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RESUMEN

El glifosato es un herbicida foliar detectado en suelo, sedimento y agua, que ocasiona dafios no visibles en organismos no blanco,
pudiendo afectar la diversidad, estructura y funcionamiento de las comunidades microbianas asociadas a la vegetacién riparia que
provee de servicios ecosistémicos. El objetivo del presente trabajo fue 1) determinar las cuentas viables de microorganismos y 2)
analizar cémo se afectan las actividades enzimdticas asociadas al metabolismo del carbono, fésforo y nitrégeno en la rizésfera de
plantas riparias (Fimbristylis dichotoma, Ludwigia octovalvis y Typha domingensis) expuestas a glifosato. Para mantener el micro-hébitat
en la rizésfera, se colectaron plantas con el mismo suelo donde habitaban. A las plantas se les aplicé 50 mg de glifosato 4cido
equivalente (ae)/L a nivel de suelo, y se mantuvieron por 15 dias. Después, a partir de muestras de rizésfera, se aislaron y cuantificaron
actinomicetos, bacterias totales (incluyendo actinomicetos) y hongos, y se analizé la actividad de 19 enzimas relacionadas con el
metabolismo de P, Cy N. Por la presencia del herbicida, se encontré que fueron afectadas negativamente 1) las células bacterianas
principalmente, en comparacién con actinomicetos y hongos, y 2) las poblaciones microbianas aisladas de la rizésfera de L. octovalvis
en comparacién con F. dichotoma 'y T. domingensis. Las determinaciones de actividades enzimdticas mostraron que el metabolismo del
fésforo y carbono fueron estimulados positivamente por el glifosato. La informacién obtenida permite identificar la respuesta de la
diversidad microbiana cultivable y la diversidad funcional de rizésfera de plantas de importancia ecolégica.

Palabras clave: Faena fuerte, humedales costeros, mesocosmos, sitio RAMSAR, Soconusco.
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ABSTRACT

Glyphosate is a foliar herbicide detected in soil, sediment, and water, causing non-visible damage to non-target organisms,
potentially affecting the diversity, structure, and functioning of microbial communities associated with riparian vegetation that
provide ecosystem services. The objective of the present work was 1) to determine the viable counts of microorganisms and 2) to
analyze how the enzymatic activities associated with the metabolism of carbon, phosphorus, and nitrogen are affected in the riparian
plants’ rhizosphere (Fimbristylis dichotoma, Ludwigia octovalvis, and Typha domingensis) exposed to glyphosate. The plants were collected
with the same soil in which they lived to maintain the micro-habitat of the rhizosphere. Zero or fifty mg of glyphosate acid equivalent
(ae)/L was applied to the plants at the ground level for 15 days. Actinomycetes, total bacteria (including actinomycetes), and fungi
were then isolated and quantified, and the activity of 19 enzymes (metabolism of P, C, and N) were analyzed from rhizosphere
samples. In the presence of the herbicide, it was found that 1) bacteria was most negatively affected compared to actinomycetes and
fungi, and 2) microbial populations isolated from L. octovalvis were lesser than those from T. domingensis and F. dichotoma. Rhizosphere
enzymatic activities showed that phosphorus and carbon metabolism were stimulated by glyphosate. The information obtained from
this work allows us to identify the response of cultivable microbial diversity and functional diversity of the rhizosphere of ecologically

important plants.

Keywords: Faena fuerte, coastal wetlands, mesocosms, RAMSAR site, Soconusco.

INTRODUCCION

El glifosato es un herbicida que se aplica en las hojas de
aquellas plantas que son consideradas malezas, pues compiten
por nutrientes con las especies vegetales de interés comercial
(Labraday Parker 1996). Cuando las malezas son fumigadas,
una proporcién del compuesto entra dentro de los tejidos
vegetales y otra proporcién cae directamente al suelo donde
suele ser retenido y degradado (Helander et al. 2012). Sin
embargo, el glifosato que no queda retenido en el follaje ni en
el suelo puede depositarse en los cuerpos de agua superficial (<
10 mg/L), encontrandose en la columna de agua y sedimento
de rios, lagos, lagunas, estuarios y del mar; e inclusive en
muestras de agua subterrdnea (< 18 pg/L) (Battaglin et al.
2014; Ruiz-Toledo et al. 2014; Zhang et al. 2016; Gunarathna
et al. 2018). De esta manera, el glifosato puede afectar el
crecimiento de la vegetacién nativa no blanco que habita en
ecosistemas de gran importancia ambiental como son las
zonas riparias (Helander et al. 2012).

En el transporte del glifosato desde las zonas agricolas
hacia los cuerpos de agua superficiales, éste puede ser
retenido en los ecosistemas riparios (Giaccio et al. 2016;
Hénault-Ethier et al. 2017). En dicha regién de transicién
entre los sistemas terrestres y acudticos, existen plantas,
como Ludwigia peploides H.B.K. y Typha latifolia L., que pueden
acumular al glifosato dentro de sus tejidos (Pérez et al.
2017; Sesin et al. 2019). Cada especie vegetal tiene diferente
potencial en la remocién del compuesto, por ejemplo, Typha
domingensis Pers. puede contribuir en un 79 %, mientras que
Fimbristylis dichotoma (L.) Vahl. en un 55 % (L6pez-Chavez et
al. 2021). Esto muestra uno de los servicios ambientales de
las plantas riparias para ayudar a purificar el agua al remover
el glifosato y otros contaminantes organicos provenientes de
fuentes de contaminacién no puntual (Dosskey et al. 2010).

Resulta interesante el estudio del microbioma de plantas
de ecosistemas riparios debido que existen microorganismos
cultivables de rizésfera que resisten al compuesto, pudiendo
reducir la toxicidad a beneficio del huésped, y a su vez, ayudar
en el crecimiento y salud vegetal (Lé6pez-Chavez et al. 2021).

120— Acta Biol Colomb, 29(1) 119 - 128 Enero - Abril 2024

Actualmente, se conoce muy poco del efecto del glifosato
en las comunidades microbianas cultivables y no cultivables
de la rizésfera de plantas de ecosistemas riparios, con
informacién contradictoria sobre los efectos del glifosato en
dichas comunidades y en su diversidad funcional (Mijangos
et al. 2009; Kremer y Means 2009; Schafer et al. 2014;
Newman et al. 2016a). En la rizésfera de Panicum maximum
Jacq., planta encontrada en ecosistemas riparios, se ha visto
que el glifosato reduce las poblaciones de microorganismos
cultivables (Lépez-Chavez et al. 2021). En biotipos
susceptibles o resistentes al glifosato de Ambrosia trifida L.,
otra planta riparia, el compuesto provoca perturbaciones
en las comunidades microbianas y éstas son diferentes entre
ambos grupos (Schafer et al. 2014). En plantas de interés
comercial como maiz (Zea mays L.) y soya (Glycine max L.),
la abundancia relativa de Proteobacteria, particularmente
gammaproteobacteria, se incrementa con la exposicién al
glifosato; y en el caso de Acidobacteria su abundancia
disminuye (Newman et al. 2016a). En lo referente a efectos
por glifosato en las funciones metabdlicas, en la rizésfera de
maiz y soya expuestas al glifosato, se detecta una expresién
reducida en los transcritos bacterianos implicados con
el metabolismo de carbohidratos y de aminoacidos; caso
contrario se observa en la expresién de los transcritos
relacionados con la respiracién y el metabolismo de
proteinas (Newman et al. 2016b).

A pesar de que los ecosistemas riparios y los humedales
naturales ofrecen multiples servicios ecosistémicos, como
retencién de suelo, conservacién de la biodiversidad,
secuestro de carbono, purificacién del agua, entre otros,
existen pocos estudios referentes a cémo se ven afectados
estos ecosistemas por las concentraciones bajas vy
aplicaciones repetidas de los contaminantes agricolas. Es
necesario desarrollar estudios que permitan conocer cémo
las comunidades microbianas y las funciones metabdlicas
de las plantas de dichos sistemas pueden verse perjudicadas
por este herbicida.

Dada la importancia de la bioconservacién microbiana
frente a las amenazas antrépicas tanto a nivel global como
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local, los objetivos de este trabajo fueron 1) determinar
las cuentas viables de microorganismos (actinomicetos,
bacterias y hongos) y 2) analizar cémo se afectan las
actividades enzimdticas asociadas al metabolismo de
carbono, fésforo y nitrégeno en la rizésfera de especies
vegetales riparias (Fimbristylis dichotoma, Ludwigia octovalvis
(Jacq.) P.H. Raven y Typha domingensis) expuestas al glifosato.
Nuestras hipdtesis son a) la cantidad de actinomicetos,
bacterias y hongos cultivables provenientes de la rizésfera
de los tratamientos con glifosato puede verse afectada
negativamente. b) En respuesta al contaminante, las plantas
y los microorganismos pueden favorecer algunas actividades
enzimdticas en la rizésfera para su sobrevivencia. Las plantas
evaluadas en este estudio fueron seleccionadas de acuerdo
con su abundancia en las zonas riparias (L. octovalvis) y su
potencial en la remocién del contaminante (F. dichotoma y
T. domingensis).

MATERIALES Y METODOS

Colecta de las plantas

Entre los sitios inundables contaminados con glifosato,
reportados en la regién Soconusco en el estado de Chiapas,
México, por Ruiz-Toledo et al. (2014), se colectaron tres
especies vegetales de los sitios RAMSAR y Zonas Sujetas
a Conservacién Ecolégica: Cabildo-Amatal (14°80° N, y
92°50° W) y El Gancho-Murillo (14°61° N, y 92°31 W)
en los municipios de Mazatan y Suchiate, respectivamente.
De acuerdo con la abundancia de las plantas en los sitios
de colecta, las especies seleccionadas fueron: T. domingensis
(Typhaceae), F. dichotoma (Cyperaceae) y L. octovalvis
(Onagraceae). De cada especie, se colectaron 18-25
individuos vivos. Asi mismo, se colectaron muestras de suelo
a una profundidad de 30 cm donde se encontraba creciendo
cada planta colectada, esto para mantener las condiciones
de la matriz de origen en los ensayos posteriores.

Construccion de los mesocosmos

En total, se construyeron 18 unidades experimentales,
seis contenedores para cada especie vegetal (Fig. 1). La
unidad experimental consistié en recipientes de 12 L de
capacidad, que contenfan aproximadamente 5000 cm?® de
suelo colectado en los sitios de muestreo. En cada unidad
experimental se transplantaron tres individuos de la misma
especie. Los mesocosmos se mantuvieron en condiciones
de inundacién con dos litros de agua de pozo profundo.
Las plantas se dejaron aclimatar en condiciones de sombra
por siete dias y con suficiente luz natural para asegurar su
adecuado crecimiento y evitar entrada de agua de lluvia.

Sin glifosato

Fimbristylis dichotoma @ @
(F)
(L)

Con glifosato

Typha domingensis

(T)

®OE®
@
®O®

)
D
D

(T) Mesocosmo

Fig. 1 Tratamientos experimentales.
Tratamientos experimentales

Después del periodo de aclimatacién, a tres unidades
experimentales de cada especie vegetal se le agregaron dos
litros de agua a una concentracién de 50 mg glifosato (4acido
equivalente, ae)/L(Fig. 1) (Boisetal. 2013), y se mantuvieron
tresunidades porespecie con aguasin glifosato (tratamientos
control). Los mesocosmos se mantuvieron por 15 dias en un
disefio completamente al azar. El producto comercial que se
empled fue Faena Fuerte 360 con Transorb®. Este herbicida
contiene 35,6 % de ingrediente activo (sal de potasio de
N-[fosfonometil] glicina), equivalente a 363 g de &4cido
de glifosato (ae)/L, y 64,4 % de ingredientes inertes como
acarreadores, anticongelantes, antiespumantes, colorantes
y surfactantes (Monsanto Company).

Cuentas viables

Una célula viable es aquella que puede dividirse y formar
descendencia (Madigan et al. 2012); en este trabajo
se evalué mediante el recuento en placas después de la
exposicién al herbicida, en el dia 16 de exposicién.

Se colecté al azar una de las tres plantas de cada unidad
experimental. Para la obtencién del 4rea de la rizésfera, se
siguié el protocolo descrito por Barillot et al. (2013). A cada
planta se le eliminé el suelo por agitacién manual cuidando
la integridad de las raices. Se pesaron 0,5 g de raices jévenes
de cada individuo, después a cada muestra se le agregé 5
mL de NaCl al 0,9 %, se incubé a 200 rpm por 90 min a 25
°Cy se centrifugé a 150 x g por 10 min. El sobrenadante se
transfirié a tubos limpios.

Un mililitro del sobrenadante de rizésfera se empleé para
realizar diluciones seriadas en agua peptonada al 0,1 %
(Franco-Correa 2008). Las diluciones seriadas se realizaron
por triplicado para cada especie vegetal. De las ultimas tres
diluciones (10, 107, 10°°), se inocularon 100 pL en placas
Petri con 1) medio agar nutritivo para bacterias (incluidos
los actinomicetos), 2) medio selectivo agar avena con
nistatina al 0,1 % para actinomicetos (Franco-Correa 2008)
y 3) medio agar, dextrosa y papa (PDA, por sus siglas en
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inglés) con cloranfenicol al 0,1 % para hongos. Las placas
con medio agar nutritivo se incubaron a 37 °C durante diez
dias, mientras que las placas con medio agar avena y PDA
se incubaron a 25 °C durante diez dias. Para el conteo de
las unidades formadoras de colonias (UFC) de bacterias,
actinomicetos y hongos, se siguieron las indicaciones
descritas por Hernandez-Pérez y Giles-Gémez (2021).

Actividades enzimaticas

Después de 16 dias de exposicién al herbicida, se colecté
otra de las tres plantas de cada unidad experimental para
realizar, por duplicado, determinaciones enzimaticas usando
el sistema API® ZYM (BioMérieux). Para la obtencién de las
enzimas de rizésfera, se elimind el suelo no rizosférico de
cada planta. Luego, 0,5 g de raices jévenes de cada especie
vegetal fue lavada con 5 mL de agua destilada estéril por 10
min. Posteriormente, el lavado de raiz se centrifugé a 380
x g por 5 min. Del sobrenadante obtenido, se agregé 65 pL
a cada ctpula de la galeria API® ZYM (BioMérieux). Este
sistema fue empleado para conocer la actividad de 19 enzimas
del metabolismo del fésforo (fosfatasa alcalina, fosfatasa
acida, naftol-AS-Bl-fosfohidrolasa), carbono (esterasa,
lipasa, esterasa/lipasa, a-galactosidasa, [B-galactosidasa,
B-glucuronidasa, a-glucosidasa, B-glucosidasa, a-fucosidasa,
B-N-acetilglucosaminidasa, a-manosidasa) y nitrégeno (leucina
arilamidasa, valina arilamidasa, cistina arilamidasa, tripsina,
a-quimotripsina) (Ordofiez-Arévalo et al. 2018). Después,
la galerfa se incubé a 37 °C durante 24 h, siguiendo las
indicaciones del fabricante. La actividad enzimdtica se
report6 en nanomoles de sustrato hidrolizado. Para una mejor
visualizacién de los resultados, en la (Tabla 1), la intensidad
se expres6 usando el simbolo “+”.

Analisis estadistico

A la cantidad de actinomicetos, bacterias y hongos de
las tres especies vegetales evaluadas se les aplicé la prueba
de Shapiro-Wilk para conocer la normalidad de los datos y
la prueba de Levene para conocer la homocedasticidad de
varianza. Se realizé el andlisis de varianza (ANOVA) o Kruskal
Wallis, con un nivel de significancia de 0,05. El programa que
se usé fue R versién 4.0.3 (The R Foundation for Statistical
Computing). Los datos de la actividad enzimdtica se
evaluaron mediante un andlisis de componentes principales
(PCA), para lo cual se emplearon dos factores: tipo de
especie vegetal (F. dichotoma, L. octovalvis y T. domingensis)
y aplicacién del herbicida (con y sin glifosato), con 14
variables de respuesta (cada enzima que mostré actividad y
grupo microbiano).
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RESULTADOS

Cuentas viables

Los  microorganismos  cultivables se  afectaron
negativamente cuando las plantas fueron expuestas al
herbicida (Fig. 2). La cantidad de bacterias se vio reducida
en las tres especies vegetales (p = 0,005669), siendo F.
dichotoma la que presenté mayor disminucién (94 %),
seguido de T. domingensis (76 %) y L. octovalvis (68 %). En el
caso de los actinomicetos, solo se observé reduccién de
UFC (90 %) en las plantas de L. octovalvis (p = 0,01157). En
cuanto a los hongos, hubo un decremento dréstico de UFC
(98 %) en L. octovalvis (p = 0,0008034), aunque también
hubo reduccién en T. domingensis (32 %) (Fig. 2). Entre los
tres grupos microbianos evaluados, se encontré que los
actinomicetos no se afectaron negativamente en dos de las
tres especies vegetales.

En la rizésfera de las plantas no expuestas al glifosato se
encontré que habitan en mayor cantidad las bacterias totales
(59 %) (p =0,02689), seguido de los actinomicetos (32 %) y
los hongos (9 %) (Fig. 2). Siendo en L. octovalvis (p = 0,018)
la planta que notoriamente albergé mas microorganismos
de los tres grupos (196500 UFC) que el resto de las especies
vegetales (F. dichotoma: 63765 UFC y T. domingensis: 24490
UFC). La cantidad de microorganismos cultivados mostré
correlacién con esta planta (Fig. 3).

Actividades enzimaticas

En todos los tratamientos con y sin herbicida, se
observé que hubo actividad principalmente en las enzimas
relacionadas con el metabolismo del fésforo, seguido del
carbono y del nitrégeno (Tabla 1). El perfil de actividades
enzimdticas fue distinto en la rizésfera de las tres especies
evaluadas. En las plantas expuestas al contaminante, por

Bacterias i il Hongos
160000 30000
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25000

120000

20000 400
100000 [ Sin glifosato

B Con glifosato

£
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80000 { 15000
F: Fimbristylis dichotoma
L: Ludwigia octovalvis

| T: Typha domingensis

60000
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N ‘ 10000
[
0+
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0+l - -7jl [ PSSV S P,
F L T F L T F T

F L T

Especies vegetales
Fig. 2 Cuentas viables (UFC) de bacterias, actinomicetos

y hongos aislados de la rizésfera de F. dichotoma, L. octovalvis y T.
domingensis. Las barras indican la desviacién estandar.



Efecto del glifosato sobre la microbiota y la actividad enzimatica en rizésfera de plantas riparias

Tratamientos

A Fimbristylis_con

§ A Fimbristylis_sin
@ 0 O = Ludwigia_con
N

E o O Ludwigia_sin

e Typha_con
o  Typha_sin

5.0 25 0,0 25 50
PC1 (43,2 %)

Fig. 3 Correlacion de las actividades de 11 enzimas y cantidad
de UFC de tres grupos microbianos en la rizésfera de F. dichotoma, L.
octovalvis y T. domingensis, evaluadas por un andlisis de componentes
principales. En el PCA se consideraron a las enzimas que presentaron
actividad en el metabolismo del fésforo, carbono y nitrégeno.

ejemplo L. octovalvis, mostré aumento principalmente en
la fosfatasa alcalina y la leucina arilamidasa; también
aumentaron la esterasa, lipasa/esterasa y P-glucosidasa.
En T. domingensis se incrementd la esterasa, lipasa, lipasa/
esterasa y, de manera importante, la B-glucosidasa. En F.
dichotoma aumenté considerablemente la B-glucosidasa,
aunque también aumenté la fosfatasa acida y lipasa,
lipasa/esterasa. Es importante mencionar que en las tres
especies se observé aumento de [B-glucosidasa y lipasa/
esterasa, mientras que hubo disminucién de naftol-AS-BI-
fosfohidrolasa.

En el PCA, se observé que la respuesta entre los
tratamientos con y sin el herbicida fue diferente (Fig. 3). En
los mesocosmos sin glifosato se encontré la participacién
de enzimas de los tres metabolismos y hubo correlacién
con la cantidad de microorganismos cultivados en L.
octovalvis y T. domingensis. En los sistemas con glifosato, se
encontrd correlacién con una enzima del fésforo (fosfatasa
acida) y cuatro enzimas del metabolismo del carbono
(lipasa, B-glucosidasa, esterasa/lipasa) en F. dichotoma
y T. domingensis. Para el caso de L. octovalvis se encontré
correlaciéon con fosfatasa alcalina (fésforo) y leucina
arilamidasa (nitrégeno).

DISCUSION

Cuentas viables

En los tratamientos con el herbicida hubo una clara
disminuciénenlaspoblacionesdelostres grupos microbianos
analizados en la rizésfera de las tres especies de plantas.
Las poblaciones bacterianas se vieron principalmente
afectadas negativamente cuando estuvieron expuestas al

glifosato. Posiblemente se debié a que la gran mayoria de
los microorganismos (bacterias, actinomicetos y hongos)
cuentan con la enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato
sintasa (EPSPS) sensible al glifosato (Leino et al. 2021,
Tall y Puighbo 2022). Por lo tanto, el contaminante afecté
la produccién de los aminodcidos aromaticos (fenilalanina,
tirosina y triptéfano), y provocé estrés y dafio oxidativo en
los microorganismos (como sucede en plantas) (Fei et al.
2013; Thilo etal. 2021). La EPSPS, conocida también como
aroA o EPSP sintasa (EC:2.5.1.19), participa en la ruta del
shikimato, catalizando la transferencia del enolpiruvil del
fosfoenolpiruvato (PEP) al 5-hidroxil del shikimato-3-fosfato
(S3P) para producir 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato (EPSP)
y fosfato inorgdnico (Funke et al. 2006; Ramirez-Mufioz
2017). Como el glifosato es un inhibidor competitivo con
el PEP, el herbicida se unié al complejo EPSP sintasa-S3P
y bloqueé la produccién de precursores necesarios para la
sintesis de aminodcidos aromadticos (Ramirez-Mufioz 2017).
Anteriormente, se mencionaba que la ruta del shikimato
solo se encontraba en plantas y no afectaba a la microbiota
en general. Sin embargo, existen reportes donde se constata
que la ruta se encuentra en bacterias, actinomicetos y
hongos (Zucko et al. 2010; Yietal. 2015), lo que concuerda
con nuestros resultados. En la naturaleza, alrededor del 57
% de las bacterias tienen la enzima EPSPS del tipo | (auy B), la
cual es sensible al glifosato; el 32 % de las bacterias cuentan
con la EPSPS del tipo -1V que proveen resistencia; y el 11 %
aun no es clasificado (Leino et al. 2021). La EPSPS del tipo
IV es rara encontrarla en la naturaleza, esta enzima ha sido
identificada en el clado de las actinobacterias (Leino et al.
2021); lo que explicaria por qué en dos de las tres especies
vegetales estudiadas, las poblaciones de actinomicetos no
se modificaron significativamente con el glifosato. En el caso
de los hongos, casi el 91 % poseen la EPSPS tipo | (Leino et al.
2021; Tall y Puigbd 2022), y es congruente a la disminucién
de las poblaciones, particularmente en L. octovalvis.

La reduccién de poblaciones bacterianas sensibles
al contaminante, que pueden ser menos abundantes,
pero realizan funciones significativas para la comunidad,
posiblemente afecté a la poblacién de bacterias que
tienen incompleta la ruta del shikimato, debido que este
dltimo grupo carece de metabolitos necesarios para su
sobrevivencia (Newman et al. 2016a; Mesnage y Antoniou
2020; Rainio et al. 2021). Cabe mencionar que alrededor
del 30 % de bacterias que establecen una interaccién,
patogénica, comensal o mutualista, con las plantas no
poseen completa la ruta del shikimato, por lo que la
obtencién de compuestos aromadticos podria provenir de los
producidos por el huésped o por otros microorganismos en
la comunidad (Zucko et al. 2010).

En las tres especies vegetales, se encontré que las
poblaciones bacterianas no se redujeron totalmente,
posiblemente en la rizésfera existen microorganismos
tolerantes o resistentes al glifosato. En F. dichotoma se han
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Tabla 1. Actividad enzimatica de la rizésfera de F. dichotoma, L. octovalvis y T. domingensis. Los resultados fueron obtenidos por duplicado. 0-4
nmol de sustrato hidrolizado, -; 5-9 nmol, +; 10-19 nmol, ++; 20-29 nmol, +++; 30-39 nmol, ++++; 40 nmol, +++++,

Actividad enzimatica

Enzima Sin glifosato

Con glifosato

F. dichotoma L. octovalvis

T. domingensis

F. dichotoma L. octovalvis T. domingensis

Metabolismo del fésforo

Fosfatasa alcalina +4+ + ++ ++ R ¥
Fosfatasa acida +++ ++ +++++ +++++ +++ +++++
Naftol-AS-Bl-fosfohi-

FRrE—— o A a—— 4+ R
drolasa
Metabolismo del carbono
Esterasa +++ + + +++ +++ 4+
Lipasa - - - + - ¥
Lipasa/esterasa ++ + +++ +++ +++ Ft+++
a-Galactosidasa - - - - - -
B-Galactosidasa - + + - - ¥
B-Glucuronidasa - - - - - _
a-Glucosidasa - - - - - _
B-Glucosidasa + - + ettt + R
a-Fucosidasa - - - - - -
B-N- - - + - - -
acetilglucosaminidasa
a-Manosidasa - - - - - -
Metabolismo del nitrégeno
Leucina arilamidasa - - - R . n

Valina arilamidasa - -

Cistina arilamidasa - +

Tripsina - -

o-Quimotripsina - -

encontrado bacterias con tolerancia de hasta 40 g glifosato
ae/L (Lépez-Chévez et al. 2021). Algunas bacterias se
adaptan rapidamente y se vuelven resistentes por cambios
pequefios en el sitio activo de la EPSPS o porque reciben
copias de genes de EPSPS por transferencia horizontal de
parte de alguna cepa resistente (Rainio et al. 2021).

Entre las plantas evaluadas, L. octovalvis mostré
la reduccién mds drastica de UFC en todos los
microorganismos cultivables. La pérdida de grupos

microbianos que comtinmente habitan en las rizésfera, tales
como micorrizas, actinomicetos, bacterias promotoras del
crecimiento (PGPR), antagonistas de patdgenos, podrian
comprometer la productividad vegetal (Hol et al. 2015).
Posiblemente, dicha planta junto con su microbioma,
no han estado en constante presién por parte de este
herbicida. Cabe mencionar, que esta planta fue colectada
en sitios con menor concentracién de glifosato (0,46 pg/L),
en comparacién con el resto de las especies evaluadas, las
cuales se colectaron en sitios con 6,6 ug glifosato/L (Ruiz-
Toledo et al. 2014).
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Actividades enzimaticas

El glifosato también afecté las actividades metabdlicas
en rizésfera cuyos perfiles fueron diferentes en las tres
especies, sin embargo, coincidieron en enzimas relacionadas
al metabolismo de fésforo y carbono. En presencia
del glifosato, la dindmica enzimatica del metabolismo
del fésforo fue afectado en las tres especies vegetales,
evidenciada por el aumento en la actividad de la fosfatasa
alcalina o fosfatasa d4cida, y una disminucién de naftol-AS-
Bl-fosfohidrolasa. Ese efecto probablemente se debié al
aumento en el contenido de fésforo ocasionado por una
sucesién de eventos desencadenados por el herbicida. Por
un lado, la muerte de los microorganismos sensibles al
compuesto y la degradacién del material vegetal acumulado
en el suelo provocé liberacién de estructuras ricas en
fésforo, como son dcidos nucleicos, ATP y fosfolipidos. La
misma mineralizacién del glifosato a sarcosina o del AMPA
a metilamina pudo liberar fosfatos (Wang et al. 2016).
Por otro lado, las plantas pudieron excretar exudados
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fosforados (nucleétidos) para favorecer el mantenimiento
de microorganismos benéficos, degradadores de glifosato,
PGPR, antagonistas de patégenos y micorrizas (Li et al.
2021). Asi también, los exudados secretados, como los
acidos orgdnicos y los restos celulares desechados al
medio, pudieron ocasionar cambios en los pardmetros
fisicoquimicos de la rizésfera, provocando la liberacién del
fésforo unido a complejos estables con cationes (Ca*?, Mg*?,
Fe, Al**) (Mohanram y Kumar 2019; Singh et al. 2022).

En cuanto al metabolismo del carbono, en la rizésfera
de las tres especies se encontré mayor actividad en las
enzimas B-glucosidasa y lipasa/esterasa. Posiblemente, las
plantas liberaron exudados para que los microorganismos
recalcitrantes, incluidos los tolerantes o resistentes al
glifosato, tuvieran disponibilidad de nutrientes, redujeran la
toxicidad del compuestoyestabilizaran el sistema (Gianfreda
2015; Bilyera et al. 2021). La B-glucosidasa participa en el
proceso de degradacién de la celulosa, donde se generan
compuestos organicos facilmente degradables. En las raices
se ha asociado el alto contenido de estos compuestos con
el incremento de las poblaciones microbianas (Sanaullah
et al. 2016; Adetunji et al. 2017). Ya se ha reportado el
aumento en la actividad enzimdtica de las enzimas lipasa,
esterasa y B-glucosidasa inducido por la descomposicién de
la materia orgédnica de las células colapsadas, después de 56
dias de exposicién del glifosato (L6pez-Chavez et al. 2021).
En el caso de las lipasas/esterasas catalizan la hidrdlisis de
triacilgliceroles, tioésteres y fosfolipidos (Fang et al. 2014).
Posiblemente como las células fuingicas y de actinomicetos
sufrieron dafio oxidativo, éstas colapsaron, liberdndose
compuestos de reserva, tales como triacilgliceroles, los
cuales son acumulados en periodos de estrés metabdlico
(Alvarez y Steinbiichel 2002). Por otro lado, la actividad
de las lipasas/esterasas pudo deberse para contrarrestar
el dafio por el glifosato debido a que participan en el
crecimiento de las plantas y en respuesta de las plantas al
estrés abidtico.

En cuanto al metabolismo del nitrégeno, el aumento
en la actividad de la enzima leucina arilamidasa en L.
octovalvis posiblemente se dio porque existia abundancia
de proteinas ricas en leucina, provenientes de exudados y
restos de la muerte celular. Estos compuestos resultan ser
poco asimilables por los microorganismos, por tanto, para
hacerlos biodisponibles fueron hidrolizados. Dado que
L. octovalvis fue la planta con un sistema radicular menos
ramificado, posiblemente estimulé la proliferacién de
microorganismos benéficos para su sobrevivencia y activé
mecanismos de defensa contra patégenos por la produccién
de protefnas con dominios repetidos ricas en leucinas, tales
como NB-LRR polimérficas (Yu et al. 2022). En plantas
jovenes de Phaseolus vulgaris L. expuestas a estrés abidtico,
se ha observado mayor actividad de la enzima leucina
aminopeptidasa y abundancia de exudados vegetales de

bajo peso molecular (Haase et al. 2008). En suelo, se ha
reportado que la actividad arilamidasa esta correlacionada
con el contenido de carbono orgénico (Acosta-Martinez y
Tabatabai 2001). Cabe mencionar que en L. octovalvis hubo
una disminucién dréstica de microorganismos pudiendo
incrementar la materia organica en la rizésfera.

Dentro de los mesocosmos, el glifosato impacté de forma
negativa en las poblaciones microbianas, principalmente
en bacterias y hongos, provocando su muerte celular y
el desbalanceo metabdlico en la rizésfera, evidenciado
por las actividades enzimdticas, esto ocasionado por
el cambio en sus comunidades microbianas y por la
respuesta de la planta al contaminante. F. dichotoma y T.
domingensis mostraron ciertas similitudes: aumento en sus
poblaciones de actinomicetos y en la expresién de enzimas
del metabolismo del carbono. Posiblemente, estas especies
vegetales cuenten con actinomicetos capaces de degradar al
glifosato y promover el crecimiento vegetal, aprovechando
los exudados excretados en la rizésfera a causa del herbicida
(Kremer et al. 2005; Giaccio et al. 2023). A pesar del dafio
en las poblaciones microbianas de rizdsfera, estas plantas
podrian contribuir en la remocién del glifosato en sitios
contaminados por lo que podrian ser ltiles en programas
de reforestacién en zonas riparias o en estrategias de
biorremediacién.

CONCLUSIONES

Las plantas servicios

ecosistémicos,

riparias contribuyen en los
perjudicar su microbioma ocasionarfa
alteraciones en los procesos biogeoquimicos del suelo y por
lo tanto dafos en el funcionamiento en los ecosistemas. En
este estudio, se evidencié que las poblaciones de bacterias,
incluyendo actinomicetos, y hongos de la rizésfera de las
plantas riparias estudiadas, se ven afectadas por el glifosato
(50 mg ae/L). De igual manera, se encontré que el glifosato
induce variaciones en el perfil metabdlico de P, Cy N en la
rizésfera por los cambios provocados en la microbiota, la
respuesta de la planta al contaminante y el desbalance en su
diversidad microbiana.
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