Aires, en el Partido de Balcarce (Figura 3), con una
cuenca que tiene una superficie de 490 km?. El sentido de direccién del flujo de
agua es de Sur a Norte, recorriendo una distancia de 65 km. Esta cuenca se
caracteriza por estar influenciada solamente por actividades agropecuarias, sin
intervencion de actividades urbanas o industriales, convirtiendose en un sitio
optimo de estudio de procesos de contaminacion por plaguicidas de uso

agricola.

Las nacientes del arroyo estan localizadas en el Sistema de Tandilia con
un sistema de drenaje continuo debido al aporte de agua subterrdnea. En esta
zona de cuenca alta los suelos son Argiudoles Tipicos aptos para el desarrollo
de la agricultura. La desembocadura se encuentra en el extremo norte,
localizado dentro de la planicie de inundacion, caracterizado por suelos
Natracuoles Tipicos cubiertos de pastizales naturales, aptos para la ganaderia,

los cuales no presentan historial de aplicacion de plaguicidas.

Los principales cultivos desarrollados en la zona durante la campafa
2014-2015 fueron soya, girasol, maiz, trigo, cebada, papa, sorgo, los cuales
cubrieron una superficie de 45,48%, 17,51%, 9,96%, 15,12%, 6,33%, 2,32%,
1,89%, respectivamente, segun las estimaciones del Ministerio de Agroindustria

(SIIA, 2016) y las encuestas realizadas a los productores de la zona.

Para la realizacibn de este trabajo, se determinaron ocho sitios de
muestreo dentro del arroyo desde las nacientes hasta la desembocadura, y las
muestras fueron tomadas en Marzo de 2016. Los sitios de muestreo fueron
enumerados desde Sitio 1 (nacientes) hasta Sitio 8 (desembocadura) (Figura
4).
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Figura 4: Delimitaciéon de la cuenca del arroyo El Crespo y localizacion de los sitios de muestreo (Balcarce, Provincia de

Buenos Aires, Argentina).
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Recoleccion y procesado de las muestras

Se colectaron 3 especimenes jovenes de L. peploides en cada sitio.
Estos se mantuvieron en bolsas llenas de agua del arroyo para el traslado al
laboratorio. Luego, se los enjuagé tres veces con agua de la canilla, para retirar
el material particulado y los posibles residuos de glifosato adheridos a las
hojas. Se diseccionaron las hojas y se colocaron en bolsas de papel y se
secaron a una temperatura constante de 60°C durante siete dias.

Posteriormente, se molieron y tamizaron con tamiz de 0,5 mm de malla.

En los mismos sitios se colectaron muestras de agua superficial y
sedimentos del arroyo, las cuales fueron procesadas y analizadas para
determinar la presencia y niveles de glifosato y AMPA, siguiendo la

metodologia de Aparicio et al., (2013).

Puesta a punto de la técnica de extraccion de glifosato en

Ludwigia peploides

Existen diferentes protocolos de extraccion de glifosato en tejidos
vegetales (Koskinen et al., 2016). Debido a la diversidad en composicion de los
distintos tejidos vegetales en relacion a los pigmentos fotosintéticos, el
contenido proteico vy lipidico, no hay una metodologia estandarizada para la
extraccidon del herbicida. Por esta razén, es necesario determinar un protocolo

Optimo para ser utilizado en cada modelo vegetal.

Para ello se utilizaron diferentes soluciones para la extraccién de
glifosato en hojas. Para todos se utilizaron submuestras de 0,5 gr de tejido
seco, las cuales fueron fortificadas con una solucién stock de 1 pg mL™ de [1,2-
13¢,*N]-glifosato (GLI*) (Figura 5). En cada uno de los métodos de extraccién
se prepararon muestras controles, que consistieron en muestras de tejido de
hoja que fueron tratadas de la misma forma que las muestras de los diferentes
métodos, donde la alicuota de GLI* fue adicionada al extracto final de la
muestra. Mediante estos controles se evalla el efecto producido por la matriz

vegetal y la recuperacion del meétodo de extraccion. Para cada juego de
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muestras analizadas se prepar6 una curva estandar con seis concentraciones
(0,5; 1; 10; 20; 50 y 100 pg L™) y con una cantidad de GLI* equivalente a la
concentracion final en las muestras analizadas. Luego del paso de extraccion
las muestras, muestras controles y las curvas estandar fueron derivatizadas
con 2 mL de una solucién de 1 mg mL™ of 9-fluorenil-metil-cloroformiato

(FMOC-CI) en acetonitrilo por 12 hs en oscuridad.

Posteriormente, todas las muestras fueron agitadas con 5 mL de
diclorometano durante 3 min y centrifugadas a 3000 rpm. La fase hidrofilica fue
filtrada a través de una malla de nylon de 0,22 ym vy fue colocada en un vial de
1 mL de capacidad para la determinacion de glifosato mediante UHPLC-
MS/MS.

El LD para glifosato y AMPA en tejido foliar fue definido como la minima
concentracion a la cual el analito difiere del ruido y se obtuvo con la
concentracion mas baja a la cual la relacion sefal/ruido fue 3. ElI LC se
consider6é como la minima concentracién validada por el método usando las
muestras controles fortificadas con recuperaciones entre 70% y 120% y una
precision medida a través del desvio estandar relativo (DER) menor a < 20
(Ibafez et al., 2005).

Los resultados obtenidos de los distintos métodos de extraccion se
muestran en la Tabla 1. El método 1, basado en una extraccion alcalina, tuvo
una tasa de recuperacion baja < 20 % y un efecto matriz de interferencia alta
(70%). En el método 2, basado en una extraccion en fase acuosa, se obtuvo
una reduccion de la interferencia de la matriz del 50%, sin embargo la
recuperacion del GLI* en las muestras controles fue similar al método 1. La
extraccion en fase acuosa resulté mas satisfactoria cuando los extractos fueron
tratados con un solvente organico, en este caso hexano (método 3); sin
embargo la interferencia de la matriz fue alta. El método 4A, basado en una
extraccion acuosa y un paso de limpieza del extracto con 0,01 g mL™ de carbén
activado vegetal resulté ser el 6ptimo. En este método se obtuvo una precision
alta en la cuantificacion del glifosato (DER < 20%) y una recuperacion

altamente satisfactoria en las muestras controles de 110 + 23 %.
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Método 1 Tratamiento
Buffer alcalino GLI* control
(estandar interno)
Método 2
Agua destilada e e
Reposar 30 min a temperatura ambiente 2>
Meétodo 3 m 5
Aguadestilada =— Solucién de Extraccién 8 )
+ hexano (solvente organico) o ;
o
Wy, m QO
Método 4A Agitacion =
Agua destilada + 0,01 g mL! . l . 3 O
p . . Sonicacion > m
carbdn activadoa la matriz Q
. - o
Método 4B Centrifugacion ! >
Agua destilada + 0,02 g mL! "
5 X . & . Rescatar sobrenadante (matriz) €———— Gl
carbon activadoa la matriz
—- Derivatizacion con FMOC-CI
Deteccidny Cuantificacion mediante UHPLC-MS/MS
Curva estandar de GLI + AMPA + GLI*: 0,5, 1, 10, 50, 100 pg L? EFECTO MATRIZ

Figura 5: Procedimiento de extraccion de glifosato y su metabolito acido metil-fosfonico (AMPA) en hojas de Ludwigia
peploides. GLI: glifosato. Fmoc-Cl: 9-cloroformiato de fluorenilmetilo. Gli*: [1 ,2-13C,15N]-glifosato.
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Estos resultados estan en concordancia con otros estudios en los cuales
se han desarrollado métodos de extraccion para plantas terrestres, basados en
extracciones en fase acuosa (Hernandez et al., 2000; Goscinny et al., 2012). El
principal problema de la extraccion realizada en fase acuosa es la presencia de
otros compuestos solubles en agua presentes en el tejido vegetal que podrian
interferir en el analisis. Para reducir esta interferencia desde la matriz es
necesario implementar un paso de limpieza de la misma para eliminar estas
moléculas solubles. Por ejemplo, para tejidos vegetales con alto contenido de
proteinas y/o lipidos, una limpieza con un solvente organico resulta efectivo
(Goscinny et al., 2012); para un tejido rico en clorofilas es conveniente utilizar
algun tipo de sorbente, como por ejemplo el carbdén activado vegetal, debido a
la alta afinidad de ambas moléculas (Agilent, 2016). En hojas de Ludwigia
peploides, la limpieza del extracto con 0,01 g mL™ resultd efectiva. Una
concentracion mayor de carbdn activado resultdé en un incremento en el efecto
matriz, debido posiblemente a que el carbon activado podria secuestrar
moléculas de glifosato. En base a estos resultados, el método 4A fue el
utilizado para los analisis posteriores de las muestras ambientales de L.
peploides.

Los LD y LC de glifosato y AMPA en hojas de L. peploides fueron
establecidos en 4 pg Kg* y 12 pg Kg™ de peso seco.

Tabla 1: Recuperacion del glifosato y efecto matriz para los diferentes métodos
de extraccion en hojas de Ludwigia peploides.

Método de Extraccion Recuperacion (%) Efecto Matriz (%)
1 <20 70
<20 50
3 40 50
4A 117+ 20 20
4B 110 £ 23 40
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Biomonitoreo de glifosato utilizando Ludwigia peploides

En la campafa de cultivo que abarcoé el periodo 2014-2015, la superficie
sembrada con organismos transgénicos dentro de la cuenca del arroyo El
Crespo se estimé en 147 Km? (SIIA, 2016). En relacién a esto, el plaguicida
mas detectado en agua superficial y sedimentos durante este periodo de
siembra fue el glifosato y su metabolito AMPA (Pérez et al., 2016).

En el presente estudio, el glifosato y el AMPA fueron detectados en el
75% y el 100% de las muestras de agua superficial y sedimentos. Las
concentraciones de glifosato en agua superficial oscilaron entre 0 — 1,7 ug L™ y
las de AMPA entre 0 — 0,1 pg L™, mientras que en los sedimentos los niveles
variaron entre 3,0 — 10,5 ug Kg* y 3,5 — 93,5 pg Kg*, para glifosato y AMPA,
respectivamente. La frecuencia de deteccion de glifosato en hojas de L.
peploides fue de 94,1 %, mientras que no se detectaron residuos de AMPA en
este tejido. Los niveles de glifosato en el tejido foliar variaron entre 4,0 y 108,0

ng Kg* de peso seco (Figura 6).

El herbicida glifosato se detectd en todos los sitios donde se colectd L.
peploides, incluyendo el S8 que no posee historial de aplicacion de
agroquimicos. Los niveles de glifosato en las hojas no mostraron un patrén
definido en relacion con los usos del suelo en la cuenca. En el sitio S8, donde
no se usan agroquimicos, los niveles fueron similares a los detectados en sitios
de muestreo adyacentes a campos agricolas; sugiriendo que las moléculas del
herbicida pueden sufrir escurrimiento superficial transportadas por el agua o
por la deposicion de sedimentos llegando finalmente aguas abajo y
acumulandose en la biota. En el sitio S5 se detectaron los mayores niveles de
glifosato, alcanzando en las hojas valores de 100,0 + 11,3 pg Kg™ y en agua
superficial de 1,7 pg L™ (Figura 6). En el resto de los sitios de muestro la
acumulacion de glifosato pudo ocurrir por diferentes vias de entrada del
herbicida a los tejidos de L. peploides. En los sitios S1 y S2 donde el glifosato
no fue detectado en el agua superficial circundante, los procesos de ingreso
como la deposicion de moléculas en las hojas flotantes o el ingreso desde los
sedimentos hacia las raices arraigadas pudo contribuir de forma sustancial.
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Figura 6: Niveles de glifosato y acido aminometil-fosfonico (AMPA) en
Ludwigia peploides, agua superficial y sedimentos.

Al momento de la recoleccién, las plantas no presentaban
manifestaciones de contacto con el herbicida a nivel macroscopico (ausencia
de sintomas de clorosis o blanqueamiento de las hojas). Este hecho es
importante porque la presencia de residuos de glifosato podria inducir efectos
subletales a nivel suborganismo, como se han demostrado en otras especies
(Boutin et al., 2014) o también podria generar efectos de tipo hormético, como
es el incremento en la biomasa que ha sido estudiado en especies terrestres

(Cedergreen et al., 2007; Cedergreen, 2008).

En el presente estudio, hemos evaluado la magnitud de los procesos de
bioconcentracion y bioacumulacion de glifosato y AMPA en los tejidos de L.

peploides a través de los célculos de FBC y FABS. Ambos parametros fueron
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muy variables entre los individuos de distintos sitios respecto a el compuesto
parental. Mientras que para el metabolito, no se pudieron calcular debido a la
ausencia de AMPA en las hojas. En los sitios S1 y S2 donde no se detecto
glifosato en agua superficial, no fue posible calcular los FBC. En los sitios
restantes donde se calcularon los FBC, se observé que estos fueron muy
superiores a los FABS, para cada sitio (Tabla 2), indicando que la
biodisponibilidad del glifosato esta dada mayoritariamente por las moléculas

disueltas en el agua superficial mas que por las presentes en los sedimentos.

Tabla 2: Factores de bioconcentraciéon (FBC) y de acumulacién biota-
sedimento (FABS) de glifosato en Ludwigia peploides.

Sitio de muestreo FBC (Lg% FABS?
S1 n.c. 25%20,8
S2 n.c. 54+0,5
S3 220,0 £ 60 4.4 +17
S4 120,0 £ 80 2221
S5 58,8 4,7 33,3+ 3,8
S6 20,0+ 20 0,2+0,3
S7 37,1+£8,5 8728
S8 68,0+£4,0 6,8+0,6

& Sin unidades: n.c.: no calculado

El ingreso de glifosato en L. peploides podria ocurrir a través de las
hojas flotantes o a través de las raices flotantes sumergidas. En el primer caso,
el ingreso por las hojas puede ocurrir por la difusion de agua principalmente
teniendo en cuenta que el glifosato es una molécula altamente hidrofilica. La
anatomia de las hojas puede contribuir al ingreso foliar del glifosato debido a
que estds se caracterizan por la ausencia de cuticula y la presencia de
estomas en ambas caras de las hojas, hojas anfistomaticas (Bedoya y
Madrifian, 2014), que incrementan la superficie de intercambio con el agua
(Figura 7).

Por otro lado, la presencia de pneumatéforos en las raices flotantes
sumergidas (Figura 7) también podria facilitar el ingreso del herbicida a la
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planta, debido a que los mismos estan involucrados en el intercambio de
sustancias e iones disueltos en agua (Ellmore, 1981; Bedoya y Madrifian,
2014). Los FABSs bajos obtenidos para el glifosato en L. peploides podrian ser
explicados por la fuerte absorcién de las moléculas a la fraccion de materia
organica de los sedimentos (datos no presentados). En este sentido, la
biodisponibilidad del glifosato desde los sedimentos a las raices arraigadas al

sedimento seria baja.

Hojas Anfistomaticas Dimorfismo radicular
Estomas en ambas caras Raices adventicias con geotropismo +
Pneumatoforos: con geotropismo -

Cara superior (200x) Phaiimatifsres

Cara mfenor (400x) | 6:;‘

.

Figura 7: Caracteristicas anatémicas de las hojas y raices de Ludwigia
peploides. Microfotografias tomadas por la autora. Flecha: células oclusivas.
Diagrama del cuerpo vegetal modificado de Cumana Campo (2010).
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Hasta el momento, la degradacion metabolica del glifosato en las plantas
esta descripta por diversos mecanismos (Duke y Powles, 2008). Gonzélez-
Torralva et al., (2012) compararon el metabolismo en dos biotipos de Conyza
canadensis, uno resistente y uno no susceptible. Los autores encontraron que
en el primero, se produce la desapariciéon completa de glifosato por conversion
a glioxilato, sarcosina y AMPA dentro de las primeras 96 h después del
tratamiento. Sin embargo, en el biotipo susceptible, solamente se encontrd
glioxilato. Otros estudios han descripto la deteccion de residuos de AMPA en
plantas tolerantes a glifosato (Cruz- Hipolito et al., 2011; Rojano- Delgado et
al.,, 2012). Sin embargo, no hay informacion disponible acerca de la
biotranformacion de glifosato en plantas silvestres susceptibles. Por lo tanto, la
ausencia de AMPA en las hojas de L. peploides podria deberse a que ésta

hidréfita no es capaz de metabolizar el glifosato por la via del AMPA.

Reflexion final

La capacidad de L. peploides para acumular contaminantes ha sido
previamente informada para plaguicidas organoclorados, indicando junto con
nuestros resultados, de acumulacion del herbicida glifosato, la importancia de
esta especie como un organismo biomonitor para evaluar los niveles de
plaguicidas en los cuerpos de agua dulce superficiales. Asimismo, debido a su
amplia distribucion en las Américas, esta hidréfita puede ser propuesta para

programas de biomonitoreo a gran escala.
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