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Resumen del proyecto

El manejo de malezas es uno de los mayores desafios que enfrenta la produccién agricola en la actualidad y los
herbicidas, la herramienta de control mds utilizada pese a la creciente preocupacion sobre sus potenciales impactos
sobre organismos no-blanco y los servicios ecosistémicos que estos proveen.

Los potenciales efectos de los herbicidas, en las mezclas y secuencias tal como son aplicados al presente fueron
evaluados en el cultivo de soja en Uruguay, sobre pardmetros y organismos directamente vinculados a diferentes
funcionalidades del suelo de importancia tanto ecolégica como productiva. Siendo nuestro principal objetivo estudiar
nuevas formas de evaluacién ecotoxicoldgica de herbicidas que permitan proteger eficazmente los agroecosistemas.

En general, se pudieron evaluar los efectos del uso de herbicidas bajo condiciones climdticas, eddficas y de manejo en
escenarios reales de nuestro pais, considerando su interaccién con organismos nativos. Segun indican los andlisis
realizados hasta el momento, algunas de las variables de respuesta que fueron afectadas por los tratamientos herbicidas
fueron concentracién de fésforo en planta, formacidn de arbisculos y vesiculas por hongos micorrizicos arbusculares,
actividad de la mesofauna, y el potencial supresor de patdégenos. Estas diferencias no repercutieron en el rendimiento
estimado de las plantas en dichos tratamientos, lo cual hace mds dificil visualizar el problema a campo. Este trabajo
confirma la dificultad que presenta la experimentacion a campo para probar resultados con elevada variabilidad, aun
cuando en condiciones controladas ciertos efectos nocivos ya fueren probados.

A nivel nacional, este proyecto permitié brindar la informacién generada al sector productivo mediante diversas
actividades de divulgacidn, donde se dio a conocer esta linea de investigacion, y se construyé una red de didlogo con
técnicos, productores y organismo regulador acerca de los riesgos asociados al uso de fitosanitarios en nuestros
agroecosistemas. También se logrd divulgar la problemdtica en cuestién y comunicar lo que hacemos para contribuir a su
solucion en otras esferas de la sociedad (nifios y plblico en general). En el futuro inmediato este proyecto pretende lograr
alcance internacional a través de dos publicaciones cientificas que se encuentran en preparacion.

Ciencias Agricolas / Agricultura, Silvicultura y Pesca / Agricultura / Impacto de herbicidas en suelo

Palabras clave: Herbicidas / funcionalidades del suelo / /

Introduccién

Los herbicidas son un componente clave del proceso de intensificacidn agricola, siendo de hecho la herramienta mds
importante hasta el presente, para controlar las malezas en los sistemas productivos donde se practica la siembra
directa (Coleman, Stead et al. 2019). Dado el creciente nimero de malezas resistentes, asi como la relacién
costo/beneficio de los herbicidas, se espera que el uso de herbicidas continte creciendo (Maggi, Tang et al. 2019). Sin
embargo, los efectos de los herbicidas sobre organismos no-blanco plantean serias preocupaciones a nivel ambiental. La
ecotoxicologia surge como un soporte al proceso de toma de decisiones en funcién de proteger el ambiente, generando y
proveyendo evaluaciones de riesgo ecoldgico concisas (European Commission, 2003). Los primeros articulos en
ecotoxicologia de suelos datan de los aios 60 y revelan efectos toxicos de pesticidas en invertebrados. Posteriormente los
experimentos evaluando toxicidad de diferentes contaminantes se estandarizaron, y entre los anos 80 y 90 se agregaron
especies y pardmetros de estudio sub-letales a los protocolos. A partir del 2000 comenzaron a estudiarse los efectos de
mezclas de activos e interacciones con otros factores de estrés sobre la toxicidad de las especies. Dichos experimentos
de evaluacion de toxicidad son utilizados tradicionalmente para realizar curvas de dosis-respuesta, se encuentran
estandarizados por los organismos ISO y OECD, y son la base del andlisis de riesgo ecotoxicolégico utilizado por los entes
que regulan la salida al mercado de los fitosanitarios (van Gestel 2012).

El abordaje actual utilizado para determinar los riesgos ecotoxicoldgicos sufre serios y diversos cuestionamientos,
principalmente por no considerar la exposicion real a nivel paisaje en escala espacial y temporal (Topping, Aldrich et al.
2020). Se ha puesto en duda la utilidad final de los resultados obtenidos y se sugiere re-pensar la forma en que se llevan a
cabo los estudios de modo de asegurar la efectividad en la proteccion los ecosistemas (Filser, Koehler et al. 2008, Tincani
and Cestari 2018). Si bien, la peligrosidad de los fitosanitarios se prueba individualmente previo a su comercializacién para
asegurar que no presenten riesgos inaceptables, esta evaluacidn se basa generalmente en pruebas de laboratorio
estandarizadas en cuanto a las condiciones, las especies y los pardmetros que se utilizan, siendo los experimentos de
campo indicados solo en condiciones especiales. Varios de los supuestos empleados para el andlisis de riesgo hasta la
fecha han sido cuestionados sobre su efectividad real para proteger los sistemas de produccién bajo las condiciones
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actuales de uso de los fitosanitarios (Topping, Aldrich et al. 2020). Las principales limitantes relevadas en estos procesos
son:

- Esquemas de aplicacién: los herbicidas generalmente se aplican en mezclas de diferentes ingredientes activos para
garantizar un control mds eficaz de las malezas y/o para prevenir problemas de resistencia. Aunque su efecto a nivel
agrondémico se analiza exhaustivamente, poco se sabe de sus efectos sobre organismos no-blanco. Sumado a esto, los
diferentes ingredientes activos solos o combinados se aplican con alta frecuencia (Topping, Aldrich et al. 2020). Se ha
demostrado en sistemas agricolas similares a los nacionales que la tasa de aplicacidn de algunos herbicidas es mayor
que su disipacion, lo que significa que se estdn acumulando en los suelos (Primost, Marino et al. 2017). El factor de
aplicacion multiple es considerado en ocasiones para calcular la concentracién de contaminante, sin embargo, el efecto
ecotoxicoldgico de las aplicaciones sucesivas sobre comunidades no objetivo puede tener resultados diferentes que
evaluar simplemente la dosis acumulada.

- Condiciones de prueba: los protocolos utilizados en los estudios ecotoxicologicos consideran condiciones estdndar de
prueba acotados a determinada temperatura, horas de luz y humedad. Sin embargo, en ecosistemas reales los
fitosanitarios se combinan con diversas condiciones de estrés (exceso o déficit hidrico, altas o bajas temperaturas,
contaminantes ya presentes en el suelo), que afectan la susceptibilidad biolégica y las respuestas a los contaminantes,
resultando probablemente en una subestimacion de los riesgos (Lokke, Ragas et al. 2013). Resulta dificil e incierta la
correlacién de resultados obtenidos en laboratorio con respuestas en el entorno natural o de campo, lo que conduce a una
muy baja reproducibilidad de los resultados (Tincani and Cestari 2018).

- Pardmetros de evaluacidn: no solo deberian estudiarse organismos sensibles, sino que como plantean (Karpouzas,
Tsiamis et al. 2016) deberia incorporarse el estudio de bioindicadores relevantes de la de la salud y las funciones del suelo
como oxidantes de amoniaco y micorrizas. Ademds, la determinacién del cuando evaluar los efectos de los fitosanitarios y
por cuanto tiempo contemplando la potencial persistencia de los efectos también es un factor clave en la evaluacién de sus
impactos.

- Resiliencia: considerar solo parcialmente este aspecto también es irreal. Esta capacidad es inherente a cada sistema 'y
depende del bioma presente en el momento de la exposicidn. De hecho, el desarrollo de organismos del suelo y
plantas/cultivos se verd afectado de manera diferente dependiendo de los manejos previos. Por lo que resulta vital
evaluar los impactos a nivel local, asi como su potencial recuperacion y el punto de no-retorno.

El grupo de los principales asesores cientificos, de los Procesos de autorizacidn de productos fitosanitarios de la European
Comission reconocido como uno de los mds estrictos a nivel mundial, plantea en su informe de opinién (2018) la necesidad
de abordar varios de estos puntos y enfatizan particularmente la necesidad contemplar los volumenes y mezclas que se
utilizan, simultdnea o consecutivamente, y su modo de aplicacidn, para evaluar mejor los efectos acumulativos y
sinérgicos.

Resulta entonces necesario y urgente un cambio en el paradigma bajo el cual se estudian los impactos, ya que esto incide
en como se regula y autoriza el uso de fitosanitarios (Topping, Aldrich et al. 2020).

El problema que se aborda tiene relevancia a nivel mundial y especificamente para el pais. Las deficiencias que se
enfrentan a nivel de la evaluacién ecotoxicoldégica de herbicidas y otros agroquimicos al presente han sido denunciadas
por las mds reconocidas entidades involucradas en la regulacidn tanto de la aprobaciéon como del uso de estos productos.
En muchos dmbitos se considera de urgencia la implementacién de una estructura base para el estudio del impacto de los
fitosanitarios que permita proteger, de manera confiablemente efectiva, los ecosistemas y sus servicios, sosteniendo
niveles de riesgo aceptables. La preocupacién es compartida por variados sectores, sociales, productivos y también
politicos en la medida en que los impactos potenciales pueden afectar el ambiente globalmente. El presente proyecto
pretende contribuir en el proceso de mejora de la evaluacién ecotoxicolégica de herbicidas aportando al disefio de la
compleja matriz requerida. A tales efectos, se propone estudiar el impacto de herbicidas no sobre bioindicadores aislados
sino sobre al menos 3 funcionalidades del suelo determinando los efectos sobre los organismos involucrados pero también
evaluando la respuesta vegetal a través de la ejecucion de una bateria de ensayos, muchos de los cuales no forman parte
de los protocolos habituales y considerando ademds esquemas reales de aplicacion de herbicidas. Este cambio en el
abordaje de los efectos de los herbicidas tiene en cuenta las interacciones como parte de los sistemas agricolas, asi como
las condiciones estresantes o naturalmente variables (deficiencias o excesos hidricos, altas o bajas temperaturas). Este
tipo de resultados es de crucial importancia para los entes regulatorios de registro de fitosanitarios, dado que esta matriz
se alinea con la complementariedad buscada para los actuales protocolos de registro. Por otra parte, se espera que los
resultados de esta investigaciéon permitan dimensionar los riesgos asociados a nuestros actuales sistemas de produccién
agricola, y arrojen luz sobre incégnitas que se plantean a nivel productivo concernientes a los efectos acumulados del
abusivo uso de herbicidas. La generacion de conocimiento y puesta en marcha de una bateria de ensayos permitiria
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monitorear los efectos en las funcionalidades del suelo, impidiendo llegar a puntos de no-retorno en los sistemas agricolas
nacionales.

El objetivo general de este proyecto es determinar el impacto del uso de herbicidas, en condiciones reales de produccién y
tal como son utilizados en actualidad con alta frecuencia, elevadas cantidades y mezclas de activos, sobre
funcionalidades claves del suelo. Especificamente, se evaluan algunas variables que afectan el crecimiento de plantas, el
ciclaje de nutrientes y el potencial de supresidn de patdgenos. Por un lado, es informacion de valor para el sector agricola
nacional al posibilitar conocer el grado en el que se pueda estar afectando la salud del suelo bajo las prdacticas agricolas
actuales. Al presente se ignora a nivel local qué tipo de procesos vitales pueden verse afectados por esta prdctica y qué
repercusidn puede tener sobre el sistema productivo. Por otro, también pretende constituir informacién valiosa para las
agencias reguladoras de fitosanitarios y los responsables politicos en general. Los resultados permitirdn dimensionar el
aporte de la evaluacién de pardmetros y bioindicadores adicionales, asi como el beneficio que supone la inclusién de
esquemas de aplicacion reales y factores estresantes operando a campo en la mejora de los actuales protocolos de
evaluacion.

Las contribuciones se constituirian posteriormente en recomendaciones que se prevén dirigidas en a entidades
reguladoras, que tienen a cargo de la valoracién ecoldgica del riesgo de uso de fitosanitarios. De esta forma brindar una
herramienta que permita mejorar y ampliar la valoracidn de los efectos sobre sistemas reales de produccién. También se
prevén dirigidas a agricultores y partes interesadas mediante talleres que busquen arrojar luz sobre las incdgnitas que se
presentan frente al uso creciente de herbicidas, permitiendo transmitir parte de la cuantificacion de los efectos sobre las
funcionalidades del suelo estudiadas.

Al mismo tiempo se pretende que el proyecto genere una fuerte contribucién a la formacién continua de profesionales y
estudiantes de carreras vinculadas al agro y/o evaluacién de riesgo ambiental. Asi como a la comunidad cientifica en
general, a través de articulos cientificos y conferencias, para que sobre esta base pueda continuarse perfeccionando el
enfoque, y caminar hacia sistemas de produccion agricolas sustentables.

Metodologia/diseiio del estudio

Se planted una investigacion combinada de experimentos a campo, en los que se generaron los efectos a determinar, y
posteriormente fueron estimados en ensayos y determinaciones complementarias de laboratorio. Estos efectos fueron
integrados mediante estimaciones del crecimiento del cultivo. La etapa experimental a campo se realizé en la Estacion
Experimental Mario A. Cassinonni (Paysandu), y fue repetido 2 afos (ciclo 2020-2021y ciclo 2021-2022), en sitios adjuntos,
de modo de evaluar los efectos bajo condiciones climaticas diferentes. Cada experimento se extendié aproximadamente
desde un mes antes de la siembra de soja hasta su cosecha. Se utilizé un disefio de 3 bloques completos al azar, y
parcelas de 45 m2 cada una. La secuencia de cultivos comenzd con moha (Setaria itdlica) en enero 2020, y continud con
rotacién avena-soja, bajo siembra directa. En este proyecto se analizaron las muestras de suelo tomadas en el primer
ciclo (2020-2021) almacenadas en freezer hasta su andlisis en conjunto con las muestras del segundo ciclo (2021-2022).

Se realizaron 9 tratamientos: tratamiento 0 es el control sin herbicidas y desmalezado a mano, el tratamiento 1
corresponde al paquete completo de herbicidas (3 aplicaciones de mezclas de herbicidas), los tratamientos 2 al 7 son
combinaciones diferentes de estas aplicaciones, el tratamiento 8 es el mismo que el 1 pero considerando doble dosis para
evaluar el peor escenario.

Los herbicidas seleccionados se ubican dentro de los veinte fitosanitarios mas utilizados en el cultivo de soja a nivel
mundial, y se prevé que aumente su uso para 2025 (Maggi, Tang et al. 2019). La aplicacién secuencial de herbicidas
residuales es una estrategia ampliamente extendida para controlar Amaranthus palmeri (Papa and Tuesca, Chahal, Ganie
et al. 2018), una de las malezas mds problematicas y responsable de elevadas pérdidas econémicas (Heap and Duke 2018).
Se utilizaron formulaciones comerciales de los herbicidas, a dosis recomendada en etiqueta, en 3 momentos, siendo (1)
glifosato + dicamba + cletodin, aplicados 30 dias previo a la siembra de soja, (2) S-metoclachlor + flumioxazin + glifosato,
aplicado 3 a 5 dias previo a la siembra y (3) fomesafen, inmediatamente posterior a cuando el cultivo presenté la cuarta
hoja desarrollada (estadio V4, escala de (Fehr and Caviness 1977).

Las concentraciones de herbicidas en suelo fueron evaluadas posteriormente a cada aplicacion de herbicidas y a cosecha.
Se realizé un andlisis multi residuo de acuerdo al alcance del método ajustado por el grupo de trabajo para determinar la
concentracién de herbicidas en suelo. Se incorporaron a la metodologia validada aquellos compuestos del estudio que adn
no se encontraban incluidos en el listado de analitos comprendidos por la misma. La metodologia utilizada se basa en la
propuesta por Colazzo, Pareja et al. (2018). Para el andlisis de Glifosato y AMPA se utilizé el equipamiento especifico. El
tratamiento de muestra se ajusté siguiendo la metodologia QuPPe (Anastassiades, Kolberg et al. 2015).
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Se caracterizé el suelo en términos de nutrientes en general, y se analizé por parcela el contenido de materia orgdnica,
pH, y textura. Las determinaciones consistieron en evaluaciones de las funcionalidades de suelo relacionadas al ciclado de
nutrientes, pero también produccién primaria y potencial supresor de patédgenos tal como se detalla:

Las variables relacionadas al ciclo del nitrégeno estudiadas: i) potencial de fijacién de nitrégeno, fue estimado mediante el
numero de nédulos, color, y peso seco, asi como biomasa de parte aérea en dos momentos del cultivo V4 y R3. Se utilizé la
metodologia de muestreo y andlisis descripta por Hungria, Mendes et al. (2014). ii) Se analizé la abundancia de
microorganismos oxidantes de amonio (Amox), Arqueas (AOA) y Bacterias (AOB), como indicadores sensibles de la
ecotoxicidad microbiana del suelo (Karas, Baguelin et al. 2018). EL ADN microbiano fue extraido a partir de los suelos con
un kit comercial (Nucleospin, Macherey-Nagel). La concentracién y la calidad del ADN gendmico se comprobdé mediante
espectrofotometria (Nanodrop) y por electroforesis en gel de agarosa 0.8%. La abundancia de microorganismos Amox,
AOA y AOB, se cuantificé mediante ensayos de qPCR dirigidos al gen amoA de microbios oxidantes de amonio segun los
métodos modificados por Azziz, Trasante et al. (2016). Para ello se utilizé el kit Luna Universal gPCR Master Mix (NEB) que
utiliza la tecnologia de fluorescencia con SYBR Green. Los amplicones de los genes Arch_amoA (AOA) y Beta_amoA (AOB)
se verificaron en gel de agarosa 1.2% para determinar su tamano en pares de bases.

iii) Se estimé el potencial de nitrificacion del suelo utilizando el método descripto por Kandeler (1996), y modificado por
Illarze, del Pino et al. (2018). Estos dos ultimos andlisis fueron realizados a partir de muestras de suelo tomadas
posteriormente a cada aplicacion.

Las variables relacionadas al ciclo del fésforo estudiadas consistieron en la cuantificacion de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) reconocidos por mejorar la estructura del suelo, contribuir al crecimiento vegetal y la supresion de
plagas (Lendzemo, Kuyper et al. 2005), entre otras. Fueron evaluados en muestras de raiz segun Fiizy, Biré et al. (2015),
estimando el porcentaje de colonizacién con el método propuesto por Trouvelot, Kough et al. (1986). Ademds, se midié la
concentracién de fédsforo en parte aérea de esas plantas de soja por colorimetria utilizando el método propuesto por
Murphy and Riley (1962), asi verificar los niveles de absorcién, por encontrarse intimamente ligado al efecto que pudieran
tener los herbicidas sobre este proceso simbidtico.

Se evalud ademds la actividad de la mesofauna a través del método de ldminas de cebo, contemplando asi efectos sobre el
ciclado de nutrientes a un nivel tréfico mayor (Kratz 1998). Estandarizado por IS0 18311 (STANDARDIZATION 2016).

Por otra parte, los efectos de las primeras dos aplicaciones de herbicidas se evaluaron al momento de la siembra de la
soja sobre el potencial supresor de patégenos del suelo. Para eso se estimé el indice de patogenicidad utilizando el método
de Altier and Zerbino (2012), indicador de la autorregulacidn del suelo respecto a determinadas poblaciones de patégenos.
Se tomaron muestras compuestas por parcela, y se implementaron 3 germinadores por parcela, y se registré la
proporcion de semillas enfermas a los dias 4y 9.

Las variables analizadas para evaluar la produccién primaria como funcionalidad clave del suelo consistieron en registro
del crecimiento de las plantas medido como altura de planta y biomasa seca, y el desarrollo fenoldgico. Se registraron
durante 3 momentos del cultivo en cada aio. Durante el segundo aio fue posible evaluar ademads el potencial estado de
estrés a partir del indice de clorofila utilizando un SPAD.

La comparacidn entre los tratamientos 0, 1y 8 permitid evaluar el efecto de las mezclas a dosis recomendada, siguiendo
el esquema de control de malezas planteado, y a doble dosis, respecto al control sin aplicar. En tanto que, los tratamientos
del 2 al 7, plantearon situaciones de aplicacién intermedia con el objetivo de evaluar si alguna de las aplicaciones fue mas
responsable que las demds de los posibles efectos a encontrar en el esquema de aplicaciéon completo. Se procesaron los
datos obtenidos durante ambos afos de experimentos con modelos mixtos para su andlisis estadistico, utilizando el
software R.

Resultados, andlisis y discusidon

Cabe aclarar que como se explicara en el adjunto 1, el proyecto sufrid retrasos por causas ajenas al equipo de trabajo, por
lo que el andlisis de los resultados no se encuentra acabado, ya que adn se continla procesando informacion, que podria
repercutir en los mismos. A continuacidn, se detalla la informacién generada hasta el momento en el marco de este
proyecto.

- Las variables de respuesta relacionadas al potencial de fijacidn bioldgica de nitrégeno incluyeron numero de nédulos,
color y peso de los mismos. No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos aplicados y el control en el
numero de nédulos en V4 ni en R3, para ninguno de los ainos. De igual manera, en el peso de los nddulos no se detectaron
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diferencias significativas entre el control y los demds tratamientos aplicados para ninguno de los estados de desarrollo
del cultivo.

Se detectd en promedio una mayor abundancia de arqueas oxidadoras de amonio con respecto a las bacterias,
detectdndose mayores diferencias en las respuestas a los tratamientos al final del primer afo de ensayo (enero 2021). Las
tendencias en ese primer ano son opuestas para arqueas y bacterias. En el segundo afo de ensayo observamos una
tendencia general a presentar mayor abundancia que el primer ano de estudio. Sobre el final del ensayo del segundo ano
se pudo evidenciar una homogeneizacién entre los tratamientos analizados. Los resultados de estas variables de
abundancia se retrasados por diferentes motivos ya expuestos, por lo que estdn actualmente en proceso de andlisis
estadistico, mejorandose los modelos de estimacidn de las diferencias entre tratamientos. De todas maneras, el ensayo
ha demostrado ser adecuado para detectar variaciones en una de las funciones del ciclo biogeoquimico del nitrégeno,
asociada a microorganismos nitrificantes que responden en términos de abundancia a los distintos tratamientos con
herbicidas.

Con los modelos utilizados para el andlisis de potencial de nitrificacién no se detectaron diferencias entre los tratamientos
TO, T1y T8, para ninguno de los muestreos post-aplicacion.

- Para la colonizacidn total de micorrizas se evaluaron hasta el momento solo los resultados del afio 1. Con el modelo
aplicado en V4, los tratamientos no registraron diferencias en la colonizacidn total entre si. La colonizacion total en R3,
tampoco arrojé diferencias entre los tratamientos T0, T1y T8. Al cuantificarse la colonizaciéon por arbudsculos, los
resultados indicarian una mayor colonizacién con arblsculos en el control que en el tratamiento T8, en V4. Y no se
diferenciaria de los demds tratamientos aplicados. Sin embargo, en el andlisis realizado en R3, no se encontraron
diferencias entre el control y los demds tratamientos. Por ultimo, no se observaron efectos en la formacién de vesiculas
en V4, pero si una tendencia a generar mayor nidmero de vesiculas en T8 respecto al control T0. En R3 pudo observarse
para este afo una mayor formacidn de vesiculas en los tratamientos T8 y T1 respecto al control.

En cuanto al andlisis de concentracién de fdsforo en planta los resultados muestran que en el estado de V4, se observé una
menor concentracién en T8 respecto al control TO, mientras que T1 presentd una concentracidn intermedia. En R3, la
concentracidn de fésforo en planta fue similar para estos tres tratamientos.

- La actividad de la mesofauna fue evaluada posteriormente a cada aplicacién para los tratamientos T0, T1y T8, de
manera de contrastar el esquema de aplicaciones tipicamente realizado por un productor (T1), un peor escenario de riesgo
(doble dosis T8) y el control sin aplicar (T0). La mayor desaparicién del cebo en las ldminas estaria asociada a una mayor
actividad de la mesofauna en términos generales. Esta metodologia no permite adjudicar la mayor actividad a ninguna
especie en particular.

La aplicacién 1 fue evaluada Gnicamente para el segundo ano, debido a problemas de muestreo el primer ano. Se observé
un porcentaje de desaparicién del cebo mayor en el tratamiento 1 respecto a los demds tratamientos. Para las
aplicaciones 2 y 3, al modelo anterior se le agregé el efecto ano. En el caso de la segunda aplicacidn, los tratamientos no
se diferenciaron entre si. En cuanto a la proporcién de cebo desaparecido en las ldminas luego de la tercera aplicacién, se
observa una mayor desaparicion en el T8 respecto al T1, sin embargo, ninguno se diferencia del control.

- Almomento de la siembra de soja fue evaluado el porcentaje de enfermedad en los bioensayos de patogenicidad. Se
observaron resultados diferentes para cada afio. Unicamente en el primer afo del experimento, se observé un mayor nivel
de enfermedad en el tratamiento aplicado a doble dosis respecto a los demds tratamientos. Sugiriendo una posible pérdida
de potencial supresor de patégenos en el tratamiento 8, dependiente de las condiciones ambientales.

- En cuanto a las variables relacionadas a la producciéon primaria, no se observaron diferencias en el crecimiento y
desarrollo de plantas entre las parcelas. Asi como tampoco se observaron diferencias significativas entre tratamientos
para el rendimiento.

- Al evaluar los efectos de cambios en la frecuencia, cantidad y tipo de ingredientes activos sobre todas las variables
anteriores, es decir, los resultados de los tratamientos intermedios, se observaron respuestas dificilmente concluyentes
en si mismas para la mayoria de los casos por no encontrarse una respuesta bioldgica clara a cada una. En cuyos casos,
serd fundamental el andlisis mds al detalle que se realizard una vez se cuenten con todos los datos, y puedan realizarse
los contrastes entre grupos de tratamientos.

Por el momento, algunos procesos se han visto afectados por alguna de las mezclas. Este seria el caso de la
concentracién de fésforo analizada en V4 donde se observaron diferencias entre los tratamientos. EL T8 presenté la menor
concentracién, en tanto que los tratamientos T1y T2 presentaron concentraciones intermedias, pero no diferentes de las
demds; y TO y T3 las mayores concentraciones de fésforo pero solo diferentes de T8, de acuerdo al modelo ajustado. Estos
resultados podrian indicar un efecto negativo de la primera aplicacién de herbicidas sobre la absorcion del fésforo. En el
andlisis correspondiente a R3, se observa una menor concentracidn de fésforo en planta aun para T8, pero también en T6,
respecto a T3, en tanto que los demds tratamientos mostraron un comportamiento intermedio.
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En otros casos puntuales so observan algunas diferencias pero no son concluyentes por ejemplo en R3, la colonizacién
total por hongos micorrizicos arbusculares fue menor en el tratamiento 5 respecto al TO y al T1. Para lo cual no se
encontré hasta el momento una explicacién bioldgica.

En V4 no se observaron diferencias entre los tratamientos en la formacién de vesiculas. Pero en R3, pudo observarse que
los tratamientos T1, T8, T2 y Té presentaron mayor formacién de vesiculas que el control. No diferencidndose de los
demds tratamientos con herbicidas.

En términos generales ninguna de las mezclas utilizadas parece haber generado un efecto evidentemente nocivos sobre
las variables de respuesta estudiadas. Sin embargo, se sigue trabajando en los datos y evaluando la mejor forma de
compendiar esta informacién generada. A su vez, a esta deberd agregarse los resultados de las variables que se
encuentran bajo estudio. Al presente, se encuentran en preparacion 2 articulos cientificos a partir de los resultados
obtenidos con este proyecto, y se prevee trabajar en un tercer articulo.

Ademads de las variables estudiadas en suelo y su interaccidn con el cultivo, se realizé el andlisis de los residuos de los
herbicidas y principales metabolitos en suelo para poder determinar con precision la concentracién que finalmente se
encuentran en las parcelas y a las que se estudian las variables de respuesta analizadas anteriormente. Para ello, se
desarrollaron dos metodologias para poder cubrir la variedad de propiedades fisicoquimicas que los mismos presentan.
Estos resultados fueron presentados en 2 congresos de relevancia internacional y uno local, 2 estos poster pueden
encontrarse en el repositorio Colibri y adjuntos 2 y 3 de este informe. Respecto al procesamiento de muestras se pudo
completar los andlisis multiresiduo de las mismas por LC-MS/MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas en tdndem). Los compuestos y metabolitos analizados por este método fueron Metolachlor y sus metabolitos
Metolachlor ESA y Metolachlor OA, Fomesafen, Clethodim y su metabolito Clethodim sulfone, Flumioxazin y Dicamba. Todos
ellos pudieron ser detectados, excepto cletodin, cuya vida media es menor a un dia. Por ultimo, los andlisis mediante IC-
MS/MS (cromatografia iénica acoplada a espectrometria de masas en tdndem) se encuentran con un 50% de avance
debido a los retrasos que ya fueren detallados en adjunto 1.

De este proyecto surgieron ademds multiples iniciativas de divulgacién y difusién que permitieron también cumplir con los
objetivos planteados y alcanzar el impacto esperado. En primer lugar, cabe destacar la organizacidn de una actividad en
la que se logré convocar a 71 técnicos y productores agricolas titulada “Los herbicidas y nuestro campo” en la EEMAC,
Paysandd, el 15 de diciembre de 2022. La misma conté con difusion por parte del departamento de Difusion de EEMAC y
departamento de Comunicacién del CENUR Litoral Norte, y fue publicada en una nota por el diario local El Telégrafo
(adjunto 4). Esta fue una jornada multidisciplinaria con el fin de dar a conocer nuestro proyecto en que nos encontramos
trabajando y los resultados obtenidos hasta el momento. Expusieron varios integrantes del equipo del proyecto desde su
rol en el mismo, un miembro invitado de la entidad reguladora de fitosanitarios a nivel gubernamental (DGSA), y un
investigador del drea de la psicologia social con experiencia en esta temdtica para complementar la discusién. Esta
actividad nos permitié intercambiar y divulgar esta linea de investigacidn, asi como crear un espacio para dialogar sobre
esta problemdtica y las preocupaciones del sector agricola respecto a este tema. Asimismo, nos permitié generar un
punto de partida para futuras colaboraciones. El informe de esta actividad se encuentra en repositorio Colibri.

En segunda instancia, con el objetivo de divulgar el conocimiento generado hasta esta parte, se presentd un pdster titulado
“Lo que sabemos del impacto de herbicidas en suelo” en el stand de la Estaciéon Experimental M.A. Cassinonni en el “Dia
mundial de las abejas” el 27 de Mayo de 2023, y asimismo, en la Jornada del grupo de Proteccién Vegetal EEMAC, el
primero de Junio de 2023, ambas actividades en Paysandu. El poster se encuentra disponible también en el repositorio
Colibri.

Por otra parte, generamos actividades de divulgacién también hacia las infancias a través de la convocatoria de la
semana de la Ciencia y la Tecnologia, convocatoria 2022. Trabajamos con 3 grupos diferentes, 69 nifos de la escuela N°2
de Treinta y Tres, en formato virtual ; y 18 nifios del Club de nifios del INAU “Suefnos de Guichdn” en forma presencial. El
objetivo fue que los nifos comprendieran la complejidad del suelo en su estructura y composicidn, la importancia de su
funcionamiento saludable para los seres humanos y el ecosistema. Se trabajé el concepto de plaguicidas, su rol en los
sistemas productivos y los potenciales dafos que pueden causar. En este sentido se apostd a motivarles a través de
nuestra vocacién por la ciencia, dando a conocer nuestro objeto de estudio y proyecto en el que nos encontramos
trabajando. El documento con detalles de esta actividad se presenta en adjunto 5.

En otro plano, los resultados de este proyecto resultaron de gran importancia en términos educativos, y generan una
fuerte contribucién a la formacidn continua de profesionales y estudiantes de carreras vinculadas al agro, por lo que ya
fueron incluidos en los cursos dictados en 2022 (“Riesgos ambientales derivados del uso de fitosanitarios”, de Educacion
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Permanente CENUR Litoral Norte, formulado para docentes de secundaria y maestros) y 2023 (“Impactos del uso de
fitosanitarios”, de Unidad de Posgrados y Educacién Permanente Facultad de Agronomia; y “Fitosanitarios y ambiente”
curso optativo de grado Facultad de Agronomia).

Este proyecto permitié también complementar la formacidn de dos ingenieras agrénomas. En un caso, Saracho W., trabajo
en el equipo durante el periodo 1/11/2021 al 30/05/2022, durante el mismo trabajé y se formé en cuestiones prdcticas de
trabajo de campo, manejo y aplicaciéon de diferentes metodologias en laboratorio, manejo instrumental en laboratorio,
trabajo con datos generados y su control de calidad. En el segundo caso, Medina M., becaria en investigacion, durante el
periodo 24/03/2023-a la fecha, recibié capacitacién en cuantificacion de micorrizas arbusculares en muestras de raiz de
soja. Ademds, resulta fundamental destacar que este proyecto constituye parte medular del trabajo de doctorado
modalidad sandwich de Isabel Garcia, responsable del mismo, llevado a cabo en la Universidad de Wageningen, Paises
Bajos.

Conclusiones y recomendaciones

Este trabajo logré generar y cuantificar los diferentes niveles de exposiciones de las parcelas a los herbicidas, que son
utilizados con frecuencia por productores en los agroecosistemas nacionales. Sobre los diferentes escenarios se
determinaron variables de respuesta relacionados directamente a funciones del suelo de interés tanto ecolégico como
productivo. Segun indican los andlisis realizados hasta el momento, algunas de las variables de respuesta que fueron
afectadas por los tratamientos herbicidas son concentracion de fosforo en planta, formacién de arbusculos y vesiculas
por hongos micorrizicos arbusculares, actividad de la mesofauna, y el potencial supresor de patégenos. Estas diferencias
no repercutieron en el rendimiento estimado de las plantas en dichos tratamientos, lo cual hace mds dificil visualizar el
problema a campo.

La informacién generada es de sumo interés para el sector productivo y entes reguladores en el dmbito nacional, y fue
compartida en actividades de divulgacidn con repercusiones muy positivas, que demuestran la avidez por este tipo de
informacién en el sector. Este proyecto permitié sentar las bases de esta comunicacién. Ciertamente, esta es una
investigacion incipiente en nuestro pais, por lo que continuaremos de futuro intercambiando preocupaciones y buscando
soluciones con quienes se encuentran directamente involucrados en la toma diaria de decisiones, tanto a nivel productivo
como regulatorio.

Desde un punto de vista académico resulta interesante destacar la importancia de la realizacién de experimentos a
campo y de evaluar el impacto del uso de herbicidas sobre diferentes variables de respuesta, y diferentes plazos o
momentos luego de las aplicaciones. De esta manera se pretendié lograr una mayor comprensidn del riesgo real y sus
potenciales consecuencias sobre la salud de los agroecosistemas. Al mismo tiempo, importa destacar las dificultades que
se enfrentan en este tipo de experimento, donde los efectos y las interacciones son multiples, y en muchos casos quedan
enmascarados por la elevada variabilidad que presenta la informacién generada en estas condiciones. Es por ello que se
continuard realizando un andlisis exhaustivo de los resultados obtenidos hasta lograr la modelacién que mejor represente
los efectos en las variables de respuesta. A partir de entonces, se culminardn las publicaciones cientificas que se
encuentran en preparacion al presente, para disponibilizarlos a toda la comunidad cientifica interesada en el tema. Estas
publicaciones estdn siendo trabajadas en conjunto con los integrantes del proyecto, pero también con integrantes del grupo
Soil Physics and Land Management de la Universidad de Wageningen, ya que Garcia I. ademads de ser responsable de este
proyecto, ha basado su doctorado en esta investigacidn y otros estudios similares.
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