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RESUMEN

Se estudid la evolucion en el tiempo post aplicacidon de la fraccion extraible de atrazina (A) y dos
de sus metabolitos de degradacidn, desetilatrazina (DEA) y desisopropilatrazina (DIA), en la capa
superficial (0- 5 cm) de un suelo Argiustol tipico, con historia de aplicacion de atrazina y con cultivo
de maiz, bajo cuatro diferentes formas de manejo agricola.

El objetivo de este trabajo fue evaluar en condiciones de manejo a campo, los niveles de atrazina
en un suelo agricola de la region centro norte de la provincia de Cérdoba, en relacién a diferentes
formas de manejo del cultivo de maiz, y la influencia de la fertilizacién nitrogenada sobre la
degradacion bioldgica de la atrazina.

Se trabajé sobre una parcela experimental con 15 afos de siembra directa, a la que se le aplicaron
los siguientes tratamientos: sin atrazina ni fertilizacion nitrogenada (SNA); con fertilizacion
nitrogenada (CN); con atrazina y fertilizacion nitrogenada (CNA); con atrazina (CA). Se tomaron
muestras a lo largo de un ciclo de cultivo de Zea mays, en una profundidad de 0 - 5 cm., para la
determinacién de atrazina y dos de sus principales metabolitos de degradacion, desetilatrazina y
desisopropilatrazina, como asi también para la determinacidn de los nitratos. Para la
determinacién de atrazina y sus metabolitos se utilizd6 el método de extracciéon con solvente y
posterior limpieza por Extraccion en Fase Sdélida (SPE). La determinacion se realizé por
Cromatografia Liquida de Ultra Alta Resolucién (UHPLC) con deteccidén UV. Se determind nitrégeno
de nitratos por método colorimétrico del acido fenildisulfénico y nitrégeno total utilizando el
método Kjieldahl .

El ciclo del cultivo se desarrolld bajo condiciones de sequia. Considerando el disefio experimental
desarrollado se detectaron Atrazina (A) y desetilatrazina (DEA) desde el dia 0 al 180 fecha del
ultimo muestreo realizado. En tanto, no se detectaron residuos del metabolito
desisopropilatrazina (DIA) en ninguno de los tratamientos en el periodo estudiado. Persisten
niveles de base de atrazina y desetilatrazina luego de seis meses de la aplicacidn del herbicida. Se
destaca que las concentraciones de ambos compuestos en los primeros 5 centimetros del suelo
fueron similares antes de la aplicacion de atrazina y luego de 180 dias de su aplicacién, por lo que
se deduce que existen residuos del herbicida derivados de aplicaciones previas. En relacién a la
atrazina y desetilatrazina existen diferencias significativas que se asocian al tratamiento. También
se presentaron diferencias significativas a lo largo del tiempo, en tanto que si se considera la
interaccion tratamiento y tiempo se observa que la maxima de concentracién de atrazina vy
desetilatrazina ocurre en el tratamiento CA (con atrazina) en el dia 14 después de aplicacién. El
factor mas importante para la migracién de la atrazina desde el rastrojo, donde estaria retenido de
forma inicial, a los primeros 5 cm del suelo, explican el aumento de las concentraciones del
herbicida luego de su incorporacion a la capa superficial de suelo a 2 semanas de la aplicacion del
herbicida. No se detectd desisopropilatrazina en el periodo estudiado. Para nitrato se observan
diferencias significativas relacionadas por el tratamiento considerado y a lo largo del tiempo. La
interaccion tratamiento tiempo muestra que la maxima concentracién de nitratos ocurre en el
tratamiento con atrazina y nitrégeno (CA, CNA y CN ) a los 42 dias post aplicacién. Posteriormente,
entre los 42 y 98 dias post aplicacién, los niveles de nitratos descendieron hasta valores
encontrados previo a la fertilizacién.

Palabras claves: atrazina, degradacién, nitrégeno, nitrato, maiz, manejo agricola.



1-INTRODUCCION

La intensificacion de la agricultura y el reemplazo del sistema de labranza convencional por la
siembra directa, en la cual el control de malezas es exclusivamente quimico, ha promovido la
aplicacion de diversos herbicidas (Viglizzo et al, 2002). Para este trabajo se ha seleccionado, dentro
de los compuestos triazinicos, el herbicida atrazina (2-cloro-4-etilamino- 6- isopropilamino-s-
triazina), el segundo herbicida mas utilizado en nuestro pais (Casafe 2010).

La atrazina, cuyo uso se difundié ampliamente durante los ultimos 50 afios, es considerada un
potencial contaminante debido a sus caracteristicas fisico quimicas: alta solubilidad y movilidad,
persistencia moderada, con una vida media de varios dias a meses dependiendo de las
caracteristicas del suelo y las practicas agricolas utilizadas (Kahn y Saidak, 1981; Winkelman and
Klaine, 1991; Martinez Perez, 1996; Fuentes et al., 2003). El compuesto original como sus
metabolitos se han detectado en suelos y aguas superficiales y subterrdneas, siendo prohibida en
algunos paises de Europa, y restringida en otros, considerandola altamente contaminante del agua
potable (Sanchez Camazano et al., 2005; Hansen et al., 2013).

La atrazina, como otros plaguicidas, es susceptible a procesos de transformacién quimica y
biolégica al estar expuesta al ambiente. En el proceso de transformacién de la atrazina, una vez
aplicada al suelo, la accién de microorganismos es tal vez el factor bidtico mas importante en la
degradacion de este herbicida, puesto que un grupo de microorganismos puede utilizar este
compuesto como fuente de nitrégeno y energia (Mandelbaum et al., 1995; Radosevich et al.,
1995; Abdelhafid, 1999; Sorenson et al., 1994). La degradacién microbiana conduce
principalmente a la N-dealquilacién, formando desetilatrazina (DEA), desisopropilatrazina (DIA), y
desetildeisopropilatrazina (DEDIA); la posterior degradacién de estos productos produce 4-amino-
2-cloro-1,3,5-triazina (Sorenson et al., 1994).

Aplicaciones sucesivas de atrazina a través del tiempo genera la existencia en el suelo de
microorganismos adaptados, lo que se traduce en una mayor capacidad de degradacién del
herbicida denominando a estos suelos, “suelos adaptados” (Barriuso y Houot, 1996; Abdelhafid,
1999; Cheyns et al., 2011). Estos microorganismos utilizan a la atrazina y sus derivados como
fuente de carbono (C) y nitrogeno (N) (Mandelbaum et al.,, 1995; Radosevich et al., 1995;
Abdelhafid et al., 1999; Tafoya Garnica, 2008). En contrapartida, la adicion de N mineral mediante
la préctica de la fertilizacidon podria inhibir la degradacién microbiana de atrazina por ofrecer a
dichos microorganismos una fuente alternativa de N (Radosevich et al., 1995; Abdelhafid et al.,
2000; Garcia Gonzalez et al., 2003).

El desarrollo del cultivo de maiz (Zea mays L.), estd asociado al uso de atrazina (Andriulo et al.,

2004) y en la regidn centro norte de Cordoba mas especificamente, la aplicacion del herbicida va

acompafiada de la fertilizacion nitrogenada debido a los bajos niveles de nitrogeno en el suelo que

limitan la produccién de maiz (Uhart y Andrade, 1995). Esta practica ha permitido incrementar la

produccidon de maiz a nivel nacional y provincial lo cual se evidencia en el aumento de la superficie
9



cultivada y los rendimientos por unidad de superficie a través de las sucesivas campafias agricolas.
En la campafia agricola 2011/12 a nivel nacional se sembraron 4,4 millones de hectéareas (ha) y se
obtuvo una produccién de 19 millones de toneladas (tn). En la provincia de Cérdoba, en la misma
campana se sembraron 1,2 millones de hectdreas y se cosecharon 5,6 millones de toneladas
siendo el segundo cultivo en importancia luego de la soja (Ferreyra y Piatti, 2012). En la campafia
2014/2015 el rinde nacional promedio del cultivo de maiz fue de 7350 kilogramos por hectarea (kg
ha), con una produccién a nivel nacional de 22,4 millones de tn. La superficie nacional sembrada
fue de 3,67 millones de ha vy la superficie sembrada de Cérdoba fue de 1,06 millones de ha. Estos
valores reflejan la importancia del cultivo de maiz en la provincia y en el pais.

La fertilizacidon nitrogenada favorece el aumento de los rendimientos del cultivo de maiz, cuyos
hibridos comerciales actualmente tienen potenciales de rendimiento hasta de 14000 kg ha en
condiciones de secano. La mayor respuesta a la fertilizacidn se observa en suelos de regiones
donde los mismos contienen bajos niveles de nitrégeno. Fontanetto y Keller (2006) determinaron
en suelos con 2,8% de materia orgénica rendimientos de 6000 a 7000 kg.ha™ sin fertilizacion
nitrogenada y de 10000 kg ha™ con el agregado de 100 kg ha™ de nitrégeno como fertilizante.

Existe un sin niUmero de estudios que proveen informacién sobre los procesos de degradacién de
atrazina y sus metabolitos en el suelo (Barriuso y Houot, 1996; Fuentes et al., 2003; Hang et al.,
2003; Saavedra, 2012), como asi también de la influencia del nitrogeno del suelo en estos procesos
(Entry y Emmingham, 1995; Abdelhafid et al., 1999; Guillén Garcés et al., 2007). Sin embargo, el
conocimiento especifico de los procesos de degradacién del herbicida en condiciones de campo en
suelos de la regidn centro-norte de la provincia de Cérdoba es escaso.

En relacidn con los antecedentes planteados y teniendo en cuenta las practicas habituales que los
productores agropecuarios realizan durante el cultivo de maiz en relaciéon a la aplicacidon de
atrazina y fertilizantes nitrogenados, y la posibilidad de encontrar residuos del herbicida y/o sus
productos de degradacion en medios mas vulnerables (cuerpos de agua) , se considera importante
realizar el presente trabajo con el objetivo de generar informacidn sobre la degradacion de la
atrazina en relacion a la aplicacidon de nitrégeno en condiciones de campo en la regién agricola
norte de la provincia de Cérdoba.

1.1 - Atrazina: Caracteristicas de la molécula, formulaciones y mecanismo de accion
La atrazina es un herbicida de la familia de las triazinas (1,3,5 triazina). Su nombre quimico es 2-

cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina o] 6-cloro-N-etil-N-isopropil-1,3,5-triazina-2,4-
diamina.

10
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Figura 1. Estructura quimica de la atrazina.
Nota: (extraido de Sene et al., 2010).

La atrazina es un herbicida sdlido cristalino blanco que se caracteriza por tener: Peso Molecular:
215,72; Densidad: 1,187 g cm3™ (a 202C); Solubilidad en agua: ~ 70 ugmL™ (a 252C); Coeficiente de
particion octanol/agua (log Kow): 2,7645; Solubilidad en disolventes organicos: de 360 a 183,000
mg L%; Presion de vapor: 2,89 x 10-7 mmHg a 252C, 40uPa a 20°C; Punto de fusién: 172-175°C;
Constante de Henry: 2,48 x 10-9 atm.m3 mol™; Coeficiente de absorcién de suelo (Koc): 87,8 m Lg*
(http://www.epa.gov/oppsrrd1/REDs/atrazine_ired.pdf). Su accidon en la planta es sistémica y
residual, se aplica al suelo para el control de las malezas fundamentalmente durante su
germinacién, al ser absorbido por dichas malezas se trasloca en sentido acrépeto por el xilema
hacia otras zonas de la planta donde cumple su accién, como en los meristemas apicales y hojas,
impidiendo la fotosintesis y otros procesos enzimaticos. Es selectivo para maiz, sorgo granifero, té,
cafia de azlcar y lino. La Atrazina controla malezas de hoja ancha (dicotileddneas) y algunas
gramineas e impide su crecimiento durante varios meses. Es absorbida por las raices y en parte
por las hojas de las plantas.

La atrazina actua Inhibiendo la fotosintesis a nivel del sitio “A” del fotosistema Il (CASAFE 2013).

La transferencia de electrones del fotosistema Il (PS Il) al fotosistema | (PS I) es esencial para la
produccidn de energia fotosintética (Figura 2). Una etapa critica en esta cadena de transferencia
de electrones es la reduccidn de la plastoquinona (PQ) por la proteina D1 en la membrana del
tilacoide. La atrazina se enlaza a la proteina D1, con lo que se obstruye el enlace de la PQ. Al
inhibirse el enlace de la PQ a la proteina D1, el proceso de transferencia fotosintética de
electrones es interrumpido y por lo tanto la sintesis de ATP y NADPH en el cloroplasto es afectada.
Este comportamiento da como resultado una incapacidad para la fijacion de CO; necesaria para la
produccidn de los carbohidratos indispensables para la sobrevivencia de la planta. La interrupcion
en la transferencia de electrones causa, ademads, estrés oxidativo debido a la generacion
de radicales libres, los cuales producen dafios celulares rapidamente.

El modo de accién de los herbicidas inhibidores como la atrazina, involucran la competencia por
un sitio de enlace dentro de una membrana. La efectividad de estos herbicidas es afectada por
pequefios cambios en su estructura molecular. Por lo tanto, ligeras modificaciones en la estructura
de un herbicida pueden causar una sensibilidad diferencial entre especies de plantas. Ademas,
debido a que entre especies vegetales la proteina D1 puede presentar ligeras diferencias en su
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secuencia de aminoacidos, una efectividad diferencial puede observarse ain con una misma
molécula de herbicida. Asimismo, las plantas poseen también mecanismos de detoxificacidon que
pueden afectar significativamente la respuesta de los cultivos a los herbicidas. Por ejemplo, el
maiz es relativamente insensible a la atrazina debido a su eficiente sistema de detoxificacién que
involucra una reaccién del herbicida con el glutation (tripéptido protector) y posterior transporte a
la vacuola de la célula (Markwell et al., 2015).

La duracién de la accién de este herbicida es de 2 a 6 meses, ya que es estable en condiciones
neutras y levemente acidas y alcalinas del suelo (CASAFE 2013).

Complejo liberador del Oxigeno (OEC)

Figura 2. Organizacion de los fotosistemas en la membrana interna de los cloroplastos (McGraw Hill, 2007).

En nuestro pais se comercializan dos formulaciones de atrazina, una suspensidon acuosa
concentrada (SC) con 50% de concentracion de atrazina P/V (liquida), y otra de granulos
dispersables en agua (WG) con 90% de concentracion de atrazina P/P (sdlida) (Tabla 1).

En cuanto al uso de atrazina en nuestro pais, datos publicados por CASAFE en 2010 indican que en
2009 el herbicida fue el segundo mas utilizado con 7.602.180 litros, luego del glifosato con
186.471.062 litros. Numerosas empresas comercializan actualmente este producto con mas de 15
marcas comerciales.

12



Tabla 1. Marcas comerciales, empresas, nimeros de inscripcion en SENASA, formulacién, concentracién de la droga y
clase toxicoldgica de la atrazina en Argentina.

ATRANEX 90 WG MAGAN ARGENTINA 36762 WG 90% \Y
ATRAPLUS ZAMBA NIDERA 36176 WG 90% \Y
ATRAZINA 50 NUFARM NUFARM 34471 SC 50% \Y
ATRAZINA 90 WG NUFARM NUFARM 37154 WG 90% \Y
ATRAZINA DOW AGROSCIENCES DOW AGROSCIENCES 32957 SC 50% \Y
ATRAZINA ZAMBA NIDERA 33712 SC 50% 1]
GESAPRIM 90 WDG SYNGENTA 31220 WG 90% \Y
H - ATRAZINA 50 YPF 36131 SC 50% \Y

Las dosis utilizadas segun la formulaciéon al 90% varian segun el cultivo, la especie y estado
fenolégico de las malezas a controlar, tipo de suelo, manejo agricola del lote y zona del pais,
fundamentalmente. Segun estos factores las dosis varian entre 0,9 y 3,3 kg ha™. Esta formulacion
se mezcla con agua y se aplica con equipos convencionales de arrastre o autopropulsados, con un
caudal no menor a 80 litros ha™ utilizando picos de abanico plano para lograr 30 a 40 gotas cm?. Al
momento de la aplicacidn es necesario que el suelo posea, en los primeros centimetros, un
contenido de humedad préoximo al 80% de la capacidad de campo. Las aplicaciones pueden
realizarse sobre toda la superficie cultivada (tratamientos totales) o bien en bandas de ancho
variable segun el cultivo, centradas sobre la linea de siembra (tratamiento en bandas). Para todos
los cultivos recomendados, entre la ultima aplicacién y la cosecha deberan transcurrir 45 dias
(periodo de carencia) (CASAFE 2013; http://www.syngenta.com.ar/).

Debido a su persistencia la atrazina posee restricciones agrondmicas de uso. En campos con
cultivos tratados con dosis superiores a 2,7 kg ha (PC 90%) 6 4 | ha (PC 50%) es recomendable
volver a cultivar solamente sorgo o maiz. Cuando las dosis empleadas han sido menor a 2,7 kg ha
(PC 90%) 6 4 | ha (PC 50%), deberdn transcurrir de 4 a 6 meses para implantar cualquier otro
cultivo distinto de sorgo o maiz. Las personas no deben reingresar al area tratada hasta que el
producto haya secado la superficie de las hojas (CASAFE 2013).

En cuanto a la informacién toxicoldgica del producto formulado al 90 %, utilizado en este estudio,
se clasifica como un producto clase IV (producto que normalmente no ofrece peligro), segun
Clasificacion Toxicoldgica de los Productos Fitosanitarios, resolucion 302/2012, Articulo 82
(www.minagri.gob.ar); segun CASAFE, la DL 50 oral aguda en ratas es mayor a 2000 mg kg?, y la DL
50 dermal aguda en conejos es mayor a 2000 mg kg. Es moderadamente téxico para peces: CL50
(96 hs) = 4,4 mg I ("Trucha arco iris"); moderadamente tdxico para aves: DL50 = 940 mg kg™ peso
corporal, y virtualmente no téxico para abejas. Los datos son concordantes con los publicados por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1990. Es considerado no irritante dermal ni ocular y
no sensibilizante dermal. No se reconoce antidoto especifico y ante intoxicacion se debe aplicar
terapia sintomatica (CASAFE 2013).
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La atrazina es uno de los herbicidas mds utilizados en el mundo, para la produccién de distintos
cultivos desde hace 50 afos aproximadamente. Las caracteristicas fisico quimicas del herbicida
mencionadas con anterioridad como solubilidad, movilidad, persistencia, tiempo de vida media
deteminan que segun sean las caracteristicas de suelos donde se aplique y las précticas agricolas
utilizadas, sea posible encontrar atrazina en cuerpos de agua superficiales o subterrdneas por lo
gue se la considera, desde hace tiempo, un potencial contaminante (Kahn y Saidak, 1981;
Winkelman y Klaine, 1991; Gonzalez Marquez y Hansen, 2009; Saavedra, 2012).

En 1970, Kaufman y Kearney indicaron la importancia de conocer los mecanismos de degradacién
guimico, fisico y microbiano que actuan sobre los productos triazinicos y sus residuos por razones
de salud publica y de indole ambiental.

La inactivacidn del producto herbicida original a través de la formacion de varios metabolitos no
siempre resulta en la pérdida de toxicidad de la molécula original. Ha sido demostrado que la
persistencia y acumulacién de metabolitos de atrazina puede ser causa de contaminacion de
suelos afectando cultivos, ya que tanto DEA (desetilatrazina) como DIA (desisopropilatrazina)
pueden resultar fitotoxicos (Kaufman y Kearney, 1970; Khan y Saidak, 1981; Winkelmann y Klaine,
1991).

La degradacidn de la atrazina en agua ocurre en menor medida y de manera mas lenta de la que se
produce en el suelo (Guillén Garcés et al., 2007), de alli la importancia de evitar que este producto
como sus metabolitos lleguen a aguas superficiales y subterrdneas. Se ha detectado, tanto su
compuesto original como sus metabolitos, en suelos y aguas superficiales y subterraneas (Sanchez
Camazano et al., 2005), por lo que investigadores y organismos internacionales de gestién
ambiental han comenzado a preocuparse por el riesgo de toxicidad que pudiera ocasionar a la
poblacion el consumo de agua potable con presencia de atrazina y/o sus metabolitos. Esto ha
llevado a que el uso de este herbicida se haya restringido en Estados Unidos y haya sido prohibido
en varios paises de Europa (Winkelmann y Klaine, 1991; Martinez Perez, 1996; Fuentes et al.,
2003; Sanchez Camazano et al., 2005; Hansen et al., 2013).

Sanchez Camazano et al. (2005) relevaron aguas superficiales y subsuperficiales de areas maiceras
bajo riego en la region de Castilla-Ledn, Espafia, y en la mayoria de los sitios encontraron
concentraciones de atrazina que iban de 0,04 a 4,85 pg L.

Los dafios que puede causar atrazina y sus metabolitos sobre la salud humana adn no estan
determinados fehacientemente. Sin embargo, diversos estudios realizados con animales en
laboratorio dan cuenta de alteraciones generadas al estar expuestos a la atrazina. Algunos de ellos
sugieren que atrazina es un disruptor enddcrino; estos efectos se han observado en ratas de
laboratorio y en altas dosis. Stoker et al. (2000 y 2002) confirmaron que tanto atrazina como sus
metabolitos clorados generan retrasos en el inicio de la pubertad y alteraciones en érganos
reproductivos de ratas Winstar (Rattus norvegicus). Por otra parte, a bajas dosis, también en

14



estudios de laboratorio, se han detectado alteraciones sexuales (génadas anormales,
hermafroditismo, etc.) en anfibios (Hayes et al., 2002).

En referencia a la salud humana la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (USEPA)
establece para un adulto de 70 kg de peso una ingesta diaria de 2 litros de agua, si la misma
contiene hasta 0,003 mg L™ (3 ug L?). Si bien, no hay evidencias en humanos y existe una evidencia
limitada en animales, la EPA califica a la atrazina como “posible carcinégeno humano” (categoria
C) y ha comenzado a revisar diversos estudios epidemiolégicos de cancer relacionados con
atrazina. También, la EPA sugiere que atrazina podria ser un agente causal de problemas cardiacos
y reproductivos (EPA 816-F-09-004, 2009).

Por otra parte, las pruebas obtenidas en muy diversos estudios de genotoxicidad indican, en su
conjunto, que la atrazina no es genotodxica. El Centro Internacional de Estudios sobre el Cancer
(CIC) ha concluido que la atrazina no es clasificable con respecto a su capacidad cancerigena en el
ser humano (Grupo 3). A partir de 1993 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecié un
valor de referencia basado en efectos sobre la salud para la atrazina de 0,002 mg L™ (2 pg L?)
(OMS, 2006).

1.2 - Atrazina en el suelo

1.2.1 - Adsorcion de atrazina en el suelo

Una vez aplicada al suelo la atrazina se puede encontrar disponible, adsorbida, transformada o
degradada a compuestos intermedios (metabolitos), o mineralizada.

En la zona donde se llevd a cabo este estudio, la vida media de este herbicida varia de 12 a 154
dias, la velocidad de degradacién decae con la profundidad y en consecuencia se incrementa el
tiempo de vida media (Hang y Nasseta, 2003).

La retencién de atrazina a la fraccién sélida del suelo es un proceso clave que puede provocar una
reduccion de la disponibilidad y de la tasa de mineralizacion. Este proceso es favorecido por el
contenido de carbono y arcillas del suelo (Fuentes et al., 2003; Hang y Nasseta, 2003). El herbicida
puede permanecer ligado al suelo en forma de residuos de baja disponibilidad. Sin embargo, este
proceso es reversible y la fraccién estabilizada de la molécula del herbicida puede ser liberada
lentamente con el tiempo afectando a organismos no objetivos en distintos ambientes. Este
comportamiento depende de la cantidad de compuesto que se va liberando a la solucién del suelo
y a la sensibilidad de los diferentes organismos. Si los cultivos en rotacién son sensibles al
herbicida es de esperar presencia de fitotoxicidad (Fuentes et al., 2003).

Por otro lado, puede considerarse la adsorcion como una forma de atenuar los riesgos de

contaminacion de aguas subterrdneas (Hang y Nasseta, 2003). La formacion de residuos no

extraibles también constituye un importante proceso abidtico de atenuacién del impacto de la
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atrazina, particularmente en suelos con elevado contenido de materia organica y de arcilla
(Saavedra, 2012).

La estimacién del indice de adsorcién de atrazina (Kd) para los suelos de Cérdoba fue realizado por
Becerra et al. (2012). Estos autores encontraron valores de Kd que van de 0 a 4,42 L kg™ (Figura 5).
Los valores de Kd mas elevados se encuentran en la zona Este de la provincia asociados a
contenidos moderados de materia organica y arcillas. En contraposicion los valores de Kd mas
bajos se encuentran al Suroeste y Noroeste de la provincia asociados a contenidos de arcillas y
materia organica relativamente bajos (Becerra et al., 2012).

Zona / Kd (g L-1)

L 1r=1a

[ ]2rm11-45
3/1,51.9
4/18-25

Figura 3. Areas de capacidad diferencial de adsorcién de atrazina (Becerra et al., 2012).

1.2.2 - Degradacion de la atrazina

La principal via de degradacién de atrazina es la microbiana a través de la ruptura del anillo s-
triazinico, siendo los principales productos de degradacién los metabolitos desetilatrazina y
desisopropilatrazina. Esta via predomina en aquellos suelos considerados “adaptados”, que son
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aquellos suelos que han recibido repetidas aplicaciones del herbicida en el tiempo (Radosevich et
al., 1995; Saavedra, 2012). Otra via de degradacidén es la degradacién quimica, la cual se produce
fundamentalmente por hidrdélisis generando hydroxiatrazina como metabolito, sobre todo en
aquellos suelos considerados “no adaptados”, o sea, sin historia de aplicacién de atrazina (Khan y
Saidak, 1981; Fuentes et al., 2003; Saavedra 2012).

La mineralizacidn microbiana contribuye significativamente a la degradacién de los metabolitos de
la atrazina reduciendo su disponibilidad para plantas y organismos (Winkelmann y Klaine, 1991).

En el siguiente esquema (Figura 6) se pueden observar las diferentes vias de mineralizacion de la
atrazina: via hidrolitica, via oxidativa-hidrolitica y via del dcido cianurico. Se pueden observar los
pasos enzimaticos que catalizan la conversidn de atrazina al intermediario comun del acido
cianurico. Las enzimas que participan en las vias son: AC, atrazina clorohidrolasa (AtzA, TrzN);
HAEA, hidroxiatrazina etilaminohidrolasa (AtzB); IAIA, N-isopropilammelida
isopropilamidohidrolasa (AtzC, TrzC); AM, atrazina monooxigenasa (ThcB, AtrA); TC, s-triazina
clorohidrolasa (TrzA); DEAM, desetilatrazina monooxigenasa; DIHA, desisopropilhidroxilatrazina
amidohidrolasa; EAA, N-etilammelida amidohidrolasa, TH, s-triazina hidrolasa (TriA); CAH, acido
cianurico hidrolasa (AtzD, TrzD); BH, biuret hidrolasa (AtzE);AH, alofanato hidrolasa (AtzF, TrzF)
(Hansen et al., 2013).

La degradacion de atrazina de origen microbiano estd relacionada con la frecuencia de aplicaciéon
de la misma y se ha demostrado la posible adaptacién de la microflora del suelo a la degradacidn
de la atrazina después de sucesivas aplicaciones (suelos “adaptados”). La presion provocada al
incorporar un determinado sustrato en forma reiterada sobre una fraccion de la poblacidn
microbiana estimula el desarrollo de un sistema enzimatico que permite la degradacién completa
del sustrato generando mayor biodegradaciéon o mineralizacidon acelerada (Hang et al., 2003;
Saavedra, 2012). Las bacterias atacan los sustratos solubles de modo que cualquier proceso que
reduzca la disponibilidad como lo es la adsorcién reduce la mineralizacion (Hang y Nasseta, 2003).

La actividad microbiana varia durante el afio y es sensible a las condiciones de temperatura y
humedad del suelo (Barriuso y Houot, 1996; Abdelhafid et al., 1999; Cheyns et al., 2011; Saavedra
2012). Cuanto mayor es la temperatura y la humedad mayor es la velocidad de reaccién y por
tanto mayor es la constante de degradacion y menor es la vida media del producto (Martinez
Perez, 1996).
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La rapida mineralizacion del anillo de triazina pareciera suponer el desarrollo de microorganismos,
fundamentalmente bacterias y hongos, que lo utilizan como fuente de nitrégeno (Entry et al.,
1995; Abdelhafid et al., 1999). Radosevich et al. (1995) lograron aislar de un suelo enriquecido
con atrazina una bacteria (M91-3, gram negativa), capaz de degradar este herbicida a través de la
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escision del anillo triazinico. Esta bacteria utilizd atrazina como Unica fuente de carbono y
nitrégeno asi como una variedad de derivados de la misma como fuentes de nitrégeno. El
organismo era capaz de realizar la mineralizacidén parcial del herbicida dando como resultado CI’,
NH4*, CO,, biuret, urea y un metabolito no identificado. Bajo condiciones aerdbicas, fuentes
exdgenas de NHs" y NOs™ no estaban directamente relacionadas en la regulacion de los genes de
degradacion y mineralizacion de atrazina. Pero bajo condiciones anaerdbicas, el compuesto se
degradd a tasas reducidas y la degradaciéon era completamente inhibida cuando el medio se
suplementod con NH,".

Mandelbaum et al. (1995) demuestran en su trabajo que Pseudomonas sp. metaboliza atrazina al
utilizarla como fuente de nitrogeno durante su crecimiento. En tanto, Tafoya Garnica (2008) logré
aislar en suelos con cultivo de maiz y aplicacidon de atrazina una comunidad microbiana capaz de
utilizar eficientemente la atrazina como fuente de nitrégeno y carbono, logrando la mineralizacidén
casi total del herbicida. Esta comunidad estaba compuesta por distintas cepas pertenecientes a los
géneros Microbacterium, Xantomonas, Massilia, Klebsiella, Sphingomonas, Ornithinimicrobium,
Stenotrophomonas y Ochrobactrum. Esto es ambientalmente significativo en el contexto de
aplicaciones potenciales de estos organismos para ser utilizados en la biorremediacién de
ambientes contaminados (Sene et al., 2010).

En la superficie del suelo las condiciones favorecen la degradacion y retencion del herbicida, pero
el comportamiento del subsuelo es mas dificil de predecir y existen resultados controvertidos. Sin
embargo, Hang y Nasseta (2003) determinaron que la degradacion de la atrazina decrece con la
profundidad en diferentes perfiles de suelo. Este comportamiento implicaria un riesgo de
contaminacidn de aguas sub superficiales.

1.3 - Nitrégeno (N)

1.3.1 - Conceptos generales

El nitrégeno (N) es un elemento quimico y se encuentra en estado gaseoso (diatdmico) a
temperatura y presién ordinaria. El 78% del nitrégeno estd presente en la atmdsfera terrestre y en
su forma elemental es relativamente inerte (Pacheco Avila et al., 2002). La atmédsfera sirve como
un reservorio desde el cual el nitréogeno es constantemente removido por la accidon de las
descargas eléctricas y por la fijacién de bacterias y cianobacterias (Garcia, 1996).

El nitrogeno es el componente principal de la enzima rubisco responsable del proceso fotosintético
en las plantas, por lo que es central en los procesos de crecimiento y desarrollo de los cultivos. Es
esencial para la formacion de aminoacidos, proteinas, enzimas, nucleoproteinas, acidos nucleicos,
asi como también de las paredes celulares y clorofila en los vegetales. Las proteinas del cuerpo de
los animales muertos y las plantas son convertidas en el suelo en gran medida a amonio por la
accion de las bacterias saprofitas bajo condiciones aerdbicas o anaerdbicas. Sin embargo, algo de
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nitrégeno permanece como materia no digerible y pasa a ser parte del del humus (fraccion estable
de la materia organica del suelo). El amonio liberado, puede ser usado por las plantas para
producir proteinas, pero si se libera en exceso es oxidado por bacterias nitrificantes autdtrofas del
grupo nitrosomonas y lo convierten a nitrito. Los nitritos son oxidados a nitratos por bacterias del
grupo nitrobacter (Garcia, 1996; Pacheco et al., 2002; Antonini et al., 2008). Los microorganismos
juegan un rol importante en el ciclo del nitrégeno en el suelo. Alrededor del 90% del nitrégeno
total de los suelos esta en forma organica no disponible. El nitrégeno orgdnico en el suelo puede
ser convertido por actividad microbiana a ion amonio por el proceso de amonificacién. La
amonificacion depende de la temperatura, aireacién y el pH del suelo. El siguiente paso en la
reaccién del nitrégeno es la nitrificacion, que es un proceso de oxidacidn microbioldgica del ion
amonio a la forma de nitrato. Esto ocurre rdpidamente bajo condiciones aireadas con una
temperatura entre 15 a 30°Cy un pH de 6,5 a 7,5. Entre las numerosas reacciones de oxidacién y
de reduccién la nitrificacion por bacterias, hongos y organismos autétrofos se puede expresar
como:

NHz*+ 1% 0, € 2H* + NO, "+ H,0

Las bacterias nitrificantes capaces de oxidar el NHs* a NO; -, son principalmente del género
Nitrosomonas (Nitrosobacteriaceae, orden Pseudomonadales), aunque se conocen otros géneros
gue pueden realizar este proceso. Estas bacterias son meséfilas y toleran un amplio rango de
temperaturas (1 a 37°C), y muestran un crecimiento éptimo a un pH préximo a la neutralidad.
Posteriormente el nitrito se oxida a nitrato:

2NO; - + 02 - 2NOs

En los suelos el movimiento de los nitratos depende de la cantidad de agua que infiltra en ellos y el
contenido de humedad depende de la precipitacidn, porosidad y permeabilidad. Asi también, los
nitratos pueden ser reducidos a nitrégeno gaseoso por microorganismos mediante el proceso
Ilamado desnitrificacidn. La desnitrificacién bacteriana consiste en la reduccién bioquimica de los
aniones de nitrégeno oxidados (NOs; y NO;). Los pasos generales de este proceso son los
siguientes:

NO; > NO, > N, O-> N,

Por otra parte, bacterias anaerdbicas facultativas, de los géneros Pseudomonas, Achromobacter,
Escherichia, Bacillus y Micrococcus, pueden usar el nitrato como aceptor exégeno terminal de H*
en la oxidacion de los substratos organicos (Pacheco et al., 2002).

Como se observa la principal fuente de nitrégeno (N) para las plantas es a través de la
mineralizacion de la materia organica del suelo, a partir de la cual se genera amonio (NHs*) y
nitrato (NOs’). EI N llega a las raices de la planta a través del proceso denominado “flujo masal” o
transporte en la solucion del suelo siguiendo un gradiente hidrico. La planta puede absorber N
tanto bajo la forma de nitrato como de amonio. La absorcién del nitrato se realiza contra un
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gradiente electroquimico, lo cual implica un gasto de energia metabdlica (ATP). La absorcion de
amonio se realiza a través de mecanismos pasivos sin gasto de energia (Uhart y Echeverria, 1997).

En el siguiente esquema se representan las principales vias que sigue el nitrégeno en su ciclo:

RESIDUO NG — ——
DIGERIBLE ( w

- e
— -

Figura 5. Ciclo del nitrégeno.
Nota: Extraido de Sawyer y McCarty, 1978.

Desde la perspectiva agricola el ciclo del nitrégeno se puede esquematizar de la siguiente forma:
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Figura 6. Representacion del ciclo del nitrégeno en ecosistema agricola
Nota: Aristizabal Gutiérrez et al., 2012

Los residuos organicos en el suelo son descompuestos por la biomasa microbiana presente en el
suelo y/o los residuos. Parte del carbono (C) en la descomposicién de residuos es liberado como
dioxido de carbono (CO,) y otra parte es asimilada por la biomasa microbiana involucrada en el
proceso de descomposicidn. Para que ocurra la asimilacién del carbono, el nitréogeno también
debe ser asimilado en cantidades determinadas por la relacién C:N de la biomasa microbiana. Si la
cantidad de N presente en la descomposicién de residuos organicos es superior a la requerida por
los microorganismos existird mineralizaciéon neta con liberacidn de N inorganico. Si la cantidad de
N en el residuo es igual a la cantidad requerida existirda un equilibrio entre las tasas de
mineralizacion e inmovilizacién de N. Por el contrario, si la cantidad de N presente en el residuo es
menor que la requerida por la biomasa microbiana, el N inorganico adicional serd inmovilizado y
se obtendra a partir del N presente en forma inorganica en el suelo para poder completar el
proceso de descomposicidn. El punto de equilibrio entre la mineralizacién y la inmovilizacidn neta
de N puede ser encontrado con valores entre 20-40 de C:N (Cabrera, 2007).

1.3.2 - Fertilizacidn nitrogenada en la produccion agricola

Los altos requerimientos de N por las plantas cultivadas convierten a este nutriente en un factor
limitante. Los suelos de las regiones semiarida y sub humeda pampeana Argentina se caracterizan
por su bajo contenido de nitrégeno. El avance de la agricultura y los procesos de degradacion
originados por el excesivo laboreo del suelo acentlan esta deficiencia dado que los primeros
centimetros son los mas fértiles. En la dinamica de este nutriente en el suelo, el nitrégeno

22



organico y los nitratos son las formas mas importantes a tener en cuenta en la productividad de
los cultivos (Antonini, 2008).

La fertilizacidén nitrogenada es una practica agricola habitual en la produccién de maiz debido a los
altos requerimientos del cultivo. En condiciones de riego y fertilizacion, el cultivo de maiz absorbe
entre 240 y 320 kg ha' de N. Las tasas maximas de absorcidon de N en el periodo de rapido
crecimiento pueden variar entre 2,7 v 3,7 kg ha™ por dia, y ocurre en el periodo comprendido
entre V5 y R4-R5, o sea entre los 25 y los 120 dias después de la emergencia (Uhart y Andrade,
1995; Uhart y Echeverria, 1997). La fertilizacion nitrogenada favorece el aumento de los
rendimientos del cultivo de maiz, cuyos hibridos comerciales actualmente tienen potenciales de
rendimiento hasta de 14000 kg ha™ en condiciones de secano, con mayor respuesta a la
fertilizacidon en las regiones cuyos suelos contienen bajos niveles de nitrégeno (Alvarez et al.,
2009). Fontanetto y Keller, (2006) determinaron en suelos con 2,8% de materia organica
rendimientos de entre 6000 y 7000 kg ha™ sin fertilizacion nitrogenada, mientras que el agregado
de 100 kg ha™ produjo un incremento de rendimiento de 3000 kg ha™. La fertilizacién nitrogenada
produce incrementos sobre el rendimiento a través de sus componentes: peso de 1000 granos,
tamano de espiga, granos por metro cuadrado y peso hectolitrico (Copperi et al., 2010).

El N es un elemento soluble, por ello en sistemas de siembra directa es conveniente realizar su
aplicacion cercana al momento de mayor requerimiento y determinacion de los componentes del
rendimiento. Este momento depende del cultivo. El cultivo de maiz comienza a definir su
rendimiento alrededor de 4-6 hojas, estado fenoldgico V4 a V6, coincidentemente con el comienzo
de gran demanda del nutriente. La fertilizacidn a la siembra es mds riesgosa ya que esta sujeta a la
posibilidad de pérdidas antes del momento de mayor demanda de N por el cultivo. Por lo tanto, la
fertilizacidn posterior a la siembra e inmediatamente antes de que comience el consumo es una
practica recomendada (Below, 2002; Barbieri et al., 2003).

Las fuentes nitrogenadas disponibles actualmente en el mercado argentino incluyen la urea (46%
de N), el amoniaco anhidro (82% N), el nitrato de amonio (34% N), el nitrato de amonio calcareo o
CAN (27% N), el liquido UAN (30% N) y el sulfato de amonio (21% N), entre otros. También se debe
tener en cuenta que fertilizantes fosfatados como el fosfato di amdénico o mono aménico aportan
nitrégeno, aunque en menor proporcién. Los fertilizantes nitrogenados son en su mayoria
solubles, y una vez aplicados al suelo se incorporan a la fraccion de nitratos y/o amonio (Garcia,
1996).

La respuesta del cultivo a la fertilizacién nitrogenada en siembra directa (SD) depende de una serie
de factores como son: nivel de nitrégeno orgdnico y mineral del suelo, relacion C:N del suelo,
actividad de la microflora que interviene en la mineralizacién, cultivos antecesores (rotacion),
duracion de los barbechos, abastecimiento de aire, agua y nutrientes no nitrogenados,
problematicas fisicas por salinidad o sodicidad, caracteristicas climaticas, niveles de humedad y
temperatura, técnicas culturales correctas como fecha y densidad de siembra, control de malezas
y enfermedades, y labores culturales en general; potencial genético del cultivo, adaptabilidad del
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hibrido seleccionado a las condiciones ambientales del lugar; dosis, momento, fuente y forma de
aplicacion (Antonini et al., 2008; Rimski Korsakov et al., 2010; Romano y Bono, 2011; Garcia et al.,
2013).

1.3.3 - Consideraciones ambientales

El consumo de fertilizantes nitrogenados en argentina se ha incrementado en los Ultimos afios. En
1993 el consumo de fertilizantes nitrogenados era de 117 mil tn de N mientras que en el afio 2012
fue de 727 mil tn. De la informacidn disponible sobre el consumo de fertilizantes, se deduce que
los cultivos de trigo, cebada, maiz y sorgo son los mas fertilizados. Las dosis promedio oscilan
entre los 43 y 76 kg de N ha™. A pesar del incremento observado en el consumo de fertilizantes
nitrogenados, en maiz la relacién aplicacion/remocidn muestra un balance negativo, lo cual indica
qgue el cultivo se abastece del N disponible en el suelo incrementando el balance negativo del
nutriente (Antonini et al., 2008; Garcia et al., 2013).

De acuerdo con la Segunda Comunicacidon Nacional del Gobierno Argentino a la Convencidon Marco
de las Naciones Unidas sobre Cambio Climatico en el aflo 2000, el uso de fertilizantes nitrogenados
contribuyd en un 12 % de la emision de N,O segun estimaciones considerando las directrices del
Panel Intergubernamental para el Cambio Climatico (IPCC). Este porcentaje se habria mantenido
estable hacia 2012 dadas las compensaciones de aumento de uso de fertilizantes nitrogenados y
los cambios en las directrices del IPCC. Para disminuir el balance negativo de N del suelo por la
produccidn de cultivos Argentina debe incrementar el uso de fertilizantes nitrogenados para
alcanzar las metas de produccidn. No obstante, el incremento de la fertilizacion nitrogenada debe
asegurar un uso eficiente del N bajo condiciones actuales de trabajo y a futuro una disminucién de
las emisiones de N,O por unidad de producto. Desde el punto de vista ambiental el N estd
involucrado tanto en la emisiéon de N,O como también en la contaminacidn de aguas superficiales
y subterrdneas debido al lavado y escurrimiento de nitratos. La eleccién correcta de la dosis,
fuente, momento y ubicacién permitird maximizar la produccién, aumentar la eficiencia de uso de
los fertilizantes nitrogenados por los cultivos, mantener y/o mejorar la fertilidad de los suelos y
evitar problemas de contaminacidn de aguas, suelos y aire (Garcia et al., 2013).

1.4 - Atrazina y nitrégeno

La aplicacién de atrazina y de fertilizantes nitrogenados en forma conjunta en el tiempo, son
practicas agricolas habituales en el cultivo de maiz bajo siembra directa en la region pampeana
argentina (Ferreyra y Piatti, 2012; Ferreyra, 2015). A su vez, la degradacion de atrazina por parte
de los microorganismos del suelo estd regulada por la disponibilidad de nutrientes (Garcia
Gonzalez et al., 2003). En suelos adaptados la mineralizacidon de atrazina tiene una correlacion
negativa con el contenido de nitrégeno mineral del suelo (Abdelhafid et al., 2000) y la aplicacién
de N como fertilizante provocaria la inhibicién de la mineralizacion de atrazina, afectando la
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constante de degradacién y la proporcidn de herbicida mineralizado (Guillén Garcés et al., 2007),
ya que los microorganismos del suelo utilizan los fertilizantes como fuentes de carbono y
nitrégeno mas disponibles en lugar de emplear los mismos elementos contenidos en la molécula
de atrazina (Abdelhafid et al., 2000; Garcia Gonzalez et al., 2003). Esta inhibicion no es absoluta en
concentraciones agronémicas del fertilizante nitrogenado, y la vida media del herbicida se
incrementa a medida que aumentan las concentraciones de nitrogeno de fertilizantes y si estas
son excesivas la mineralizacién puede ser anulada totalmente (Guillén Garcés et al., 2007). Al
analizar los resultados de degradacién de atrazina en el suelo y en el agua, Guillén Garcés et al.
(2007) observaron que la degradacidn de atrazina es inversamente proporcional a la cantidad de
fertilizante nitrogenado aplicado, y que esa degradacidn es menor aun en medio liquido en
relacién al suelo, ya que en el medio liquido el nitrogeno se disuelve totalmente y esta mas
disponible para los microorganismos, lo que explicaria la mayor persistencia de atrazina en aguay
el riesgo de contaminacidn que esto significa.

Abdelhafid et al. (2000) observaron el efecto de la disponibilidad de nitrégeno en la degradacion
de atrazina en dos suelos diferentes (adaptado y no adaptado), utilizando distintas fuentes de
nitrégeno, donde la dosis de nitrégeno mineral fue de 2500 ppm y una dosis agrondmica de
atrazina. La degradacidn de atrazina en este estudio decayé con la adicidn de nitrégeno y el efecto
fue mayor cuando se emplearon fuentes con nitrégeno mineral.

Por otra parte, el riesgo que de por si representa la presencia de atrazina en agua,
fundamentalmente de consumo humano, se ve aumentado cuando simultdneamente esas aguas
presentan un alto nivel de N proveniente del uso de fertilizantes (Radosevich et al., 1995;
Abdelhafid et al., 2000; Garcia Gonzalez et al., 2003; Guillén Garcés et al., 2007).
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo General
Estudiar la evolucion temporal de atrazina y sus metabolitos de degradacién en relacion a la

fertilizacidn nitrogenada en el cultivo de maiz, en un suelo argiustol tipico del departamento
Coldn, provincia de Cérdoba, Argentina.

2.2 - Objetivos Especificos
1. Determinar las caracteristicas del suelo donde se realizard el estudio.
2. Cuantificar la degradacidn de la atrazina y sus metabolitos, desetilatrazina y

desisopropilatrazina, durante el ciclo de cultivo de maiz (Zea mays L.) en relacién a la
aplicacion de nitrégeno como fertilizante.
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3 - CARACTERIZACION DEL AREA DE ESTUDIO
3.1 - Ubicacion y caracterizacion

3.1.1 - Ubicacidn del establecimiento

La estancia “El Arenal de San José” se halla en la pedania Cafas, del departamento Coldn,
provincia de Cérdoba, Argentina (Figura 7), a 10 km al Este de la localidad de Jesus Maria, sobre el
denominado “camino a Nintes”, a una altura sobre el nivel de mar de 530 m. Se encuentra
atravesada de Oeste a Este por el Rio Jesus Maria. Sus coordenadas son 30° 59°12.29” Sur y 64°
00720.97” Oeste.

GAscochinga
‘Ea EllArenallde San Jose

JesusgnMaria

La Granja

"Col. Caroya

YAgualde Oro

G()()‘}_g[e earth

Figura 7. Ubicacidon de la Estancia “El Arenal de San José”.

3.1.2 - Caracteristicas productivas del establecimiento

El establecimiento estd dedicado a la produccién agricola de granos y semillas de maiz (Zea mays
(L.)), soja (Glycine max (L) Merr.), sorgo (Sorgum spp.), garbanzo (Cicer arietinum (L.)), trigo
(Triticum aestivum (L.)) y distintas variedades de porotos (Phaseolus spp., Vigna spp., etc). La
superficie total del predio es de 790 has con 730 has aprovechables. El 60 % de la superficie
aprovechable tiene posibilidad de ser regada por aspersiéon mediante equipos de pivot central
trasladables para regar distintas posiciones de los diferentes lotes. Sin embrago, el ensayo de la
tesis se llevd a cabo bajo condiciones de secano. El campo se encuentra bajo siembra directa
desde 19 afios con rotacidon de cultivos y aplicacion de agroquimicos para el control de plagas,
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malezas y enfermedades como también de fertilizantes de sintesis quimica fundamentalmente
aquellos que aportan nitrégeno y fosforo.

Figura 8. Imagen lote de maiz del ensayo y lote de soja aledafio

En cuanto a los productos fitosanitarios, los principios activos mas comunmente utilizados en el
establecimiento son:

HERBICIDAS
o Glifosato en sus diferentes formulaciones
Atrazina
Matolacloro
2,4-D Salamina (no volatil)
Picloram
Metsulfurdn
Flumioxazin
Sulfentazone
Imazetapir

O O O O O O O O

INSETICIDAS

o Piretroides varios
Tiametoxam
Lufenuron
Profenofos
Metoxifenocide

Rynaxypyr

O O O O O

28



FUNGICIDAS

o Azoxistrobin

o Ciproconazol

o Pyraclostrobin

o Epoxiconazole

o Boscalid
En los ultimos afios el establecimiento ha sufrido las consecuencias del mal manejo de la cuenca
media del Rio Jesus Maria aguas arriba y por tal motivo se produjeron desbordes del rio,
anegamientos, acumulacién de capas superficiales de arena y greda, erosion hidrica y formacién
de carcavas, ademds de la pérdida de cultivos implantados y por consiguiente pérdida de
productividad de los suelos.

3.2 - Suelo

El suelo donde se realizo el presente trabajo corresponde a la serie Barranca Yaco, segun estudios
realizados por el Plan Mapas de Suelos de la Provincia de Cérdoba, Convenio INTA-SEAG (2003).

La parcela se encuentra 1700 metros al norte del Rio Jesus Maria, el suelo esta clasificado como
Argiustol tipico. Son suelos de origen aluvial que se desarrollaron a partir de materiales que han
sido depositados por una multiplicidad de vias de escurrimiento con caracter esporadico y
estacionario (Carta de suelos de la Republica Argentina, 2003). Se trata de un suelo bien drenado,
con buena retencion de humedad y con un horizonte superficial Ap de 22 cm de espesor, franco
limoso y con buena estructura original. Continda hacia abajo el horizonte Bt enriquecido en arcillas
iluviales que se extiende hasta 40 cm de profundidad de textura franco arcillo limosa, estructurado
en prismas de expresion moderada. Luego continda el horizonte de transicion BC y C vy
posteriormente a los 78 cm de profundidad aparece el horizonte Ck franco limoso masivo con
carbonato de calcio.

3.3-Clima

El clima de la zona de estudio es de tipo continental con régimen hidrico monzdnico, es decir que
la mayor cantidad de precipitaciones ocurren durante la estacion mas calida, concentradas en
verano y escasas en invierno. Segun Thornthwaite el drea de estudio posee un clima subhumedo
seco, mesotermal, sin exceso de agua y baja concentracion estival de la eficiencia térmica. La
temperatura media anual es de 15,8°C, mientras que la temperatura media del mes mas calido
(enero) es de 22°C y la del mes mas frio (julio) es de 8°C. Las temperaturas minimas oscilan entre -
3°Cy -10°C, y las maximas entre 40°C y 43°C.
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3.3.2 - Precipitaciones

De acuerdo a informacién provista por INTA Jesus Maria segun datos de la ultima década y
comparandolos con el promedio histdrico existe un aumento de la precipitacién media mensual,
tendencia que se mantiene hasta la actualidad y es uno de los principales factores que ha
propiciado la expansién de la agricultura en la regién norte de la provincia de Cérdoba en los
ultimos 20 afios. En los Graficos 1y 2 y la Tabla 2 se presentan los datos de precipitaciones anuales
y mensuales promedio de la localidad de Jesus Maria situada a 530 m.s.n.m., 319 Lat. Sur, 642 10’
Long. Oeste.
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1937 1940 1943 1946 1949 1952 1955 1958 1961 1964 1967 1970 1973 1976 1979 1982 1985 1988 1991 1994 1997 2000 2003 2006

Anos

Grafico 1. Precipitacion anual para la localidad de Jests Maria (Murua, L., 2008).
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Grafico 2. Precipitacidon anual media para las décadas indicadas.
Nota: Linea, ecuacidn y R2 de la tendencia pluviométrica para la localidad de Jesus Maria (Murua, L., 2008).

Tabla 2. Promedio histérico de precipitaciones mensuales y anuales para Jesus Maria.
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Datos ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SET OCT NOV DIC TOTAL ANUAL

Promedio

PP 142,21 106,1 | 120,8| 62,8 | 23,9 [ 11,0 9,3 10,0 29,5 749 | 108,8| 137,2 836,5
histérico

El balance hidrico (Grafico 3) muestra un balance positivo acentuado a partir del afio 1997 durante
el mes de diciembre y primeros dias de enero, y luego en el mes de marzo.

s s ‘
\, —&— 1938-2006
60,0 1 -+ 1997-2006
4001 i —e—ETP

JUL AGO SET OCTNOV DIC ENE FEB MARABR MAY JUN
meses

Grafico 3. Balance hidrico para la localidad de Jesis Maria (Murua, L., 2008).
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4 - MATERIALES Y METODOS

4.1- Ensayo

El ensayo desarrollado se encuentra en el sector noreste del campo, a los 30°57'26.28" latitud Sur

y 63°59'31.68" longitud Oeste (Figura 9).

Figura 9. Ubicacion del ensayo en la Estancia El Arenal de San José.

Los puntos de muestreo dentro del lote del ensayo tuvieron las siguientes coordenadas (Figura

10):
Puntos de muestreo:

Lot(e‘Tes:\s Waestria @

1.1: 30°57'26.34"S - 63°59'31.22"0
1.3: 30°57'26.22"S - 63°59'30.18"0
2.2: 30°57'25.92"S - 63°59'28.80"0
3.1: 30°57'25.98"S - 63°59'27.72"0
3.3: 30°57'25.86"S - 63°59'26.58"0
4.2:30°57'25.62"S - 63°59'25.32"0

14
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1.2: 30°57'26.10"S - 63°59'30.60"0
2.1: 30°57'26.10"S - 63°59'29.46"0
2.3: 30°57'26.04"S - 63°59'28.44"0
3.2: 30°57'25.74"S - 63°59'27.00"0
4.1: 30°57'25.74"S - 63°59'25.98"0
4.3: 30°57'25.68"S - 63°59'24.96"0

Godgle earth

Figura 10. Ubicacién de los puntos de muestreo dentro del ensayo.



El ensayo se realizé durante la campafia 2012-2013 y se tomaron muestras de suelo obtenidas de
los primeros 5 cm de una parcela experimental con cultivo de maiz bajo siembra directa con
garbanzo como cultivo antecesor.

El sector donde se realizd el ensayo se caracteriza por su homogeneidad. Cada dos afios se
siembra maiz sobre la misma superficie debido al esquema de rotacién de cultivos. Cada vez que
se siembra maiz se realiza la aplicacion de atrazina por lo tanto es un suelo con historia de
aplicacion del herbicida. La dosis de atrazina en el ensayo como en el resto de la superficie
destinada al cultivo de maiz fue de 1 kg de producto comercial al 90% por hectarea.

El dia 9 de enero del 2013 se sembrd el hibrido de maiz SPS 2736 TDMax con una sembradora
Agrometal de 14 surcos a 52,5 cm de distancia entre surcos, inmediatamente después de la
cosecha del garbanzo, cultivo antecesor (Figura 11). Junto a la siembra del cultivo de maiz se aplicé
fertilizante Nitrocomplex en dosis de 70 kg ha™. Este fertilizante contiene 20 % de nitrégeno del
cual 8,5% es nitrico y 11,5% es amoniacal, también posee 17% de polifosfato, 3% de potasio, 4%
de azufre y 1% de magnesio. Por consiguiente, la dosis de N aplicada es equivalente a 21,5 ppm
(21500 pg kg?). Cuatro dias después de la siembra, se realizé la aplicacién de Atrazina Gesaprim
90 en dosis de 1 kg ha™. Este producto posee 90% de atrazina y 10% de materiales inertes. Para su
aplicacion se utilizd una pulverizadora de arrastre Agrinmetal con tanque de 3000 litros
empleando un caudal de 80 litros por hectdrea, con picos de abanico plano. La dosis de atrazina
aplicada fue de 1,3 ppm (1300 pg kg?) de ingrediente activo.

Figura 11. Cosecha de garbanzo, siembra de maiz y fertilizacién.
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4.2 - Disefo experimental y muestreo

El disefio experimental fue de dos factores aleatorizados. Los factores fueron:

e Factor 1 “tratamiento”: 4 niveles: “Atrazina” (A ),“Nitrogeno” (CN), “Nitrégeno y Atrazina”
(CNA) y T “Testigo” (SNA) que no recibio aplicacidn ni de nitréogeno ni atrazina.

e Factor 2 “tiempo”:0—-3—-7—-14-42-98—- 180 dias

En cada una de las combinaciones de los factores se tomaron tres repeticiones de manera
aleatoria. Se consideraron como variables respuesta de los ensayos:

e Concentracion de Atrazina, desetilatarzina y desisopropilatrazina.
e Concentracion de nitratos y nitrégeno total

El ensayo se llevd a cabo en una parcela de 3000 m? sobre un lote con historia de aplicacién de
atrazina (ultima aplicacién: finales de 2011), destinado a maiz en secano, con garbanzo como
cultivo antecesor, dividida en 4 sub parcelas de 750 m? cada una (tratamientos), especialmente
destinadas a la realizacién de este trabajo (Figura 12).

Testigo T Tratamiento Tratamiento Tratamiento
rep* 2 Nitrégeno (N) Nitrégeno + Atrazina (NA) Atrazina (A)
rep 1l rep 2 rep 2 rep2
rep 3 rep 1l rep 1l repl
rep 3 rep 3 rep3

Figura 12. Esquema de la parcela del ensayo y sus tratamientos. rep*: repeticion.

En la parcela del ensayo se tomaron muestras simples por triplicado en cada uno de los
tratamientos identificados con estacas numeradas y georeferenciados (Figura 13). Las muestras se
tomaron con muestreador de suelos (Figura 14), a una profundidad de 0 a 5 cm quitando
previamente el rastrojo. El procedimiento de muestreo que se aplicé fue el muestreo aleatorio
sistematico.

Los muestreos se realizaron durante todo el ciclo del cultivo previo a la aplicacion de atrazina
(considerado dia 0), a los 3, 7, 14, 21, 42, 98 y a los 180 dias después de la aplicacién (DDA),
cuando ya se habia realizado la cosecha.

Los muestreos se realizaron de igual forma en cada una de las 4 sub parcelas en las que se dividié
el lote: Testigo: T

Tratamiento Nitrégeno: CN

Tratamiento Nitrégeno + Atrazina: CNA

Tratamiento Atrazina : CA
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4.3 — Determinacion de parametros quimicos del suelo

El suelo del lote sobre el que se realizaron los ensayos, fue caracterizado en sus propiedades
guimicas en el Laboratorio de Suelos y Agua de INTA Manfredi. Las muestras obtenidas se secaron
al aire y se tamizaron por un tamiz de malla de 2 mm. El carbono organico (CO) fue medido por el
método de Walkley y Black, (1934), nitrégeno total por el método Kjeldahl (Bremner y Mulvaney,
1982), nitrégeno de nitratos por el método del fenoldisulfénico (Bremner, 1965), fésforo

Figura 13. |dentificacidn de tratamientos con estacas numeradas (puntos georeferenciados).

Figura 14. Muestreador de suelo con pico y tacho.

extractible (Bray y Kurtz, 1945), conductividad eléctrica (relacion suelo/agua: 1/2, 5) y pH. Para la
caracterizacién se realizd un promedio de los resultados obtenidos de los analisis de doce
muestras de suelo tomadas en el tiempo 0 (cero).
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4.4 - Determinacion de Atrazina, Desetilatrazina y Desisopropilatrazina

Para la determinacién de atrazina, DIA y DEA se utilizd6 el método de extraccién con metanol
seguido por una extraccion en fase solida, limpieza y posterior determinacion con UHPLC MS/MS
con deteccion UV. Se tomaron 5 gramos de suelo y se realizdé la extraccién con solvente
(agua:metanol). El volumen final fue de 15 mL. Una alicuota se llevé a ultracentrifuga para obtener
una soluciéon mas limpida y luego a sequedad; la determinacion final se realizé por UHPLC-MS/MS.
Se realizé con un protocolo validado (Olarte et al., 1999; Acevedo Buitrago et al., 2000; Fuentes et
al., 2003; Da Cunha et al., 2012). Los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) para estas
determinaciones se establecieron en 0,02 y 0,09 ug kg* para atrazina, 0,3 y 1 ug kg* para DIA, y
0,1y 0,4 ug kg* para DEA (Repetti et al., 2013). Los analisis de atrazina y sus metabolitos se
realizaron en el Laboratorio de Quimica de la Universidad Nacional de Santa Fe.

4.5 - Andlisis estadistico de datos

Para determinar la relaciéon de las variables estudiadas, de acuerdo al disefio experimental
planteado y las posibles diferencias entre los distintos tratamientos se realizd el analisis de la
varianza (ANOVA). El estudio de diferencias entre medias se analizé aplicando Test de Tukey. Por
otra parte, el andlisis de correlacidn lineal de Pearson se aplicd para observar la relacién entre las
concentraciones de atrazina y nitrégeno. En todos los casos se trabajé con un nivel de significacién
del 5%. Se utilizé para este analisis el programa Infostat versién 2014.
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5 - RESULTADOS y DISCUSION

5.1- Caracterizacion quimica del suelo

En Tabla 3 se presentan los resultados obtenidas de las determinaciones de las variables quimicas
gue caracterizan el suelo ensayado.

Tabla 3. Caracterizacién del suelo estudiado.

0-5cm 2,01 3,47 0,24 6,62 1,89 23,8

De acuerdo a los valores de referencia que para dichas variables posee el Laboratorio de Suelos y
Agua de la Estacién Experimental Agropecuaria de INTA Manfredi: el suelo posee buen contenido
de materia organica, muy buen contenido de nitrégeno total, pH neutro, conductividad eléctrica
baja, lo cual indica un suelo no salino y buena disponibilidad de nitrégeno de nitratos.

5.2- Caracterizacion de las precipitaciones en el periodo estudiado

La campanfa agricola 2013, se caracterizé por ser un periodo de escasas precipitaciones, al estar
debajo del promedio histdrico (Gréfico 4 y Tabla 4). En el periodo comprendido entre enero y julio
el promedio histérico acumulado es de 476,1 mm, en tanto el registrado en igual periodo del afo
2013 fue de 219 mm, es decir un déficit hidrico de 257 mm (54% menos de precipitaciones).

Precipitaciones
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Grafico 4. Precipitaciones (mm) durante el desarrollo del ensayo.
Nota: dda: dias después de la aplicacidn de atrazina.
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Tabla 4. Comparacion de precipitaciones mensuales (mm) entre el promedio histérico y la campafia.

Campaiia 2013 41 61 65 32 20 0 219
Prom. histérico 1422 106,1 120,8 62,8 23.9 1 4761
Diferencia -101,2 -45,1 -55,8 -30,8 -3,9 -11,0 257

Los muestreos 4° y 5° (M4 y M5) se realizaron sobre un perfil de suelo humedo y corresponden a
los dias 14 y 42 posterior a la aplicacién de atrazina respectivamente (Tabla 5). Los restantes
muestreos se realizaron en suelo seco. El 80% del total de las precipitaciones, ocurrieron en el
periodo comprendido entre los dias 14 y 98 dias después de la aplicacion. A la condicion de escasa
humedad se sumd la ocurrencia de elevadas temperaturas, durante el verano y el otofio en el area
de estudio. Estos aspectos podrian haber influido en los resultados de las determinaciones
realizadas y posiblemente, bajo otras condiciones, para los mismos ensayos los resultados sean
diferentes.

Tabla 5. Detalle de fechas y precipitaciones (mm) en relacién a los muestreos (M) realizados.

| Dia
|Mes 1 A 3 4 5 6 7 8 of 10| 1 121 13 14 15| o] 17

18] 19| 20| A1 21 B| 0 B[ 28 27 2 29 30| 31

Diciembre

Enero

15mm

g

10mm

16mm

Febrero

30mm

10mm |Smm

6mm

10mm

Marzo

Smm

28mm

32mm

Abril

20mm

12mm

Mayo

1Imm

9mm

Junio

Julio

5.3- Atrazina y metabolitos de degradacion

En la Tabla 6 se presentan los resultados de las determinaciones de atrazina (A). En tanto en la
Tabla 7 se presentan los resultados de las determinaciones de desetilatrazina (DEA). En ambos
casos se presentan los resultados como promedio por cada dia y tratamiento.

Tabla 6. Concentracion promedio de atrazina en suelo (ug kg?) en el tiempo en los cuatro tratamientos.

CA 0,60 2,02 5,99 88,83 0,56 0,67 0,79
CN 0,31 0,42 0,87 1,71 0,25 1,18 0,31
CNA 0,28 1,03 15,66 39,70 0,43 0,68 0,71
SNA 0,57 0,76 1,73 8,93 0,38 0,90 0,49

Nota: M: muestreo, Dia: dias después de aplicacion de atrazina, CN: con nitrégeno, CA: con atrazina, CNA: con nitrégeno
y atrazina, SNA: sin nitrégeno ni atrazina.
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Tabla 7. Concentracidn promedio de DEA en suelo (ug kg-1) en el tiempo en los cuatro tratamientos.

CA 0,00 0,77 0,64 7,71 0,45 1,09 0,51
CN 0,47 0,81 0,66 0,68 0,92 1,15 0,73
CNA 0,29 0,41 2,44 2,19 0,55 0,73 0,48
SNA 0,66 0,67 0,69 1,19 0,89 0,69 0,48

Nota: DEA: desetilatrazina, M: muestreo, Dia: dias después de aplicacion, CN: con nitrégeno, CA: con atrazina, CNA: con
nitrégeno y atrazina, SNA: sin nitrégeno ni atrazina.

Como se puede observar se detectaron atrazina (A) y desetilatrazina (DEA) en todos los muestreos
(Tablas 6 y 7). En tanto no se detectaron residuos del metabolito desisopropilatrazina (DIA) en
ninguno de los tratamientos durante el periodo estudiado, esta situacién fue descripta en los
trabajos de Olarte et al. (1999) y Acevedo Buitrago et al. (2000), quienes demuestran en sus
resultados que esto puede deberse a una elevada adsorcion de estos compuestos al suelo,
reduciendo asi su biodisponibilidad, para lo cual podrian evaluarse otros métodos de extraccion de
dicho metabolito, distintos al empleado en el presente estudio.

En relacidn a la atrazina, como se puede observar en la Tabla 8, del andlisis estadistico realizado
surgen diferencias significativas que se asocian al tratamiento (F=65,33; P<0,001, DMS= 2,79292).
Se presentaron también diferencias significativas a lo largo del tiempo (F=113,66; p<0,001, DMS=
4,72556). La interaccidn tratamiento y tiempo muestra que el pico maximo de concentracién de
atrazina ocurre en el tratamiento CA (con atrazina) en el dia 14 después de aplicacion (F= 53,11;
p<0,001, DMS= 12,03957).

Tabla 8. Atrazina. Analisis de la Varianza (SC tipo lll).

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 26868, 00 31 866,71 68,32 <0,0001
DIA 10093, 62 7 1441, 95 113,66 <0,0001
TRATAMIENTO 2486,17 3 828,72 65,33 <0,0001
DIA*TRATAMIENTOl 14149,79 21 673,80 53,11 <0,0001
Error 748,48 59 12,69
Total 27616,49 90

Respecto a la desetilatrazina (DEA), como se observa en la Tabla 9 obtenida del analisis varianza,
surgen diferencias significativas relacionadas por el tratamiento (F=2,83; P=0,0460,
DMS=0,76915). Se presentaron también diferencias significativas a lo largo del tiempo (F=7,92;
p<0,0001, DMS=1,30139). La interaccion tratamiento tiempo muestra que el mayor valor de DEA
se observa en el dia 14 después de la aplicaciéon en el tratamiento CA (F=5,12; p<0,0001,
DMS=3,31562).
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Tabla 9. DEA. Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill).

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 164,80 31 5,32 5,53 <0,0001
DIA 53,35 7 7,62 7,92 <0,0001
TRATAMIENTO1 8,17 3 2,72 2,83 0,0460
DIA*TRATAMIENTOl1 103,41 21 4,92 5,12 <0,0001
Error 56,77 59 0,96
Total 221,57 90

El valor de las propiedades y condiciones edaficas es importante en los distintos procesos que
ocurren en el suelo. La mineralizaciéon del anillo triazinico atribuido a los microorganismos del
suelo varia durante el afio y es sensible a las condiciones de temperatura y humedad del suelo, ya
que estas condiciones afectan la actividad de los microorganismos los cuales son poco
competitivos y el mayor contenido de agua en el suelo aumenta la velocidad de degradacién de
atrazina y la formacion y desaparicion de desetilatrazina (Marinez Perez, 1996; Barriuso y Houot,
1996; Saavedra, 2012).

Con respecto a la adsorcion de atrazina, segiin Hang y Sereno (2000) el Kd de la porcion superficial
del suelo donde se desarrolld el ensayo es de 1,54 | kg-' y se correlaciona positivamente con el
contenido de carbono organico total, considerandose estos suelos con una capacidad intermedia
de adsorcién de atrazina. Teniendo en cuenta que en este estudio se aplicd el equivalente a 1300
ug kg? de ingrediente activo de atrazina, los bajos niveles encontrados del herbicida a lo largo del
periodo de estudio (Tabla 7 y Grafico 5), podria deberse a una alta adsorcién de atrazina en el
horizonte superficial potenciada por el manejo realizado, ya que desde hace 19 afios se encuentra
bajo siembra directa.

En ensayos realizados en la EEA INTA Manfredi bajo siembra directa y en coincidencia con lo
comunmente observado, la porcion del horizonte superficial (0-10 cm) de los suelos
incrementaron el contenido de C y N siendo esa ganancia claramente mayor con mas afos bajo
siembra directa (Abril et al., 2005). La mayor capacidad de adsorcidén de atrazina de los horizontes
de superficie se correlaciona con el mayor contenido de materia organica y especificamente con la
mayor proporcidn de materia organica de poca transformacion, considerada con alta capacidad de
retener atrazina (Hang y Sereno, 2000; Saavedra, 2012). De este modo, la dinamica de la atrazina
en los primeros centimetros podria estar asociada al sistema de labranza.

En relacidn a los resultados obtenidos en este estudio y a trabajos previos (Hang et al., 2004)
podria afirmarse que aquellas practicas agrondmicas que favorecen la acumulaciéon de materia
organica constituyen una forma efectiva de reducir el transporte de atrazina a los restantes
horizontes. Este comportamiento sugiere que el horizonte A es una barrera eficaz para reducir la
movilidad de la atrazina en este tipo de suelo.

La evolucién en el tiempo de atrazina y su metabolito de degradaciéon DEA (Graficos 5, 6, 9 y 10),
presentd bajos niveles de concentracion durante la primera semana después de la aplicaciéon del
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herbicida. A los 3 y 7 dias post aplicacion, se detectaron 2 y 6 ug Kg* de atrazina, respectivamente
en el tratamiento CAy 1y 15,7 pug Kg* en el tratamiento CNA. En tanto se detectaron 0,8 y 0,6 pg
Kg! de desetilatrazina en el tratamiento CAy 0,4y 2,4 ug Kg* en el tratamiento CNA (Grafico 6) a
los 3y 7 dias post aplicacion, respectivamente.

La evolucidn de las concentraciones de atrazina y desetilatrazina en el suelo obtenidas en el
presente trabajo coincide con estudios previos de ensayos a campo (Winkelman y Klaine, 1991;
Entry et al., 1995; Martinez Perez, 1996; Abdelhafid et al., 2000; Fuentes et al., 2003; Hang et al.,
2003; Guillén Garcés et al., 2007; Saavedra, 2012).

Evolucidn de atrazina en relacidn a las precipitaciones
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Grafico 5. Evolucidn de la atrazina en el tiempo en relacidn a las precipitaciones.
Nota: N: nitrégeno; A: atrazina; NA: nitrégeno y atrazina.
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Grafico 6. Evolucidn de la desetilatrazina en relacién a las precipitaciones.
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Como se mencionara anteriormente el suelo sobre el que se realizd este ensayo se encuentra bajo
siembra directa desde hace 19 aios, con el consiguiente aumento de la cobertura de rastrojos y
materia organica que influyen positivamente sobre la retencién inicial del herbicida que comienza
a ser liberado a la superficie del suelo inmediatamente después de precipitaciones alin con pocos
milimetros en el perfil, tal como lo plantean Ghadiri et al.(1984) y Saavedra (2012).

Por otra parte, Hang et al. (2007) compararon los cambios en los residuos extraibles de atrazina en
la capa superficial (0-5 cm) de dos suelos con siembra directa. Los compuestos organicos de mayor
tamanio, tienen influencia en la disminucidn de la atrazina disponible en la solucién del suelo por
formacidn de residuos ligados. Una menor eficacia de la atrazina para el control de malezas en
sistemas de siembra directa no sélo puede ser atribuida a la intercepcidn por parte de los residuos
vegetales o rastrojo, sino también a la retencidon de los compuestos de atrazina dentro de las
fracciones organicas de las capas superiores del suelo. Esta alta capacidad de retencidn de atrazina
no sélo reduce la eficacia del herbicida, sino que también representa un riesgo ambiental
potencial. Esto explicaria las concentraciones encontradas en este ensayo, previo a la aplicacidn,
de atrazina y desetilatrazina y las halladas a los 180 dias post aplicacidn, que varian entre 0,28 g
kgly0,79 ug kg.

A los 14 dias posteriores a la aplicacion del herbicida, se observé un aumento en las
concentraciones de atrazina en la capa superficial del suelo generdndose el pico maximo de 89 ug
Kg? en el tratamiento con atrazina (Grafico 5), lo cual coincide con precipitaciones de 10 mm.
Segln Gahdiri et al. (1984) la precipitacidn es el factor mas importante, ya que influye en la
migracién de atrazina desde el rastrojo a la superficie del suelo, por lo tanto las precipitaciones
ocurridas en dicho periodo explican el aumento de las concentraciones del herbicida luego de su
incorporacién a la capa superficial de suelo.

Las concentraciones maximas de atrazina observadas (Tabla 6 y Grafico 5), comparando el
tratamiento con atrazina (CA) y el tratamiento con nitrégeno y atrazina (CNA), no coinciden con
conclusiones de investigaciones previas (Radosevich et al., 1995; Abdelhafid et al., 2000; Gracia
Gonzalez et al., 2003; Guillén Garcés et al., 2007) que indican que el nitrégeno mineral de
fertilizantes adicionados al suelo inhibe la degradacién bioldgica de atrazina por parte de los
microorganismos del suelo, debido al uso preferencial que estos hacen del nitrégeno del
fertilizante afectando la constante de degradacién como asi también la cantidad de herbicida
mineralizado. Los resultados obtenidos a campo con dosis agrondmicas recomendadas para la
region pampeana de 1 kg ha' de atrazina al 90% y 70 kilogramos por hectérea de fertilizante
indican que, a los 14 dias post aplicacion donde se observan los picos maximos de herbicida
aplicado, en el tratamiento con atrazina (CA) se encontraron aproximadamente 90 pg kg?,
mientras que en el tratamiento con atrazina y nitrégeno (CNA) se encontraron 40 ug kg es decir
un 55% menos en este tratamiento con respecto al tratamiento anterior.

Segun el andlisis de correlacion de Pearson no resultaron significativas las asociaciones de entre
atrazina y desetilatrazina con los nitratos y el nitrégeno total. N total versus atrazina: r=-0,201,
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p=0,054; N total vs DEA: r=-0,182, p=0,083; Nitrato vs atrazina, r= -0,04, p=0,651; Nitrato vs DEA,
r=-0,074, p=0,482 (Tabla 10).

Tabla 10. Anlisis de correlacién de Pearson. Atrazina, desetilatrazina, nitratos y nitrégeno total.

ATRAZINA DEA SNt N-NO3-
ATRAZINA 1,00000 0,00000 0,05499 0,65171
DEA 0,82178 1,00000 0,08374 0,48263
SNt -0,20187 -0,18229 1,00000 0,02600
N-NO3- -0,04795 -0,07453 0,23337 1,00000

Las diferencias con investigaciones previas podrian explicarse debido a las dosis de los compuestos
utilizados en este trabajo. Guillén Garcés et al. (2007), en un suelo con similar contenido de
nitratos (24 mg kg™?) y aplicando una dosis superior de nitrégeno al suelo (33 mg kg™) determiné
curvas de degradacion de atrazina, en suelo sin fertilizar y fertilizado, con similares resultados a los
obtenidos en este trabajo; pero cuando la dosis de nitrégeno fue de 3650 mg kg™ los resultados
fueron diferentes, concluyendo que dicha diferencia se presenta cuando se utilizan altas dosis de
nitrégeno como fertilizante.

También se ha demostrado, que las cepas de bacterias degradantes de xenobidticos se
desempefian con mejor respuesta en los medios de laboratorio pero resultan ser degradadores
pobres en un entorno natural, y a su vez que ciertos microorganismos no ven deprimida su accion
degradante de atrazina al estar en un medio enriquecido con nitratos. En este sentido Garcia
Gonzalez et al. (2003) al analizar la degradacion de la atrazina por Pseudomonas sp encontré que
el mutante MP0O102 no se ve afectado por la presencia de nitrato en el suelo ya que la tasa de
mineralizacion de atrazina por parte de este Ultimo en el suelo con y sin nitrato afiadido fue similar
a la observada con el tipo salvaje de Pseudomonas sp cepa ADP en suelo sin agregado de nitrato.
Una posible explicacién de estos fendmenos es la presencia de rasgos ambientales que tienen un
impacto negativo en la expresidn de la via de degradacién (Garcia Gonzalez et al., 2003).

Se destaca también que luego de su incorporacidn al suelo, la atrazina disminuye su concentraciéon
y aumenta simultdneamente la de DEA y luego de alcanzar picos maximos de concentracién el
metabolito disminuye hasta lograr, al igual que la atrazina, una estabilizacidon en el tiempo. Este
proceso es importante en aquellos suelos denominados adaptados y puede deberse a que la
atrazina comienza a degradarse biolégicamente a compuestos mas simples y disminuye su
concentracién al continuar procesos de mineralizacién (Winkelmann y Klaine, 1991).

En aquellos tratamientos que recibieron atrazina (CA y CNA) se observd un aumento de la
concentracién de desetilatrazina en la capa superficial del suelo. La maxima concentracién del
metabolito ocurrié a los 14 dias después de la aplicacidn del herbicida con 7,7 pg Kg?, lo que
equivale a un 0,6% del total de atrazina aplicada inicialmente. Este resultado coincide con lo
aportado por Saavedra (2012), en cuyo trabajo, después de la aplicacion de atrazina, registro
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marcadas fluctuaciones en el contenido del herbicida y de sus metabolitos de degradacidn, los
cuales disminuian durante el periodo de incubacion de 12 semanas.

La concentracidn de desetilatrazina (Tabla 7 y Grafico 6) presenta una evolucion concordante con
la descripta en estudios previos (Khan y Saidak, 1981; Fuentes et al., 2003; Saavedra 2012). La
concentracién maxima del metabolito desetilatrazina, en el tratamiento con atrazina (CA), (8 ug
kg! a los 14 dias post aplicacion), fue mayor y significativamente diferente a la concentracién
mdxima observada en el tratamiento con nitrégeno y atrazina (CNA) que fue de 2,2 pg Kg*
(Graficos 5 y 6, Tabla 11). En este sentido se destaca que la principal via de degradacion de
atrazina que predomina en suelos “adaptados” es la microbiana y uno de los principales productos
de degradacion es la desetilatrazina (Radosevich et al., 1995; Saavedra, 2012). En suelos
adaptados la mineralizacién de atrazina tiene una correlacidn negativa con el contenido de
nitrégeno mineral del suelo (Abdelhafid et al., 2000).

Tabla 11. Test: Tukey Alfa= 0,05 DMS=3,31562

DIA TRATAMIENTOl  Medias n E.E.
14 CNA 2,19 3 0,57 A
14 CA 7,71 3 0,57 B

CNA: con nitrégeno y atrazina; CA: con atrazina. Letras diferentes indican diferencias significativas.

Luego de producirse las maximas concentraciones de atrazina y desetilatrazina en la capa
superficial de suelo estudiada a los 14 dias después de la aplicacidn, se producen descensos en el
contenido de estos compuestos lo cual coincide con la ocurrencia de precipitaciones; este
comportamiento se observo en todos los tratamientos el dia 42 post aplicacion.

La precipitacion acumulada entre los 14 y los 98 dias post aplicacion, momento de estabilizacidn
de las concentraciones de los compuestos, fue de 174 mm. En el tratamiento con atrazina (CA) las
concentraciones del herbicida fueron de 89 pg Kg* (dia 14) y menos de 1 pg Kg* (a los dias 42, 98 y
180 considerados en el ensayo); las concentraciones de la desetiltrazina fueron de 8; 0,5; 1,1y 0,5
ug kgt alos 14, 42, 98 y 180 dias post aplicacién, respectivamente.

En el caso del tratamiento con nitrégeno y atrazina (CNA) las concentraciones del herbicida fueron
de 40; 0,4y 0,7 ug kgt alos 14, 42, 98 y 180 dias post aplicacidn respectivamente, en tanto las
concentraciones de desetilatrazina fueron de 2,2; 0,5; 0,7 y 0,5 pg kg™ a los 14, 42, 98 y 180 dias
post aplicacién respectivamente. Se observd en ambos casos persistencia del herbicida y su
metabolito de degradacién bioldgica inclusive seis meses después de la aplicacién, en
concordancia con lo observado por Saavedra (2012), donde sus resultados sugieren la existencia
de una importante fraccion residual de la atrazina y, por tanto, de una via latente de
contaminacion, debido a varios factores que pueden causar su movilizacidn y paso a la solucién del
suelo.
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Los descensos en las concentraciones de atrazina y desetilatrazina en la capa superficial de suelo
pudieron deberse a la degradacién bioldgica y quimica de atrazina con formacion de metabolitos
distintos de la desetilatrazina (Abdelhafid et al., 2000; Fuentes et al., 2003; Saavedra, 2012) y a la
formacidn de residuos no extractables (Gahdiri et al., 1984; Hang et al., 2007), parametros no
medidos en el presente trabajo.

Otra posible causa de la disminucién en las concentraciones de atrazina y desetilatrazina en la
capa superficial de suelo podria explicarse en relacién al transporte de estos compuestos a capas
de suelo mas profundas, en este sentido Hang et al. (2010) determinaron que la mayor parte del
drenaje de atrazina, 81 a 85% del total recuperado en la capa superficial del suelo (0-5 cm), se
produjo durante los primeros 30 dias posteriores a la aplicacién de atrazina, y luego estos
porcentajes disminuyeron considerablemente. Las concentraciones de atrazina recuperada en el
agua de drenaje sugieren la incidencia de varios factores sobre el transporte de este herbicida,
como el estado hidrico del suelo, el estado fenoldgico del cultivo, cantidad de lluvia y su
proximidad a la aplicacion del herbicida.

Gahdiri et al. (1984), también estudiaron el comportamiento de la atrazina y su movimiento
vertical con respecto a las precipitaciones, donde demostraron que la precipitacién fue el factor de
mayor influencia en la migracidn de la atrazina y que luego de una retencidn inicial la atrazina
aplicada, comenzé a ser liberada desde el rastrojo a la superficie del suelo inmediatamente
después de precipitaciones inclusive con pocos milimetros, es asi que en la superficie del suelo se
incrementd mas del doble la concentracién del herbicida, pasadas tres semanas migré hacia capas
mas profundas del suelo, en coincidencia a los resultados obtenidos en este trabajo.

Al final del periodo de evaluacién (180 dias post aplicacidn), las concentraciones de desetilatrazina
en ambos tratamientos se estabilizaron alrededor de 0,5 pg Kg*, mostrando persistencia, al igual
gue en el tratamiento con nitrégeno (CN), donde a pesar de no haberse aplicado atrazina, existian
residuos de aplicaciones anteriores. En el tratamiento sin nitrégeno y sin atrazina, no se detectd
desetilatrazina a los 180 posteriores a la aplicacion. Los microorganismos pueden degradar los
residuos existentes de aplicaciones previas al ser fuente de nitrégeno y no tener influencia de
nitrégeno mineral exégeno de fertilizantes (Winkelmann y Klaine, 1991; Hansen et al., 2013).

5.4- Nitrogeno

Los resultados de las concentraciones de nitratos y las curvas de evolucidon de los nitratos se
presentan la tabla 12 y en los graficos 7, 8, 9 y 10.
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Tabla 12. Concentracidén de nitratos (ug/kg) en el tiempo en los cuatro tratamientos. Laboratorio de Suelos, INTA
Manfredi.

CN 25275 26510 28255 26255 45808 4373 11980
CA 29118 23255 30725 24373 20725 6863 28216
CNA 22020 23451 23843 26098 35000 10686 16475
SNA 17255 20549 27588 21353 18788 13588 16353

Como resultado del analisis varianza realizado (Tabla 13) se observaron diferencias significativas
relacionadas por el tratamiento considerado (F=12,42; P<0,001; DMS= 5, 01472). También se
presentaron diferencias significativas a lo largo del tiempo (F=56,22; p<0,001; DMS= 8,48479). La
interaccion tratamiento tiempo muestra que el pico maximo de nitratos ocurre en el tratamiento
CA, CNA y CN a los 42 dias post aplicacion (F=7,67; p<0,001; DMS= 21,61715).

Tabla 13. Nitratos. Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill).

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 24362,93 31 785,90 19,22 <0,0001
DIA 16096,05 7 2299,44 56,22 <0,0001
TRATAMIENTO1 1524, 39 3 508,13 12,42 <0,0001
DIA*TRATAMIENTOl  6588,18 21 313,72 7,67 <0,0001
Error 2412,99 59 40,90
Total 26775,92 90

Las maximas concentraciones de nitratos se observan en todos los tratamientos (CA, CNA, CN) a
los 42 dias después de la aplicacién de atrazina (Grafico 7 y 8). Previamente a esto, y luego de
condiciones climaticas de sequia, se sucedieron precipitaciones con 77 mm acumulados entre los
14 y 42 dias post aplicacidon. El contenido de nitratos es mayor en aquellos tratamientos
fertilizados luego de repetidas precipitaciones. Abril et al., (2005) encontraron diferencias en el
contenido de nitratos, de biomasa y de la actividad microbianas seglin se muestreara el suelo con
posterioridad a precipitaciones o en momentos de sequia. Esto sucede debido a que el aumento
de la humedad del suelo es propicio para que se desencadenen procesos de formacidn y liberacién
de nitratos (Cabrera, 2007), y procesos de incorporacion del fertilizante al suelo para ser tomados
por la planta (Antonini et al., 2008; Rimski Korsakov et al., 2010; Romano y Bono, 2011).
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Grafico 7. Evolucidn de atrazina, desetilatrazina y nitratos en el tiempo.

Nota: Tratamiento Con atrazina (CA).
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Grafico 8. Evolucidn de atrazina, desetilatrazina y nitratos en el tiempo.
Nota: Tratamiento Con nitrégeno y atrazina(CNA).

La mineralizaciéon de la materia organica y la nitrificacién estan altamente controladas por las
condiciones del suelo, entre ellas, la humedad. En general la nitrificacion tiende a disminuir tanto
en condiciones de sequia como de excesiva humedad, y cada suelo posee un rango 6ptimo de
humedad (Alexander, 1980; Navarro Blaya, 2003; Cabrera, 2007).

Cuando la humedad eddfica se halla por debajo del 18-20% predominan los procesos de
inmovilizaciéon de N, se produce una significativa disminucidon en la tasa de mineralizacidn, con
mineralizacion neta negativa y acumulacién de amonio por disminucion en la actividad de los
microorganismos nitrificadores, mientras que a valores superiores de humedad edéfica se genera
una mineralizacién neta positiva asociada a contenidos de humedad crecientes, sefialando una
mayor actividad microbiana cuando existe mas agua disponible (Rollan et al., 1999). Esto explica lo
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observado en el presente trabajo en relacién a la incidencia de las precipitaciones sobre la
concentracidn de nitratos en suelo (Grafico 9).
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Grafico 9. Evolucidn de los nitratos en el tiempo.
Nota: La flecha indica el momento de concentracion de precipitaciones. N: nitrogeno; A: atrazina; NA: nitrégeno y
atrazina.
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Grafico 10. Evolucidn de los nitratos en el tiempo en relacion a las precipitaciones.

Posteriormente, entre los 42 y 98 dias post aplicacidn, los niveles de nitratos descendieron, hasta
valores encontrados previos de realizada la fertilizacidn, en los primeros 5 cm de suelo en todos
los tratamientos. En ese periodo en donde el consumo de N por parte del cultivo es elevado (Uhart
y Andrade, 1995; Uhart y Echeverria, 1997), se produjeron repetidas precipitaciones, 97 mm
acumulados, que significaron el 42% del total de lluvias correspondiente al periodo del ensayo
(Grafico 10). A partir de aproximadamente los 40 dias después de la emergencia del cultivo de
maiz, se produce una gran acumulacidon de nitrégeno en la biomasa del cultivo (Andrade et al.,
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1996), para lo cual se requiere un gran consumo de nitrégeno del suelo, lo que podria explicar la
disminucion de nitratos a partir de este momento, en todos los tratamientos y particularmente en
el tratamiento Con Nitrégeno (CN).

La tasa de maxima absorcién de nitrégeno por parte del cultivo de maiz ocurre en el periodo entre
V5 y R4-R5, o sea entre los 25 y los 120 dias después de la emergencia, aproximadamente. Las
tasas maximas de absorcion de nitrégeno en el periodo de rapido crecimiento pueden variar entre
2,7y 3,7 kg haldia® (Uharty Andrade, 1995; Uhart y Echeverria, 1997).

Con respeto al nitrogeno total se obtuvieron diferencias significativas (Tabla 14) causadas por el
tratamiento (F=6,70; p<0,001; DMS=0,02341). También presentaron diferencias significativas a lo
largo del tiempo (F=15,21; p<0,001; DMS=0,03961). En tanto la interaccidn tratamiento tiempo no
presenta diferencia significativa (F=1,30; p= 0,215).

Tabla 14. Nitrégeno total. Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill).

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,14 31 4,7E-03 5,24 <0,0001
DIA 0,09 7 0,01 15,21 <0,0001
TRATAMIENTO1 0,02 3 0,01 6,70 0,0006
DIA*TRATAMIENTOl1 0,02 21 1,2E-03 1,30 0,2156
Error 0,05 59 8,9E-04
Total 0,20 90
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6 — CONCLUSIONES

El suelo del drea de estudio fue caracterizado segun sus pardmetros quimicos se caracterizé en sus
factores quimicos y considerando los valores obtenidos en relacién a los de referencia que para
dichas variables posee el Laboratorio de Suelos y Agua de la Estacién Experimental Agropecuaria
de INTA Manfredi), se concluye que el suelo posee buen contenido de materia organica, muy buen
contenido de nitrégeno total, pH neutro y conductividad eléctrica baja, lo cual indica que un suelo
no salino y con buena disponibilidad de nitrégeno de nitratos.

Considerando el disefio experimental desarrollado se detectaron Atrazina (A) y desetilatrazina
(DEA) desde el dia 0 al 180, fecha del ultimo muestreo realizado. En tanto, no se detectaron
residuos del metabolito desisopropilatrazina (DIA) en ninguno de los tratamientos en el periodo
estudiado. En el nivel superficial estudiado, persisten niveles de base de atrazina y desetilatrazina
luego de seis meses de la aplicacidon del herbicida. Se destaca que las concentraciones de ambos
compuestos en los primeros 5 centimetros del suelo fueron similares antes de la aplicacién de
atrazina y luego de 180 dias de su aplicacion, por lo que se deduce que existen residuos del
herbicida derivados de aplicaciones previas.

En relacién a la atrazina existen diferencias significativas que se asocian al tratamiento. Se
presentaron también diferencias significativas a lo largo del tiempo, en tanto si se considera la
interaccion tratamiento y tiempo se observa que la maxima concentracién de atrazina ocurre en
el tratamiento CA (con atrazina) en el dia 14 después de aplicacion.

Similares resultados se obtienen al considerar el matabolito desetilatrazina (DEA), para el que se
observan diferencias significativas relacionadas a los tratamientos y a lo largo del tiempo. La
interaccion tratamiento tiempo, al igual que para atrazina, el mayor valor de DEA se observa en el
dia 14 después de la aplicacién en el tratamiento CA. Esto permite inferir la presencia de procesos
de degradacién biolégica de la atrazina. Por otra parte, en el tratamiento sin nitrogeno y sin
atrazina (SNA), no se detecté desetilatrazina a los 180 posteriores a la aplicacién. Los
microorganismos pueden degradar los residuos existentes de aplicaciones previas al ser fuente de
nitrégeno y no tener influencia de nitrégeno mineral exégeno de fertilizantes.

El aumento en las concentraciones de atrazina en la capa superficial del suelo, observado a los 14
dias posteriores a la aplicacién del herbicida (89 ug Kg? ) en el tratamiento con atrazina coincide
con precipitaciones de 10 mm, por lo que se concluye que el nivel de precipitaciones ocurridas en
ese periodo seria el factor mas importante para determinar la migracién de la atrazina desde el
rastrojo, donde estaria retenido de forma inicial, a los primeros 5 cm del suelo, y explican el
aumento de las concentraciones del herbicida luego de su incorporacion a la capa superficial de
suelo a 2 semanas de la aplicacion del herbicida.

Respecto al comportamiento del nitrato en este trabajo se observaron diferencias significativas
relacionadas por el tratamiento considerado y también se encontraron diferencias significativas a
lo largo del tiempo. La interaccidn tratamiento tiempo muestra que la méxima concentracion de
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nitratos ocurre en el tratamiento con atrazina y nitrégeno (CA, CNA y CN) a los 42 dias post
aplicacion. Posteriormente, entre los 42 y 98 dias post aplicacién, los niveles de nitratos
descendieron hasta valores encontrados previos a realizar la fertilizacion.

En tanto para el caso del nitrégeno total se obtuvieron diferencias significativas causadas por el
tratamiento. También presentaron diferencias significativas a lo largo del tiempo. En tanto la
interaccion tratamiento tiempo no presenta diferencia significativa.
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7 - RECOMENDACIONES

Considerando los resultados obtenidos en este trabajo surgen recomendaciones de manejo vy
futuras lineas de trabajo de investigacidon para profundizar el conocimiento:

e Laaplicaciéon de atrazina deberia realizarse con condiciones de humedad edafica suficiente
para lograr su pronta incorporacion al suelo y que de esta manera su accion sea inmediata,
evitando degradacién quimica del herbicida y disminuyendo el riesgo de retencion por
parte del rastrojo. En el mismo sentido es de suma importancia la aplicacién con los
maximos caudales posibles y/o contar con informacion de los prondsticos del tiempo para
aprovechar posibles precipitaciones que favorezcan la incorporacién del herbicida.

e Respetar las recomendaciones agrondmicas habituales: aplicar la dosis minima de atrazina
en el momento oportuno y con las condiciones ambientales apropiadas para que cumpla
correctamente su accion herbicida sin aplicar altas dosis de fertilizante a la siembra y
dividir la fertilizacién nitrogenada en dos momentos realizando lo que se denomina
comunmente "refertilizacidn del cultivo" de maiz en V4 a V6, momento a partir del cual el
cultivo aumenta su demanda. De esta manera se podrian controlar malezas, se produciria
una degradacién de atrazina sin interferencia por parte del nitrégeno y se cubririan las
necesidades de nitrégeno del cultivo en los momentos de mayor demanda, realizando de
esta manera un dptimo manejo agrondmico y ambiental del cultivo y los insumos.

e Los bajos porcentajes detectados de atrazina y su metabolito, sugieren realizar nuevas
investigaciones para determinar de manera ajustada el destino del herbicida una vez
aplicado: a) retencidn efectiva en el rastrojo; b) retencidn en el suelo formando residuos
no extraibles como otro tipo de metabolitos; c) migracién a capas mas profundas del perfil
del suelo y d) escurrimiento superficial. De esta manera se obtendrd un balance de masa
en condiciones de campo, de la atrazina y fertilizantes nitrogenados utilizados. Esto
permitirda generar recomendaciones para evitar contaminacion de suelo, de aguas
subterraneas y superficiales, y optimizar el uso de atrazina y fertilizantes nitrogenados.
Esto adquiere importancia porque la persistencia de atrazina y desetilatrazina en la capa
superficial del suelo luego de seis meses de aplicada, representa un riesgo potencial de
contaminacion por acumulacién de residuos, tanto de atrazina como de sus metabolitos.
El transporte de estas sustancias a capas mas profundas de suelo es un riesgo de
contaminacion de aguas subterraneas. El arrastre de atrazina y desetilatrazina por
escurrimiento superficial representa un riesgo de contaminacién de aguas superficiales,
mas aun considerando la cercania del rio Jesus Maria.

e Seria importante realizar a campo, sin aumentar la dosis agrondmica de atrazina utilizada y
en suelos "adaptados", aplicaciones de dosis crecientes de fertilizante nitrogenado para
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conocer cual es la dosis de fertilizante minimo a partir de la cual dicha concentracion
comienza a interferir con la degradacién de atrazina aplicada.

Profundizar el conocimiento de la diversidad y actividad de los microorganismos
involucrados en la degradacion de atrazina, el impacto de las practicas agrondmicas sobre
ellos, el comportamiento de la atrazina, sus metabolitos de degradacion bioldgica, los
nitratos y la interrelacion entre ellos bajo distintas condiciones climaticas.
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