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RESUMEN

El objetivo de este trabajo ha sido investigar el comporta-
miento de dos leguminosas bajo la accién del berbicida aril-
carbamico, asulam, ast como el impacto de este berbicida en el
ecosistema acudtico. Se ba estudiado el contenido de clorofilas
y la respuesta estomdética de Medicago sativa y Trifolium pra-
tense 4 tres dosis (0,1 9%, 1 % y 10 %) de asulam.

La influencia de este herbicida en el medio acuitico se ba
estimado a concentraciones de 1, 10 y 20 ppm, analizindose el
efecto que producen en el rendimiento energético de Chlorella
pyrenoidosa.

InTRODUCCION

La eficacia en la produccién de los pastos viene dada por la in-
teraccién de muchos factores. La fotosintesis y la transpiracién estdn
ampliamente relacionadas con los intercambios de materia y energfa
entre el sistema planta y el medio.

(1) Catedra de Fisiologia Vegetal. Facultad de Ciencias. Universidad
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La competencia de las malas hierbas por los nutrientes, el agua
y la luz ha impulsado al uso de compuestos quimicos (BAUR y cols.,
1977).

La invasién de las praderas por el Rumex solamente puede ser
controlada por herbicidas. La existencia en esta planta de una rafz
con grandes reservas motiva que para su erradicacién se utilice un
herbicida de translocacién tal com el asulam, compuesto aril-carbimi-
co especifico de esta mala hierba (HAGGAR, 1976).

La selectividad de un herbicida se entiende por el hecho de
que la mala hierba es eliminada por el compuesto quimico sin afectar
al cultivo. Sin embargo, no es tan evidente si esta selectividad es de
tipo fisiolégico o simplemente proteccién fisica del suelo; es por
tanto necesario determinar si al mismo tiempo que se elimina la
competencia no se altera la fisiologia de la planta cultivo.

En experiencias anteriores (GONZALEZ-MURUA y cols., 1980-81),
se ha comprobado que el asulam reducia tanto el porcentaje de ger-
minacién como la absorcién de agua en las semillas de Medicago y
Trifolium, asi como su postetior crecimiento.

Dado que la resistencia de las especies vatfa en las etapas del
desarrollo, es interesante constatar si las respuestas obtenidas durante
el proceso de germinacién se mantienen uniformes en estadios pos-
teriores.

Otro de los problemas derivados de la aplicacién de herbicidas
es el acimulo con el tiempo de estos productos en las aguas super-
ficiales (DECLEIRE, 1975). Los efectos de los herbicidas en las algas,
como productores primarios, aiteadores y/o fijadores de nitrégeno
deben ser considerados ya que la calidad y la productividad de un
ecosistema, particularmente el acuitico, depende del cardcter de la
microflora (CarisTy, 1981).

La finalidad de este trabajo ha sido analizar el comportamiento
de dos tipos de leguminosas pratentes tratadas con diferentes dosis
de herbicidas. Se ha comprobado el grado de abertura estomdtica y el
contenido de clorofilas en Medicago sativa y Trifolium pratense fren-
te a tres dosis de asulam. Ademds, hemos analizado el posible im-
pacto de este herbicida en el crecimiento y balance energético de
Chlorella pyrenoidosa.

MATERIALES Y METODOS

Semillas de Medicago sativa (cv. Aragbn) y Trifolium pratense
(cv. Violeta) fueron germinadas durante tres dias en placas Petri
conteniendo tres discos de papel de filtro y 10 ml. de agua destilada,
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a 25°C % 1 de temperatura; 90 % de humedad relativa y a la oscu-
ridad. Las semillas germinadas fueron trasplantadas a tiestos que con-
tenfan perlita y fueron regadas con solucién completa (HEwITT, 1966).
Las condiciones de crecimiento fueron 14 horas de luz de 25.000 lux
de intensidad y 10 horas de oscuridad; la temperatura fue de 25° C/
20°.C dia/noche, y la humedad relativa oscilé entre el 50 y 60 %.

La aplicacién del herbicida se llevé a cabo mediante pulverizacién
de 1,7 ml. por tiesto, que corresponden a los 600 litros por Ha. re-
comendados por la casa comercial; las concentraciones del herbicida
fueron de 0,1 %, 1% y 10 9% del producto comercial Asulox, co-
rrespondiente a 0,04 %, 0,4 9% y 4 % de materia activa de asulam.
La aplicacién se llevé a cabo en plantas de 32 dias.

La concentracién de clorofila «a» y clorofila «b» se calculé por
el método de ARNON (1949) en extractos aceténicos del 80 9. La

abertura estomitica fue estimada mediante porémetro de flujo tipo
Alvim (Sravig, 1974).

Los ensayos se llevaron a cabo los dias 0, 1, 2, 3, 4 y 7 después
de la aplicacién de las diferentes concentraciones de herbicida, Ile-
vindose siempre unas plantas como control (sin herbicida) en cada
fecha.

Chlorella pyrenoidisa fue crecida en medio liquido (LEFEBVRE-
DrouET y cols., 1978). El inéculo inicial fue de 80.000 células/ml.
en fase exponencial y las condiciones de crecimiento fueron: luz cons-
tante de 5.500 lux, 25°C % 1 de temperatura y agitacién constante
de 120 r.p.m. (Ben-BassaT, 1977; SueLp y CanviN, 1980). Las do-
sis de asulam estudiadas fueron de 1 ppm. 10 ppm. y 20 ppm.

La curva de crecimiento se establecié entre el contaje directo al
microscopio con hemocitémetro y la D.O. a 750 nm.

La concentracién de clorofila «a» y «b» se calcul$ por el método
de Lenz y ZEITZSCHEL (1968) en extractos metandlicos. La fotosin-
tesis y la respiracién se calcularon polarograficamente mediante elec-
trodo de oxigeno tipo Clark (LEHOCZK y cols., 1979).

Los ensayos se realizaron durante 12 dfas después de la aplicacién
del herbicida y la fotosintesis y respiracién se llevaron a cabo el

dia 7°
ResurTADOS

La concentracién de clorofila fue calculada en relacién al peso seco
de la planta, y en la Figura 1 se expresan las cantidades obtenidas de
clorofila «a» y «b» en Medicago sativa Aragén durante el tiempo que
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duré el ensayo. Se puede observar que la proporcién clorofila «a» y
clorofila «b» en las plantas controles era del orden de 2,35. Cuando
las plantas fueron sometidas a las concentraciones 0,1 %, 1% vy
10 % del producto comercial se observé una disminucién del conte-
nido en clorofilas que fue haciéndose menor con el tiempo llegando
a registrarse inhibiciones del 35 %, 39 % y 50 % siete dias mds
tarde de la aplicacién, en el caso de la clorofila «a»; e inhibiciones
del 41 %, 44 % y 51 % en los célculos para la clorofila «b».
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Figura 1.—Contenido en clorofilas de plantas de Medicago sativa Aragén
tratadas con concentraciones 0,1 % (4), 1% (O) y 10% (A) de
asulam. El circulo (@) representa los valores de las plantas
control. Cada punto es la media de tres medidas de cuatro
ensayos realizados independientemente. El error estdndar entre
los experimentos de cada punto fue siempre menor del 10 %.
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Los datos obtenidos de clorofilas «a» y «b» de Trifolium pra-
tense tanto en condiciones de control como en las plantas sometidas
a las diferentes concentraciones de asulam se han tepresentado en la
Figura 2. La relacién existente entre clorofila «a» / clorofila «b» en
las plantas no expuestas a herbicida fue del orden de 2,53. El conte-
nido en clorofilas de las plantas tratadas fue disminuyendo con el
tiempo, siendo tanto menor cuanto mayor fue la concentracién del
herbicida, obteniéndose una inhibicién final de la clorofila «a», en
el séptimo dfa del estudio, del 23 9%, 33 9% y 43 % para las concen-
traciones de 0,1 9%, 1 9% y 10 % del herbicida, respectivamente, y
unas inhibiciones del 24 9%, 43 % y 47 % para la clorofila «b».
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Figura 2—Contenido en clorofilas de plantas de Trifolium pratense Vio-
leta tratadas con concentraciones 0,1% (4),1% (o) y 10% (4)
de asulam. El circulo (®) representa los valores de las plantas
control. La significacién estadistica de los datos como en la
Figura 1.
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Los valores obtenidos de la abertura estomdtica como conductan-
cia al flujo de aire, se han expresado en las Figuras 3 y 4 para Me-
dicago sativa y Trifolium pratense, respectivamente. La abertura esto-
mética del control siguié una pauta similar durante el tiempo de en-
sayo siendo la conductancia del orden de 4,25 . 10~ en alfalfa (Fi-
gura 3) y de 5,25 . 10~ en trébol (Figura 4).
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Figura 3.—Conductancia al flujo de aire de plantas de Medicago sativa
Aragén tratadas con concentraciones 0,1% (A), 1% (O) y
10 % (A) de asulam. El circulo (@) representa los valores de
las plantas control. La significacién estadistica de los datos
como en la Figura 1.

En las plantas sometidas a la pulverizacién de asulam se registré
un cierre estomdtico, dando valores de conductancia al flujo de aire
sucesivamente menores con el tiempo transcutrido después del trata-
miento y con el aumento de las dosis empleadas. La inhibicién de
la abertura estomitica fue, al séptimo dia de estudio del 33 %, 47 %
y 62 % en alfalfa (Figura 3) y del 52 9%, 57 % y 71 % en trébol
(Figura 4).
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La influencia del asulam en el crecimiento de Chlorella pyrenoi-
dosa se ha expresado en la Figura 5. Dosis de 1 ppm. no parecen
afectar al crecimiento ya que se obtuvieron variaciones del orden de
* 5 9%. Concentraciones de 10 ppm. y 20 ppm. afectan en mayor
medida, observdndose que la inhibicién fue sucesivamente menor
en el transcurso de los dias ensayados hasta el 8.° dia, a partir del
cual se mantuvo en un 8 % para la concentracién de 10 ppm. y en
un 12 % para 20 ppm.

) ¥ l ] | ] J ¥
6L of
T.pratense (violeta)
IQ N B
x
~
g4l -
E
Q
:a - -
ol
-~
("]
°
o
E 2 =3 -
o
oL -
1 1 | ] 1 1 i i
0 2 4 6
dias

Figura 4—Conductancia al flujo de aire de plantas de Trifolium pratense
Violeta tratadas con concentraciones 0,1% (A), 1% (O) y
10% (4) de asulam. El circulo (@) representa los valores de
las plantas control. La significacién estadistica de los datos
como en la Figura 1.

La concentracién de clorofilas «a» y «b» expresadas por ml. de
cultivo (Figura 6) y por 10° cels (Figura 7), fue menor que el control
en todas las concentraciones de herbicida estudiadas; sin embargo,
las inhibiciones disminuyeron sucesivamente en el transcurso de los
dias ensayados, obteniéndose inhibiciones menotes del 10 9% cuando
la poblacién control alcanzé la fase estacionaria.
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Es interesante hacer notar que el 7.° dia, que corresponde a la
fase exponencial, se obtuvieron inhibiciones del orden del 2 %,
14 % y 20 % en la cantidad de clorofilas / ml. y del 2%, 4 % y
4 % expresada en clorofilas / 10° cels.
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Figura 5.—Porcentaje de inhibicién del crecimiento de Chlorella pyrenoi-
dosa bajo la accién del asulam 1 ppm (——), 10 ppm (----- )y
20 ppm (——). La representatiivdad de los datos como en la
Figura 1.

En la Figura 8 se ha indicado el oxfgeno desprendido a la Iuz asf
como el oxigeno consumido a la oscuridad en la poblacién del alga
estudiada. Ambos procesos se vieton afectados por la presencia del
herbicida en el medio de cultivo, obteniéndose en todos los casos
inhibiciones superiores al 10 %.
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Figura 6.—Porcentaje de inhibicién de la concentracién de clorofila «a»
y «b» expresado por ml. de cultivo de Chlorella pyrenoidosa

bajo la accién del asulam 1 ppm (—), 10 ppm (----- )y
20 ppm (——). La representatividad de los datos como en la
Figura 1.
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Figura 7—Porcentaje de inhibicién de clorofilas/106 células en el cultivo
de Chlorella pyrenoidosa bajo la accién del asulam 1 ppm
(—), 10 ppm (----- ) v 20 ppm (—-). La representatividad
de los datos como en la Figura 1.
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Figura 8. —Inhibiciéon del oxigeno desprendido y del oxigeno consumido
a diferentes concentraciones de asulam calculado para 1 ml. de
cultivo (—), respecto a 106 células (----- ) vy el oxigeno des-
prendido por gr de clorofila «a» (——). La representatividad
de los datos como en la Figura 1.

Discusion

El crecimiento de Chlorella se ha visto disminuido por concentra-
ciones de asulam superiores a 1 ppm. (Figura 5), esto es debido a que
el asulam, como otros herbicidas carbimicos, ha sido considerado co-
mo veneno mitético (CARTWRIGHT, 1979). La respuesta a las pocas
horas de aplicacién del tratamiento con herbicidas carbédmicos es una
detencién de las células en la profase (TALBERT, 1965), obteniéndo-
se células multinucleadas (BAYER y col., 1967; LiGNowsKI y cols.,
1972).

En estudios anteriores realizados con el asulam (MuRoz y cols.,
1981) se ha confirmado igualmente este resultado.

El mecanismo de accién de los herbicidas carbdmicos no se cit-
cunscribe exclusivamente a nivel de divisién celular ya que también
se han sefialado efectos sobre la sintesis proteica, fosforilizacién e
inhibicién de la reaccién de Hill (Diaz y cols., 1981). Asimismo, nues-
tros resultados indican una disminucién del contenido de clorofilas
(Figuras 1, 2, 6 y 7) producida por el asulam; resultados similares
han sido encontrados con cloroprofam (EsneL y WARREN, 1967).

Algunos autores (DopGe y LawEs, 1972; Burns y cols., 1971)
indican que el mecanismo de accién a nivel del contenido en cloto-
filas de algunos carbdmicos como el diclormato se ejerce a nivel de
biosintesis de carotenoides, aunque se desconoce si igualmente puede
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existir un efecto directo sobre la sintesis de clorofilas o una induc-
cién de su degradacién, produciendo clorosis.

Comparativamente el trébol Violeta resulté ser menos afectado
en su contenido en clorofilas que la alfalfa Aragén; asimismo, esta
mayor resistencia al asulam en los tréboles que en las alfalfas ha sido
establecida en la etapa de germinacién de estas leguminosas (Gon-
ZALEZ-MURUA y cols., 1980).

A pesar de que en leguminosas (Figuras 1 y 2) el efecto del asu-
lam es m4s notorio con el tiempo, en cultivos de Chlorella el mayor
efecto del herbicida fue en los primeros dias de su aplicacién (Figu-
ras 6y 7).

Las concentraciones de asulam utilizadas han inducido cierre es-
tomdtico (Figuras 3 y 4), esto puede ser la consecuencia de una serie
. de sucesos en cadena, desde la alteracién de la composicién lipidica
de las membranas, atribuida a los herbicidas carbdmicos (RiveraA y
PENNER, 1979), hasta la carencia de ATP inducida por la disminu-
cién de pigmentos fotosintéticos y alteraciones en los procesos ener-
géticos: fotosintesis y respiracién (Figura 8).

El hecho de que la clorofila «b» esté mds inhibida que la cloro-
fila «a» en las dos leguminosas estudiadas (Figuras 1 y 2) sugiere que
el efecto del asulam sea muy importante a nivel del fotosistema 1T,
reduciendo la cantidad de oxigeno desprendido. Esto, unido al cierre
estomitico encontrado (Figuras 3 y 4), pone en duda la especificidad
del asulam contra Rumex ya que a la concentracién necesaria para
combatirlo se obtuvo una reduccién de pigmentos y abertura estomi-
tica préximos al 50 % en las leguminosas cultivo. Ademi4s, la inhi-
bicién obsetvada en la fotosintesis y respiracién de Chlorella (10 a
40 %) pone de manifiesto que puede ser potencialmente perjudicial
para el ecosistema.
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CONSEQUENCES OF USAGE OF ASULAM IN GRASSES AND
ITS IMPACT ON THE ECOSYSTEM

SUMMARY

The aim of this work was to investigate the behaviour of two legumes
under the action of an a-ryl-carbamate herbicide: asulam; as well as its
impact in the acuatic ecosystem. The chlorophylls contents and stomatal
response of Medicago sativa and Trifolium pratense under three doses
(0.1 %, 1% and 10 %) of asulam was investigated.

The consequences of this herbicide in the acuatic medium have been
estimated at 1, 10 and 20 ppm, analyzing the effect produced in the ener-
getic performance of Chlorella pyrenoidosa.
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