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ABSTRACT

Mineralization is the main mechanism of dissipation of glyphosate herbicide (N-[fosfonometil] glicina) in
soil. However, there is scarce information of mineralization process in stratum formed by crop residues in
no-tillage systems. Kinetics and rate of mineralization of herbicide in crop residues of soybean (Glycine
max L. Merr.) and corn (Zea mays L.) were investigated. To evaluate the age effect of crop residues,
samples of soybean crop residues were taken immediately after harvest (Soja 1) and four months after
harvesting (Soja 2). Maize crop residues were taken after three months of harvest (Maiz). Glyphosate
evolution and total microbial activity (AMT) were monitored by release of **C-CO, and C-CO, during
laboratory conditions under two temperatures, 15 and 28 °C. Crop residues size was evaluated using
grinding (1 mm) and cut (1 to 2 cm) crop residues. Results showed that glyphosate mineralization was
affected by incubation temperature and crop residues origin and age. Size of crop residues did not
modified mineralization of glyphosate. Average glyphosate mineralization after 56 days of incubation was
3.9 and 9.9% of the **C-glyphosate initial applied at 15 and 28 °C, respectively, whereas in maize crop
residues were 2.0 and 3.0% at 15 and 28 °C, respectively. Similar evolution was detected in AMT.
Cometabolic nature of glyphosate mineralization was corroborated. Inverse relation between the C/N ratio
and glyphosate mineralization was detected. Higher glyphosate mineralization was detected in fresh
soybean crop residues suggesting that applications on aged crop residues could be to increase persistence
of glyphosate in no-tillage systems.
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RESUMEN

La mineralizacion es el principal mecanismo de disipacion del herbicida glifosato (N-[fosfonometil]
glicina) en el suelo. Existe escasa informacion sobre el proceso de mineralizacion de glifosato en el estrato
formado por rastrojos en suelos cultivados en sistema de siembra directa. Las muestras de rastrojos de soja
(Glycine max L. Merr.) se obtuvieron inmediatamente después de la cosecha (Soja 1) y cuatro meses
después de la cosecha (Soja 2) y las de maiz (Zea mays L.) a los tres meses de su cosecha (Maiz). La
evolucion de **C-glifosato y de la actividad microbiana total (AMT) fue monitoreada por liberacion de
14C-C0o, y C-CO, en condiciones de laboratorio, a dos temperaturas, 15y 28 °C. El efecto del tamafio de
los residuos de cosecha fue evaluado en rastrojo molido (1 mm) y cortado (1 a 2 cm). A los 56 dias de
incubacion del rastrojo de soja se mineraliz6 3,9 y 9,9% del **C-glifosato inicial aplicado a 15 y 28 °C,
respectivamente, mientras que en los rastrojos de maiz la mineralizacion fue de 2,0 y 3,0%. Se confirmé la
naturaleza cometabdlica de la mineralizacion de glifosato. Se detectd una relacion inversa entre la relacion
C/N y el porcentaje de **C-CO, liberado. Sobre residuos frescos, con mayor AMT, incrementd la
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mineralizacion de glifosato. Aplicaciones de glifosato sobre rastrojos mas viejos podrian incrementar la
persistencia del herbicida en sistemas de siembra directa.

Palabras clave: glifosato, rastrojo, mineralizacion, siembra directa, actividad microbiana total.
INTRODUCCION

Glifosato (N- [fosfonometil] glicina) es un herbicida no selectivo, de amplio espectro, y actualmente es el
mas usado en Argentina (CASAFE, 2005). Este herbicida es considerado de minimo o nulo riesgo
agronodmico para los cultivos dado que es rapidamente inactivado en el suelo. Inicialmente la inactivacion
fue explicada por procesos de retencién de elevada energia (Piccolo et al., 1994; de Jonge et al., 2001), y
también se considera la degradacion por microorganismos del suelo como otra importante via de
eliminacion (Araujo et al., 2003).

La siembra directa introduce un componente extra en el analisis del comportamiento de glifosato, dado
por la presencia de residuos de cosecha sobre el suelo, donde glifosato pueden permanecer por periodos de
tiempo variables. La afinidad entre glifosato y los residuos vegetales es marcadamente inferior que en
suelos (Accinelli et al., 2005), de modo que esta etapa intermedia pasa a ser decisiva para potenciales
riesgos ambientales, tales como arrastre del herbicida por escorrentia superficial hacia cursos de agua.

La degradacion de glifosato es realizada por una poblacidon microbiana inespecifica y cometabdlica
(Accinelli et al., 2005) al igual que la degradacién de los residuos de cosecha, de modo que los mismos
factores que condicionan las transformaciones de los residuos vegetales afectan la persistencia de glifosato
acumulado sobre ellos. Entre ellos destacan la temperatura, humedad, pH (Schomberg et al., 1994; De-
Neve et al., 1996) origen, edad y tamafo del residuo vegetal (Angers y Recous, 1997; Kumar y Goh,
2000).

Los procesos de degradacion y mineralizacién de los herbicidas ocurren principalmente en la fraccién
extractable (Johnson et al., 1999). Por otra parte, los componentes solubles y estructurales de los residuos
vegetales varian en relacion al tiempo y la especie (Cordone, 1998; Morén, 2001), lo que puede modificar
la naturaleza de las interacciones con el herbicida glifosato. Aplicaciones de glifosato sobre un
determinado rastrojo en distintos momentos del barbecho encontraran un residuo vegetal con diferentes
caracteristicas en su composicion (quimica y bioquimica), y de estas caracteristicas dependera la magnitud
del proceso de degradacion de glifosato.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la mineralizacion de glifosato en rastrojos de soja y maiz en
relacién a la edad y tamafio de los residuos de cosecha incubados a dos temperaturas.

MATERIALES Y METODOS

Rastrojos

El experimento se realiz6 en el Laboratorio de Suelos del Institut National de la Recherche
Agronomique, Francia, AgroParis Tech, Unité Mixte de Recherche Environnement et Grandes
Cultures, Thiverval-Grignon, Francia (48°50° N, 1°56° W). Se trabajé con rastrojos de dos cultivos:
soja y maiz. Las muestras de rastrojos de soja se obtuvieron en dos momentos, inmediatamente (Soja 1) y
cuatro meses después de realizada la cosecha del cultivo (Soja 2). Las muestras de rastrojos de maiz
(Maiz) se tomaron a los tres meses de realizada la cosecha del cultivo. Los rastrojos se secaron a 60 °C
durante 72 h. Parte se molié a 1 mm (Molido) con una moledora de forrajes de malla regulable (5657
HAAN, Retschmiihle, Germany) y otra se cortd con tijera de 1 a 2 cm (Cortado) manteniendo la
proporcion tallo/hoja. A los residuos molidos se les determind carbono organico total (COT) por
combustion seca en mufla a 580 °C y nitrogeno total (Nt) por Kjeldahl (Cuadro 1).



Cuadro 1. Caracterizacion elemental de los rastrojos de soja y maiz. Experimento mineralizacion de
glifosato.

Table 1. Elemental characterization of soybean and maize crop residues. Glyphosate mineralization
trial.

Caracteristicas de los rastrojos Soja 1 Soja 2 Maiz
Carbono organico total, g kg™ 381 394 384
Nitrégeno total, g kg™ 7,0 5,8 3,3
Relacion carbono/nitrégeno 54:1 68:1 116:1

Soja 1: rastrojos muestreados inmediatamente después de la cosecha; Soja 2: rastrojos muestreados 4 meses después
de la cosecha.

Solucion de glifosato

Se utilizé glifosato marcado en el atomo de carbono del grupo fosfonometil (actividad especifica = 81,5
MBq mmol™, 99,2% de pureza). El **C-glifosato fue provisto por Sigma Chemicals (St. Louis, Missouri,
USA\). La concentracion final de la solucion acuosa de glifosato fue de 26,2 mg L™y 1,3 x10” Bq L™

Evolucién de *C-glifosato (**C-CO,) y carbono oxidable (C-CO,)

Tres repeticiones de cada muestra se incubaron en recipientes de vidrio de cierre hermético durante 56
diasa 15y 28 £ 1 °C, en oscuridad. A 1 g de rastrojo se le agregaron 0,5 mL de la solucién de glifosato,
ajustando la humedad al 85% p/p del material con agua Milli-Q (Millipore, Bellerica, Massachussets,
USA). El C-CO, y el **C-CO; liberados durante la incubacién se recuperaron en 5 mL de solucién de
NaOH 2 M. A los 3, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 y 56 dias se extrajo y reemplazé el NaOH. El C-CO, se
analizo por colorimetria, usando un analizador de flujo continuo (Skalar, Breda, The Netherlands) y el
14c-co, se determind por un contador de centelleo liquido (Packard Instruments, Tri-Carb 2100 TR,
Meridien, Connecticut, USA), usando 10 mL de coctel de centelleo Ultima Gold XR (Packard
Instruments).

Andlisis estadistico

Para determinar el efecto del origen de los rastrojos sobre las variables carbono oxidable (C-CO,) y *C-
glifosato mineralizado (**C-CO,), se realiz6 un analisis de varianza (ANDEVA) de cuatro factores con
interaccién entre factores. Los factores fueron: origen (dos niveles: soja y maiz), edad (dos niveles: soja 1
y soja 2), tamafio (dos niveles: molido y cortado) y temperatura (dos niveles: 15y 28 °C). Se realizaron las
pruebas de comprobacion correspondientes a los supuestos de normalidad, independencia y homogeneidad
de la varianza de los residuales, aceptando en todos los casos la hip6tesis nula.

Las diferencias entre medias se analizaron mediante la prueba de diferencia minima significativa (DMS)
(P < 0,01). Para determinar asociacion entre variables se realizé un anélisis de la correlacion entre los
pardmetros quimicos de los rastrojos, actividad microbiana total y porcentaje de *‘C-glifosato
mineralizado a los 56 dias. Los datos se analizaron con el programa estadistico InfoStat (2006).

RESULTADOS Y DISCUSION

Mineralizacion del carbono en rastrojos

La cinética del carbono oxidable como estimador de la actividad microbiana total (AMT) y la tasa de
mineralizacion se muestran en la Figura 1. La mayor AMT a los 56 dias de incubacion fue obtenida para
los rastrojos de Soja 1 y la menor para los rastrojos de maiz. Los rastrojos de Soja 2 presentaron una AMT
intermedia respecto de los rastrojos de Soja 1 y Maiz. Las diferencias en composicion elemental (Cy N) y
la relacion entre ambos elementos explicaron adecuadamente las diferencias observadas. Se determin6 que
el mayor contenido de N favorecié la AMT (r = 0,62; p < 0,00001) y lo opuesto con el contenido de
carbono (r = -0,59; p < 0,0001) y la relacién C/N (r = -0,60; p < 0,00001), corroborando el efecto
estimulante del N sobre la actividad microbiana (Jamay Nair, 1996).



Figura 1. Cinética (A) y tasa de mineralizacién (B) del carbono oxidable en rastrojos de soja y maiz.
Las incubaciones fueron realizadas a 15 y 28 °C con residuos Molidos (1 mm) y Cortados (1 a 2
cm).

Figure 1. Kinetics (A) and mineralization rates (B) of oxidable carbon in soybean and maize crop

residues. The incubations were carried out at 15 and 28 °C with Ground (1 mm) and Cut (1 to 2 cm)

residues.
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El porcentaje de carbono oxidable (C-CO, mineralizado) respecto del carbono total en los tres residuos, a
los 56 dias y a 15 °C fue de 19,2 + 5%, mientras que a 28 °C fue de 22,6 + 4% (Cuadro 2), confirmando
que la temperatura en ese rango incrementa la actividad microbiana (Collins et al., 1990).

Cuadro 2. Carbono oxidable (C-CO,) y glifosato (**C-CO,) mineralizado después de 56 dias, en
relacion con el origen, edad, temperatura de incubacion y tamafio de los rastrojos.

Table 2. Oxidable carbon (C-CO,) and glyphosate (**C-CO,) (%) mineralized after 56 days
according to origin, age, temperature of incubation and size of crop residues.

Rastrojo Temperatura °C)  Tamaio Carbono oxidable  Glifosato mineralizado

(C-COy) (*'c-coy)
%
15 Molido 23,1 +0,7bcd 4,9 +0,8cd
Soja 1 Cort_ado 21,3 + 1,0def 3,7 £0,6de
28 Molido 26,1 + 0,6a 13,3+ 2,0a
Cortado 25,9 +0,9a 11,1 +2,0a
15 Molido 21,8 + 0,6¢cde 3,7 £0,5de
Soja 2 Cort_ado 19,6 + 0,8ef 3,3+ 0,6de
28 Molido 24,8 +1,3ab 8,6 +1,0b
Cortado 19,2 + 1,2f 6,5+ 1,4bc
15 Molido 9,8 +0,3h 2,2+0,4e
Maiz Cort_ado 19,6 + 2,0ef 1,9 +0,6e
28 Molido 15,3 £ 0,69 3,2 £ 0,4de
Cortado 24,1 + 1,8abc 3,0 £ 0,6de

Letras diferentes indican diferencias estadisticas segin prueba de diferencia minima significativa (DMS) (P < 0,01).
Soja 1: rastrojos muestreados inmediatamente después de la cosecha; Soja 2: rastrojos muestreados 4 meses después
de la cosecha.

La mineralizacién del carbono oxidable en el rastrojo de Soja 2 fue significativamente mayor (P < 0,01)
en el rastrojo molido con respecto al cortado, cuando el material se incub6 a 28 °C. El molido de los
rastrojos aumentd la superficie de contacto, lo cual gener6 una mayor accesibilidad de los
microorganismos al sustrato (Sorensen et al., 1996; Angers y Recous, 1997) y esto produjo un aumento en
la mineralizacion del carbono orgéanico en los rastrojos. A su vez, la actividad de los microorganismos es
estimulada por la temperatura (Collins et al., 1990; Paul y Clark, 1996), explicando en parte el aumento de
la mineralizacion del carbono orgénico observado en los rastrojos de Soja 2 molidos e incubados a 28 °C.
La ausencia de diferencias debidas al tamafio en los residuos de Soja 1, incubados a 28 °C muestra que la
condicidn de rastrojos frescos anula el efecto tamafio, como se ha sefialado en estudios previos (Douglas y
Rickman, 1992).

La respuesta opuesta observada en el caso del Maiz, donde el tratamiento Molido mostré menor ataque
microbiano que el tratamiento Cortado en ambas temperaturas de incubacion, revela las limitaciones de
los componentes elementales como indicadores del comportamiento de los rastrojos. Se considera que
contenidos elevados de lignina y fenoles pueden actuar como sustancias inhibidoras de la actividad
microbiana (Kumar y Goh, 2000), explicando en parte, la menor AMT en los rastrojos Molidos debido a
una mayor exposicion de estas sustancias.

Mineralizacién de glifosato en rastrojos

La cinética y la tasa de mineralizacion de **C-glifosato en rastrojo de soja (Soja 1 y Soja 2) y de Maiz se
muestran en la Figura 2. El **C-CO, liberado promedio al final de la incubacion de glifosato fue 8,3%
(Soja 1), 5,5% (Soja 2) y 2,6% (Maiz) del **C-glifosato inicial, difiriendo significativamente (P < 0,01)
(Cuadro 2). Se determiné la existencia de una relacion inversa entre “*C-glifosato y C/N (Figura 3),



indicando que la composicion de los rastrojos determina el grado de mineralizacion de glifosato en
rastrojos.

Figura 2. Cinética (A) y tasa de mineralizacién (B) de **C-glifosato en rastrojo de soja y maiz. Las
incubaciones fueron realizadas a 15 y 28 °C con residuos Molidos (1 mm) y Cortados (1 a 2 cm).
Figure 2. Kinetics (A) and mineralization rates (B) of **C-glyphosate in soybean and maize crop
residues. The incubations were carried out at 15 and 28 °C with Ground (1 mm) and Cut (1 to 2 cm)
residues.
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Figura 3. Relacion entre el porcentaje de *C-CO; liberado y el indice C/N de dos clases de rastrojos
incubados a dos temperaturas (15 y 28 °C).

Figure 3. Relation between the percentage of *C-CO, evolved and C/N index of two classes of crop
residues during the incubation to two temperatures (15 and 28 °C).
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El efecto estimulante de la temperatura sobre la degradacion de glifosato fue comprobado y concordante
con estudios previos (Eberbach, 1999; Strange-Hansen et al., 2004). La tasa de mineralizacion fue
maxima al tercer dia en todos los rastrojos cuando la incubacion se realiz6 a 15 °C, mientras que a 28 °C la
tasa de mineralizacion de glifosato en los rastrojos de soja fue maxima el dia 7 de la incubacién y en los
rastrojos de maiz el dia 3. Estudios previos confirman que la presencia de una fase de retardo es variable.
Franz et al. (1997) no encontraron fase de retardo en suelos, en contraste con Mamy (2004) que trabajo
con material vegetal. Esta divergencia en los resultados sugiere que la ocurrencia de una fase de
adaptacion de los microorganismos es funcion del tipo del material y no del tipo de microorganismos
responsables, como si ocurre con atrazina (Bollag et al., 1992). Sin embargo, la mayor tasa de
mineralizacion del carbono oxidable (dia 3) a 28 °C en los rastrojos de soja no se reflejé en un aumento de
la tasa de mineralizacion de glifosato en el mismo periodo de tiempo, sugiriendo que factores como la
temperatura y la calidad de los rastrojos, que permiten a los microorganismos expresar su maximo
potencial de degradacion (Collins et al., 1990; Douglas y Rickman, 1992; Tian et al., 1995), no
necesariamente aumentan la tasa de mineralizacion de glifosato en los primeros dias de aplicado el
herbicida, dado por una preferencia de los microorganismos al sustrato carbonado de los rastrojos que a
glifosato.



La mineralizacion de glifosato present6 una evolucién similar (Soja 1 > Soja 2 > Maiz) que la AMT, si
bien las diferencias entre origen del rastrojo y tratamiento fueron menores que las obtenidas para glifosato.
Una correlacion positiva y significativa entre porcentaje de carbono oxidable (56 dias) y porcentaje de
4c-glifosato (56 dias) confirma que el glifosato es degradado por una microflora inespecifica (Accinelli et
al., 2005) (r = 0,66 y P < 0,001). La cantidad total de **C-glifosato liberado desde Soja 1 sugiere que las
aplicaciones del herbicida inmediatamente después de la cosecha tendrian menos persistencia que las
aplicaciones sobre rastrojos mas “viejos” o con mas proporcion de lignina, Soja 2.

En promedio, la mineralizacion del glifosato aplicado al rastrojo de soja e incubado a 15 °C por un periodo
de 56 dias fue 3,9% de la dosis inicial aplicada y de 9,9% cuando se incub6 a 28 °C, mientras que para
rastrojo de maiz fue de 2,0 y 3,0%, respectivamente. Es decir, la disminucion en la proporcién de glifosato
mineralizado fue 65, 55, y 34%, para Soja 1, Soja 2 y Maiz, respectivamente, cuando la incubacion se
realiz6 a 15 °C. Sin embargo, el efecto de la temperatura sobre la mineralizacion de glifosato en los
rastrojos de maiz no fue significativo. La ausencia de diferencias en la mineralizacién de glifosato en el
rastrojo de maiz debido al efecto de la temperatura, sugiere que la poblacion de microorganismos que
degradan el rastrojo de maiz tiene baja afinidad por glifosato, aumentando el tiempo de permanencia del
herbicida en estos rastrojos.

El efecto del tamafio del material sobre la mineralizacion de glifosato se evalud para cada rastrojo, dado
que es un factor que varia a lo largo del afio y depende del origen del material (Angers y Recous, 1997).
La mineralizacion de glifosato en rastrojos no fue afectada por el tamafio del material. Si bien los
porcentajes de glifosato mineralizado fueron mas elevados en los materiales molidos con respecto a los
cortados, estas diferencias no fueron significativas (P < 0,01), indicando que los cambios en la
constitucion fisica que los rastrojos pueden experimentar a través del tiempo no modifica la magnitud del
glifosato mineralizado.

CONCLUSIONES

La mineralizacion de glifosato fue modificada por la temperatura de incubacion, el origen de los rastrojos
al que se aplico y la edad del residuo en el caso de soja, pero no fue afectada por el tamafio de las
particulas de los rastrojos tratados. En promedio, se mineralizé 3,9 y 9,9% del glifosato inicial aplicado a
rastrojos de soja después de 56 dias cuando se incubaron a 15 y 28 °C, respectivamente, mientras que la
mineralizacion de los rastrojos de maiz fue 2,0 y 3,0% para las mismas temperaturas. Se observo un
comportamiento similar de la evolucion de la AMT, lo cual confirma la naturaleza cometabdlica de la
mineralizacion de glifosato. Se detectdé una relacion inversa entre la C/N y la proporcién de glifosato
mineralizado. La AMT fue mas activa en los residuos frescos de soja que en los de mayor edad del
rastrojo, y en consecuencia se incrementd la mineralizacion de glifosato, sugiriendo que aplicaciones del
herbicida sobre rastrojos mas viejos podrian incrementar la persistencia del herbicida en sistemas de
labranza de cobertura.
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