Persistencia de malezas gramineas en cultivos de trigo del sudeste
bonaerense

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de Buenos Aires, Area
Ciencias Agropecuarias

Andrés Nelson Martin

Ingeniero Agréonomo (UBA), 2009

Lugar de trabajo: Catedra de Produccion Vegetal, Facultad de Agronomia UBA

FAUBA  Escuela para Graduados Ing. Agr. Alberto Soriano
Facultad de Agronomia — Universidad de Buenos Aires



COMITE CONSEJERO

Director de tesis
Julio A. Scursoni
Ing. Agr. UBA
Dr. en Ciencias Agropecuarias (UBA)

Co-director
Roberto Benech-Arnold
Ing. Agr. UBA
Ph.D. (University of Southampton (Inglaterra))

Consejero de estudios
Martin M. Vila-Aiub
Ing.Agr. UBA
Ph.D. (The University of Western Australia)

JURADO DE TESIS

JURADO
Ing. Agr. Dr. Horacio A. Acciaresi
Coordinador Area Produccion Vegetal & Gestion Ambiental
EEA Inta Pergamino

JURADO
Ing. Agr. PhD. Diego J. Bentivegna
Investigador Adjunto
CERZOS (CONICET)

JURADO
Dr. José Luis Gonzélez Anduajar
Investigador Principal
Instituto de Agricultura Sostenible (CSIC),
Cordoba, Espana

Fecha de defensa de la tesis: 8 de marzo de 2017



A Salvador (y a los que pudieran venir después)
A Laura

A mis viejos, Betty y Nelson

il



v
Agradecimientos:

Una tesis de doctorado es un trabajo largo, y muchas veces dificil. Produce una gran
satisfaccion llegar al final de este camino. Durante todo este trayecto, he compartido
cientos de horas con alumnos, compaferos y profesores. A todos ellos, mencionados o
no, les quiero expresar mi mas profundo agradecimiento. Y particularmente:

A Laura, por acompafiarme en todo, en las faciles y sobre todo en las dificiles
A mi familia y la de Laura, que cuidaron a mi hijo cuando lo necesité

A mi director Julio Scursoni, por el camino recorrido, y por introducirme en el mundo
de las malezas

A Roberto Benech y Martin Vila-Aiub, mi co-director y mi consejero respectivamente

A Juan Quistre y Leonardo De Haro, con quiénes disfruté largas horas haciendo
experimentos

Al INTA Balcarce, por medio de Maria Inés Leaden, a quien agradezco especialmente
por la valiosa ayuda logistica brindada en la estacion experimental

A los productores, a la Cooperativa General Necochea, a los asesores técnicos que
brindaron su apoyo para que se puedan realizar los censos de malezas

A Ramoén Gigdén y Mario Vigna, quiénes me han brindado informacion valiosa desde la
experimental del INTA Bordenave cada vez que lo solicité

A Marta Divo, por prestar generosamente sus materiales cuando me falté alguno
A Santiago Poggio, por sus sugerencias sobre comunidades de malezas

A los tesistas de grado que han colaborado con los experimentos

A Mario Clozza y Ramiro Curti, con quiénes comparti oficina

A los docentes de Produccion Vegetal

A la Universidad de Buenos Aires y al CONICET, los cudles apoyaron financieramente
mis estudios de posgrado.



Declaro que el material incluido en esta tesis es, a mi mejor saber y entender, original
producto de mi propio trabajo (salvo en la medida en que se identifique explicitamente

las contribuciones de otros), y que este material no lo he presentado, en forma parcial o

total, como una tesis en ésta u otra institucion.



Vi

Publicaciones derivadas de la presente tesis

Del capitulo 2:

Scursoni JA, Gigon R, Martin AN, Vigna M, Leguizamoén ES, Istilart C, Lopez R. 2014.
Changes in Weed Communities of Spring Wheat Crops of Buenos Aires Province of
Argentina. Weed Science 62: 51-62.

En preparacion:

Martin AN, Scursoni JA. 2017. Avena fatua L. escapes and delayed emergence in wheat
(Triticum aestivum L.) crops of Argentina.



INDICE GENERAL

Declaracién
fndice de tablas
fndice de figuras
fndice de fotografias
Resumen
Capitulo 1. Introduccion general
1.1. Las malezas y su impacto
1.2. Impacto a nivel de comunidad
1.3. Regulacioén del momento de emergencia
1.3.1. Germinaci6én y emergencia como procesos clave
1.3.2. Dormicion
1.3.3. Factores ambientales que gobiernan el proceso de dormicion
1.3.4. Dormicién y emergencia como estrategias adaptativas
1.4. Respuesta a los herbicidas
1.4.1. Tolerancia y resistencia
1.4.2. Factores que intervienen en la evolucion de resistencia

1.4.3. Diagnéstico de la tolerancia o la resistencia.
Modelo de dosis respuesta

1.4.4. Eficacia de los herbicidas
1.5. Antecedentes

1.5.1. Importancia de avena fatua y raigras para la produccioén de
cereales de invierno en la zona a estudiar

1.5.2. Antecedentes de resistencia a herbicidas en Avena fatua
y Lolium multiflorum

1.5.3. Escapes de Avena fatuay Lolium multiflorum
1.6. Hipotesis y Objetivos

1.6.1. Hipbtesis

1.6.2. Objetivo General

1.6.3. Objetivos Especificos

1.7. Marco estructural de la tesis

Capitulo 2. Comunidad de malezas en dos momentos del ciclo del cultivo de trigo
en el sudeste bonaerense

2.1. Introduccién

2.1.1. Resumen de la comunidad: diferencias entre sudeste y sudoeste
bonaerense

vii

oI o
R -t R

b
O 0 00 <1 3 UL h L W N = S

—_—
AW =

14

15
15
16
16
16
16
17

18
19

19



viii

2.1.2. Resumen de la comunidad: cambios en el tiempo 20

2.1.3. Importancia de Avena fatuay Lolium multiflorum en cuanto a su

constancia 20
2.1.4. Hipétesis y Objetivos 21
2.2. Materiales y Métodos 22
2.2.1. Area de estudio 22
2.2.2. Censos 23
2.2.3. Analisis de los datos 24
2.3. Resultados 28
2.3.1. Relevancia de Avena fatua y Lolium multiflorum 34
2.4. Discusion 36
2.4.1. Atributos de las malezas persistentes 36
2.4.2. Grupos floristicos 37
2.4.3. Avena fatua y Lolium multiflorum 38
Capitulo 3. Escapes de Avena fatuaL . en cultivos de trigo y cebada tratados con
herbicidas 40
3.1. Introduccion 41
3.2. Hipotesis y objetivos 43
3.3. Materiales y métodos 44
3.3.1. Cosecha del material experimental 44
3.3.2. Respuesta al herbicida 44
3.3.2.1. Preparacion del material experimental 44
3.3.2.2. Tratamientos y evaluaciones 45
3.3.3. Dinamica de germinacién en condiciones de laboratorio 48
3.3.4. Dinamica de germinacion a campo 48
3.3.5. Dinédmica de germinacion de semillas procedentes de diferentes
ambientes de maduracion 50
3.3.6 Andlisis 50
3.4. Resultados 51
3.4.1. Experimentos de dosis respuesta 51
3.4.2. Dinamica de germinacién bajo condiciones controladas 54
3.4.3. Dinamica de germinacioén a campo 56

3.4.4. Dindmica de germinacion en la progenie de semillas
de diferente procedencia. 58

3.5. Discusioén 60



X

Capitulo 4. Diferencias en la sensibilidad a herbicidas de Lolium multiflorum Lam.

(Raigras) 62
4.1. Introduccion 63
4.1.1. Hipétesis y objetivos 65
4.2. Materiales y Métodos 66
4.2.1. Método experimental 66
4.2.2. Experimentos de dosis respuesta 69
4.2.2.1. Afio 2011 69
4.2.2.2 Aiio 2012 70
4.2.2.3 Afio 2013 71
4.2.2.4. Afio 2014 71
4.2.3. Respuesta a la germinacion de la poblacién L6 y susceptible 72
4.2.4. Analisis 72
4.3. Resultados 74
4.3.1. Respuesta al herbicida pyroxsulam de la poblacién L6 74
4.3.2. Respuesta al herbicida pyroxsulam de la poblacién L6

y su progenie (F1) 77
4.3.3. Respuesta de la poblacién L6 a otros herbicidas ALS 80
4.3.3.1. Imazamox 80
4.3.3.2. Flucarbazone 81
4.3.4. Respuesta de la poblacién L6 a herbicidas con otros

modos de accion 82

4.3.5. Atributos fenoldgicos y fisiolégicos de la poblaciéon

de raigras L6 84

4.4. Discusién 87
4.4.1. El uso del fitness como variable respuesta 87
4.4.2. Fenologia de L6 88
Capitulo 5. Discusion general 92

Bibliografia citada 100



INDICE DE TABLAS

Tabla 1.1. Factores que influencian la evolucion de resistencia a herbicidas en
malezas.

Tabla 2.1. Precipitaciones anuales en milimetros de los partidos en los cuéles
se realizaron los censos.

Tabla 2.2. Riqueza de especies hallada en los censos pre-control y cosecha.

Tabla 2.3. Comparaciones segln el analisis MRPP para evaluar diferencias en
la comunidad entre afios, entre momentos de observacion y entre manejos
quimicos utilizados.

Tabla 2.4. Atributos de la comunidad entre los momentos pre-control y
cosecha cuantificado mediante el promedio de especies con un determinado
atributo por lote.

Tabla 2.5. Constancia (%) de las especies en cada grupo floristico, en pre-
control y en cosecha y estado fenoldgico en que la especie fue hallada en
cosecha. Se muestran ademas los resultados del Andlisis de Especie
Indicadora, indicando el momento al cual se asocio la especie y su valor
indicador.

Tabla 2.6. Resultados del relevamiento de &1 lotes en Pre-control en busca de
Avena fatua o Lolium multiflorum.

Tabla 2.7. Formas de crecimiento de las malezas de diferentes comunidades
sobre lotes de trigo. Los datos fueron analizados con la clasificacion
propuesta por (Mclntyre et al., 2005), a partir de los resultados de los censos
de los cuales se informa la cita.

Tabla 3.1. Total de has. sembradas con trigo y con presencia de Avena fatua
L. en distintas zonas del sur de Buenos Aires.

Tabla 3.2. Detalle de los experimentos de dosis respuesta con Avena fatua

Tabla 3.3. Herbicidas y dosis comerciales recomendadas utilizadas en los
distintos experimentos

Tabla 3.4. Respuesta de poblaciones de Avena fatua L. a distintos herbicidas,
y comparacion entre plantas provenientes de condiciones cultivadas y
condiciones no cultivadas.

22

28

29

30

32

34

37

42

46

48



Tabla 3.5. Respuesta de dos poblaciones de Avena fatua L. a distintos
herbicidas a una dosis dos veces la comercial, con la comparaciéon entre
plantas provenientes de condiciones cultivadas y condiciones no cultivadas.
Estas poblaciones registraron diferencias significativas (p<0,05) a la dosis
comercial.

Tabla 4.1. Listado con las fechas en que se llevaron a cabo las principales
tareas de los experimentos con raigras anual realizados durante el afio 2011.

Tabla 4.2. Listado con las fechas en que se llevaron a cabo las principales
tareas de los experimentos con raigras anual realizados durante el afio 2012.

Tabla 4.3. Listado con las fechas en que se llevaron a cabo las principales
tareas de los experimentos con pyroxsulam y flucarbazone realizados durante
el afio 2014

Tabla 4.4. Parametros estimados con la variable supervivencia de los modelos
de regresion log-logistico de dosis respuesta para las poblaciones L6 y
susceptible en dos momentos de aplicacion del herbicida pyroxsulam, 3 hojas
expandidas y dos macollos.

Tabla 4.5. Parametros estimados con la variable fitness de los modelos de
regresion loglogistico de dosis respuesta para las poblaciones L6 y susceptible
en dos momentos de aplicacion del herbicida pyroxsulam, 3 hojas expandidas
y dos macollos.

Tabla 4.6. Parametros estimados de los modelos de regresion log-logistico de
dosis respuesta de los experimentos con pyroxsulam del afio 2014.

Tabla 4.7. Parametros estimados con la variable fitness de los modelos de
regresion log-logistico de dosis respuesta de los experimentos con pyroxsulam
del afio 2014.

Tabla 4.8. Parametros estimados de los modelos de regresion log-logistico de
dosis respuesta del experimento con el herbicida Imazamox para el 50% de
las poblaciones de Lolium multiflorum L6 y susceptibles, en dos estados de
crecimiento de la maleza, 3 hojas expandidas y dos macollos. .

Tabla 4.9. Respuesta al herbicida imazamox segun la variable fitness estimada
sobre los testigos, 35 y 70 g.p.a./Ha (dosis comercial) para las poblaciones L6
y susceptible en dos estados de crecimiento de la maleza.

Tabla 4.10. Parametros estimados con la variable supervivencia de los
modelos de regresion log-logistica de 4 parametros estimadas para las
poblaciones L6, L6-F1 y el Susceptible para el herbicida flucarbazone.

54

70

71

71

75

76

78

79

81

81

82

Xi



fNDICE DE FIGURAS

Figura 1.1. Esquema simplificado de los filtros que conforman las reglas de
ensamble, operando en las diferentes escalas.

Figura 1.2a. Modelo de prediccién de germinacién para una especie otofio
invierno primaveral.

Figura 1.2b. Modelo de prediccion de germinacidon para una especie
primavero estival.

Figura 1.3. Modelo teodrico de dosis-respuesta.

Figura 1.4. Modelo de dosis respuesta aplicado a un diagndstico de
resistencia.

Figura 2.1a. Temperatura media anual (serie 1996-2008) en la provincia de
Buenos Aires y localizacion de los partidos estudiados

Figura 2.1b. Aptitud agricola de uso de la tierra en la provincia de Buenos
Aires, con la localizacion de los partidos estudiados.

Figura 2.2. Diagrama de ordenacion de una analisis de componentes
principales de las malezas con constancia mayor a 8%. Se muestran asimismo
los grupos logrados mediante el anélisis de cluster.

Figura 2.3. Resultados para Avena fatua (AVEFA) y Lolium multiflorum
(LOLMU) sobre los 34 lotes censados en pre-control y en cosecha

Figura 3.1. Germinacion acumulada final para 12 poblaciones de Avena fatua
L. Las semillas fueron quitadas de sus cubiertas (glumelas) e incubadas a
12°C durante 20 dias. Barras rojas representan a las subpoblaciones
provenientes de condiciones cultivadas; las barras verdes representan a las
subpoblaciones provenientes de condiciones no cultivadas.

Figura 3.2. Germinacion acumulada final para 12 poblaciones de Avena fatua
L.. Las semillas fueron quitadas de sus cubiertas (glumelas) e incubadas a
200C durante 20 dias. Barras rojas representan a las subpoblaciones
provenientes de condiciones cultivadas; las barras verdes representan a las
subpoblaciones provenientes de condiciones no cultivadas.

Figura 3.3. Germinacion acumulada (%) del promedio de dos poblaciones
representativas (La Gauchita y El Diez L6) procedentes de areas no agricolas
y agricolas, incubadas en dos regimenes térmicos (12°C y 20°C constantes)

12

13

23

23

33

35

55

55

56

xii



Figura 3.4. Germinacion acumulada de dos poblaciones de Avena fatua L.
durante el ano 2011. Lineas rojas indican la procedencia de ambientes de
cultivo; lineas verdes indican procedencia de situaciones no cultivadas.

Figura 3.5. Germinacion acumulada de dos poblaciones de Avena fatua L.
durante el afio 2012. Lineas rojas indican la procedencia de ambientes de
cultivo; lineas verdes indican procedencia de situaciones no cultivadas. .

Figura 3.6. Dinamica de germinacion a campo de la progenie de individuos de
Avena fatua L. que han crecido en ambiente no cultivado, provenientes de
semillas recolectadas en ambientes cultivados y no cultivados.

Figura 4.1a. Temperatura y precipitaciones durante el afio 2011
Figura 4.1b. Temperatura y precipitaciones durante el afio 2012
Figura 4.1c. Temperatura y precipitaciones durante el afio 2013
Figura 4.1d. Temperatura y precipitaciones durante el afio 2014

Figura 4.2. Modelos de dosis respuesta para la variable supervivencia a los 60
dias de las poblaciones L6 y Susceptible para dos momentos de aplicacion del
herbicida pyroxsulam segiin dos estados fenologicos de la maleza, 2 macollos
y 3 hojas.

Figura 4.3. Modelos de dosis respuesta para la variable fitness (estimado
como el producto de fecundidad/planta y porcentaje de supervivencia) de las
poblaciones L6 y Susceptible para dos momentos de aplicacion del herbicida
pyroxsulam segtin dos estados fenoldgicos de la maleza, 2 macollos y 3 hojas.

Figura 4.4. Modelos de respuesta al herbicida pyroxsulam segun la variable
supervivencia de las poblaciones L6, su F1 y la poblacion susceptible.

Figura 4.5. Respuesta al herbicida pyroxsulam segun la variable fitness
estimada sobre los testigos y dosis por encima de la dosis comercial para las
poblaciones L6 y susceptible en dos estados de crecimiento de la maleza.

Figura 4.6. Respuesta al herbicida Imazamox segtn la variable supervivencia
para las poblaciones L6 y susceptible en dos estados de crecimiento de la
maleza, 3 hojas expandidas y 2 macollos.

Figura 4.7. Respuesta al herbicida flucarbazone segin la variable
supervivencia para las poblaciones L6, su F1 y la poblacion susceptible.

Figura 4.8. Respuesta al herbicida pinoxaden segun la variable fitness para las
poblaciones L6 y susceptible en dos estados de crecimiento de la maleza, 3
hojas expandidas y 2 macollos.

Xiii

57

58

59

66

67

67

67

74

76

78

79

80

82

83



Figura 4.9. Respuesta al herbicida glifosato segun la variable biomasa para las
poblaciones L6 y susceptible.

Figura 4.10. Tiempo térmico hasta floracion para las poblaciones L6 (L6M),
la F1 de L6 (L6H) y la poblacién susceptible (Sus) calculadas durante los
anos 2013 y 2014.

Figura 4.11. Numero de hojas aparecidas en funcion del tiempo térmico de las
poblaciones de raigras L6 y susceptible.

Figura 4.12. Germinacion observada para la poblacion L6 a tres temperaturas,
5°C, 12°C y 20°C. Simbolos vacios representa a la poblacion susceptible;
simbolos llenos representa a la poblacion L6.

Figura 4.13. Dosis letales para el 50% (DL50) de las poblaciones L6 y
Susceptible estimadas para el herbicida pyroxsulam en funcién del tiempo
térmico calculado entre el dia de la aplicacion del herbicida y 61 después de la
aplicacion (0-61 dat).

Figura 5.1. Partidos con reportes a la REM (Red de Conocimiento en Malezas
Resistentes) de Avena fatua L. resistente o con sospechas de resistencia.

Figura 5.2. Partidos/departamentos con reportes a la REM (Red de
Conocimiento en Malezas Resistentes) de Lolium multiflorum Lam. resistente
o con sospechas de resistencia.

Figura 5.3. Ranking de especies resistentes a herbicidas segin el nimero de
sitios de accion afectados. Marcados con circulos las especies
correspondientes al género Lolium. Imagen tomada de Heap, 2015.

Figura 5.4. Emergencia de Lolium multiflorum Lam. durante el afio 2014 en
las localidades de Bordenave y Balcarce. Grafico tomado de Diez de
Ulzurrum et al2015.

84

84

85

86

86

93

96

96

97

X1V



INDICE DE FOTOGRAFIAS

Fotografias 3.1a) y b). Ambientes en el cudl se cosecharon las semillas en
condiciones cultivadas (3.1a) y no cultivadas (3.1b).

Fotografia 3.2. Plantas de Avena fatua L. en estado de 3 a 4 hojas, al
momento del tratamiento con herbicidas

Fotografias 3.3a), b) y ¢). Preparacion de las bolsitas con las semillas y
entierro de las mismas.

Fotografias 3.4a), b) y ¢). Conteo de las muestras con semillas germinadas y
sin germinar.

Fotografias 3.5. a) y b) Vista del experimento de germinacién a campo al
27/05/2011.

Fotografia 4.1. Tarjeta hidrosensible utilizada en un experimento en el afio
2014. La cobertura es de 22,4%.

Fotografias 4.2.a) y b) Vista de los estados de tres hojas (a) y dos macollos (b)
de las plantas en el dia de aplicacion en el afio 2011.

Fotografias 4.3.a) y b) Respuesta de las poblaciones L6 (izquierda) y
susceptible (derecha) al herbicida pyroxsulam a los 40 dias de haber aplicado
el tratamiento.

Fotografias 4.4.a), b) y ¢) Rebrotes detectados en la poblacion L6 a los 30 dias
de aplicado el herbicida sobre plantas que inicialmente parecian senecidas por
la accion del herbicida pyroxsulam.

44

45

49

49

57

68

68

71

71

XV



xvi

Resumen

En la presente tesis se estudio la persistencia de especies poaceas en cultivos de trigo
del sudeste de Buenos Aires. En dicha region, Avena fatua L. y Lolium multiflorum
Lam. son las malezas poaceas mas importantes, tanto por la dificultad de control como
por sus efectos competitivos sobre el cultivo. A los efectos de cuantificar la persistencia
de dichas especies, se estudid la composicion de la comunidad de malezas en dos
momentos del ciclo: preaplicacion de herbicidas y precosecha. Individuos de ambas
malezas fueron registrados en ambos momentos como consecuencia de “escapes” al
control realizado con herbicidas, siendo A. fatua mas constante que L. mutiflorum.
Posteriormente, se estudiaron los procesos que definen la persistencia de ambas
malezas. Los resultados obtenidos indican que el ajuste del momento de emergencia es
jerarquicamente el factor mas importante para explicar la persistencia de A. fatua. Se
demostré que los modelos de germinacion son diferentes segun las semillas provengan
de un lote agricola o de una condicion de no cultivo, siendo estas diferencias de
naturaleza genética. Por otro lado, la variabilidad en la supervivencia a los herbicidas es
el factor que mejor explica la persistencia de L. multiflorum, habiéndose documentado
resistencia cruzada a los herbicidas inhibidores de la ALS, pyroxsulam, imazamox y
flucarbazone, sin antecedentes previos en la region. Los indices de resistencia
encontrados presentan variacion con la temperatura ambiente en post-aplicacion del
herbicida, habiéndose registrado mayor resistencia con mayor temperatura. Ademas, se
comprob6 que los individuos resistentes presentan menor tiempo a floracion que los
susceptibles. Tal atributo puede significar una ventaja demografica para dichas
poblaciones. Queda asi demostrada la persistencia de A. fatua y L. multiflorum durante
el ciclo del cultivo mas alla de las practicas de control realizadas y la participacion de
dos procesos demograficos distintos (establecimiento y supervivencia) en dicha
persistencia.

alabras clave: Avena fatua, Lolium multiflorum, “weed shifts”, modelos de
Palab 1 A fatua, Lol [tif], “weed shifts”, modelos d
germinacion/emergencia, resistencia a herbicidas



Xvil
Abstract

In this thesis, the persistence of Poaceae species in wheat crops in southeastern Buenos
Aires (Argentina) was studied. In that region, Avena fatua L. and Lolium multiflorum
Lam. are the most important weed grasses, both because of their difficult control and
their competitive effects on the crop. With the aim of studying the persistence of these
species, the composition of the weed community in wheat crops was assessed in two
stages of the cycle: before herbicide application and pre-harvest. Individuals of both
weeds were identified at both time points as a result of "escape" to control done with
herbicides, being A. fatua more constant than L. mutiflorum. Further studies on the
processes that define the persistence of both weed types indicate that emergence time is
the most relevant factor to explain the persistence of A fatua. Moreover, germination
models were found different depending on whether the seeds were coming from
agricultural fields or from uncultivated areas, being these differences based on the
genetic nature of the seeds. On the other hand, variability in the survival to herbicide
treatment is the process that better explains the persistence of L. multiflorum; the cross-
resistance to inhibiting herbicides ALS, pyroxsulam, imazamox and flucarbazone was
also documented. Resistance indices were found to vary with the temperature during
and after application of the herbicide; greater resistance been recorded with higher
temperature. In addition, it was found that individuals differing in sensitivity to the
herbicides also differ in the rate of development, having less time to flowering in
resistant than in susceptible biotypes. Such attribute may imply a demographic
advantage for these populations. Thus, the persistence of A. Fatua and L. Multiflorum
during the wheat crop cycle in the southeastern region of Buenos Aires has been
demonstrated. This persistence was regulated by two different demographic processes,
seedling establishment and survival of herbicides.

Keywords: Avena fatua, Lolium multiflorum, “weed shifts”, germination and
emergence models, herbicide resistance.
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Capitulo 1

Introducciéon General

1.1. Las malezas y su impacto

Las malezas son especies vegetales que crecen en situaciones no deseadas por el
hombre (Hakansson, 2003), razon por la cual se procura controlarlas. A pesar de los
avances tecnologicos y la amplia disponibilidad de opciones para su control, las malezas
no han dejado de ser un problema. El control de malezas con herbicidas es el rubro que
implica mayores costos dentro del manejo de adversidades (Gressel & Valverde, 2009).
Las malezas son especies exitosas debido a su intima relacion evolutiva con el hombre,
los disturbios agricolas y uso de la tierra (Ghersa & Roush, 1994). Estas especies
ocupan los nichos que quedan vacantes luego de la transformacion del ambiente natural
en un ambiente agricola. La diversidad genotipica y la amplitud fenotipica proveen las
caracteristicas que permiten colonizar, adaptarse y crecer en un amplio rango de estos
ambientes (Dekker, 2003). Esta coevolucion de las malezas junto a los sistemas
agricolas permite afirmar que la accion humana es el factor mas importante que
determina la ocurrencia y distribucion de las malezas.

Mediante las diferentes practicas de manejo se seleccionan caracteristicas
fisiologicas, fenologicas, morfologicas y demograficas, muchas veces convergentes con
caracteristicas de los cultivos (mimica del cultivo) (Martinez-Ghersa et al., 2000). De
este modo, el éxito de una maleza en un determinado sistema de produccion sera
consecuencia del ajuste entre los procesos demograficos (establecimiento,
supervivencia, fecundidad y dispersion) y el ambiente de cultivo en el que se establecen
(Radosevich et al., 2007; Neve et al., 2009). Este proceso de adaptacion evolutivo es
continuo y para que ocurra es esencial que exista o se pueda generar suficiente
variabilidad genética. Como la presion de seleccion ejercida mediante la intensidad de
las practicas agricolas define las condiciones para la presencia de diferentes especies y
biotipos de malezas (Neve et al., 2009), puede enunciarse que el manejo de malezas
consiste en el manejo de la presion de seleccion ejercida mediante las diferentes
practicas aplicadas (Dekker, 2003).

Los individuos que no han podido ser eliminados mediante la aplicacién de
herbicidas y consecuentemente son persistentes, se definen operativamente como
"escapes" al control por herbicidas. La persistencia de individuos de malezas en
situaciones con aplicacion de herbicidas puede explicarse por mecanismos de tolerancia
(tolerancia intrinseca), resistencia al herbicida, o estrategias demograficas que evitan
temporalmente la accién del herbicida. A nivel de comunidad, los escapes pueden
explicar los cambios de especies ("weed shifts") (Scursoni et al, 2007b). A nivel
poblacional, los escapes representan una estrategia adaptativa de las malezas ante el
control por herbicidas mediante los mecanismos de tolerancia o escape antes
mencionados (Mortimer, 1997). A nivel individual, para que se hagan efectivos esos
escapes, ocurren diversos cambios fenologicos, fisioldgicos y morfoldgicos. Las
diferentes especies que escapen a la aplicacion de herbicidas en sistemas de produccion



podrian representar serios problemas para su manejo. En consecuencia, sera necesario
identificar los mecanismos causales de su persistencia.

1.2. Impacto a nivel de comunidad

Una comunidad es un conjunto de poblaciones de diferentes especies presentes en un
lugar y momento determinado (Booth et al, 2003). Esta definicion de comunidad se
utiliza principalmente para analizar y explicar las interacciones bioldgicas entre los
organismos (Radosevich et al.,, 2007) pero no necesariamente implica que todas estas
especies interactiien entre si (Crawley, 1997). Los limites de la comunidad se definen
por razones practicas o arbitrarias (Booth & Swanton, 2002) y es asi que las
comunidades de malezas suelen estar definidas por el cultivo y la regién en que se
encuentran. Las comunidades pueden describirse mediante sus atributos. Estos atributos
pueden ser de caracter cualitativo, donde se describe la apariencia y funcionalidad, o
bien pueden ser de cardcter cuantitativo donde se describe la abundancia y riqueza de
las especies que componen la comunidad. Esta descripcion conforma lo que se
denomina estructura de la comunidad.

Bajo la teoria del ensamble de comunidades, las comunidades de malezas se
ordenan a partir de un conjunto de especies (flora regional) (Booth & Swanton, 2002).
A lo largo de diferentes escalas, el proceso de ensamblado es definido por restricciones
abidticas (i.e. clima, manejo), bidticas (i.e. competencia) y restricciones a la dispersion,
denominadas filtros. Los filtros operan limitando la pertenencia a la comunidad ya que
"filtran" especies del conjunto total o pool de especies a las que les falta alguna
caracteristica particular para superar esos filtros (figura 1.1). De esta forma, determinan
la composicion de la comunidad y su estructura (Lancaster & Belyea, 1999; Weiher &
Keddy, 1999; Booth et al, 2003; Poggio, 2012). Los filtros act@ian sobre las
caracteristicas de las especies ("traits") mas que sobre las especies en si, es decir actiian
sobre grupos funcionales del conjunto de especies. Por ello, es més ventajoso describir
el ensamble de comunidades mediante grupos funcionales, asi las predicciones
derivadas de esta aproximacidon podrian extrapolarse a otras situaciones y regiones
(Booth & Swanton, 2002; Smith, 2006; Ryan et al., 2010).
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Figura 1.1. Esquema simplificado de los filtros que conforman las reglas de ensamble,
operando en las diferentes escalas. Adaptado de (Diaz ef al., 1999; Lancaster & Belyea,
1999; Booth & Swanton, 2002; Poggio, 2012).

De acuerdo con lo comentado, el ambiente definido por el cultivo y el control de
malezas mediante herbicidas constituyen filtros que intervienen en el ensamblado de la
comunidad (Ryan et al., 2010). Las comunidades de malezas estardn conformadas por
especies y biotipos capaces de atravesar estos filtros y entonces poseeran respectivas
adaptaciones a los distintos sistemas de produccion. A lo largo del tiempo, en escala
sucesional, se espera que la comunidad de malezas reduzca su diversidad y sean
dominadas por pocas pero competitivas y adaptadas especies (Neve et al., 2009).

La aplicacion de herbicidas per se tiene un alto impacto en la composicion de la
comunidad de malezas, seleccionando aquellas especies o biotipos capaces de tolerar o
evitar la accion del herbicida y favoreciendo la generacion de resistencia genética
(Hilgenfeld et al., 2004b; Owen, 2008). A través de la mortandad de los individuos mas
susceptibles en la poblacion o por reduccion de la fecundidad, la aplicacion de
herbicidas es un factor de alta presion de seleccion y por lo tanto de alto potencial para
el desarrollo de resistencia y prevalencia de especies tolerantes. Diferentes factores
pueden incidir directamente en el tiempo para que se manifiesten estos eventos. No
obstante, dos factores de importancia son: (i) la presién de seleccion realizada por la
frecuencia de aplicacion del herbicida y (ii) la adaptacion (fitness) de los fenotipos
tolerantes o resistentes. Los cambios que se produzcan en la composicion de la
comunidad, pueden indicar tanto la efectividad de una practica de control o la
emergencia de un potencial problema que requerird medidas alternativas de manejo
(Cousens & Mortimer, 1995).



1.3. Regulacién del momento de emergencia
1.3.1. Germinacién y emergencia como procesos clave

Dentro del ciclo de vida de la maleza el banco de semillas del suelo y los procesos de
germinacion y emergencia son estados y procesos demograficos relevantes a la hora de
disefiar estrategias de manejo. El banco de semillas es el real indicador del tamafio de la
poblacién de la maleza. Los individuos que emergen son una fraccion del mismo,
quedando una reserva de individuos representando asi una forma de persistencia a
través del tiempo.

Los procesos de germinacion y emergencia pueden brindar la posibilidad de
"escapar" a la accion de los herbicidas y otras medidas de control (Mortimer, 1997). El
grado de sincronizacion de la germinacion y emergencia de las malezas respecto al
cultivo es clave para explicar el éxito de muchas malezas, principalmente de ciclo anual
(Martinez-Ghersa et al., 2000; Neve et al., 2009). Asimismo, la tasa de germinacién y la
longevidad de las semillas también explican este éxito (Gundel et al, 2008). En
ambientes naturales por ejemplo, la emergencia temprana representa una ventaja ya que
garantiza una temprana captura de recursos y minimiza los efectos de la competencia
interespecifica (Schutte et al, 2012). Contrariamente, una emergencia tardia puede
representar una ventaja en ambientes agricolas, ya que de esa forma es posible evitar los
métodos de control. Scursoni et al., (2007b) en estudios realizados en Estados Unidos,
concluyeron que la mayor parte de los escapes de malezas a la aplicacion de glifosato se
deben a flujos de germinacion y emergencia que ocurren con posterioridad al momento
del uso del herbicida. En tal sentido los modelos de prediccion constituyen una
herramienta de alta utilidad para la correcta decision de aplicacion de herbicidas.

1.3.2. Dormicién

Tanto el momento de emergencia de la maleza como la persistencia del banco de
semillas estan estrictamente relacionados con el proceso de dormicion (Benech-Arnold
et al., 2000; Batlla & Benech-Arnold, 2007). La dormicion es una condicion fisioldgica
interna de la semilla que impide la germinacion bajo Optimas condiciones hidricas,
térmicas y gaseosas (Benech-Arnold et al., 2000). La dormicion no se comporta como
una condicion absoluta, es decir, existe un continuo de niveles de dormicion. El nivel de
dormicidn se expresa mediante el rango de condiciones bajo la cual la poblacion de
semillas puede germinar (Allen et al., 2007). A medida que una poblacién de semillas se
induce a dormicion, el rango de condiciones permisivo para la germinacion se reduce.
Por el contrario durante la salida de dormicion, el rango de condiciones se amplia hasta
un maximo. De este modo, la germinaciéon a campo ocurre cuando las condiciones de
campo se superponen con el rango de condiciones bajo los cuales las semillas pueden
germinar (Karssen, 1982; Benech-Arnold et al., 2000). En especies cuya estacion de
crecimiento es otofo-invierno-primaveral, la salida de dormicién se expresa por el
aumento de la temperatura limite superior del rango térmico permisivo para la
germinacion. Por el contrario, la entrada a dormicidon se manifiesta a través de la
disminucién de la temperatura limite inferior (figuras 1.2a y 1.2b). En especies
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primavero-estivales, la temperatura limite inferior del rango permisivo para la
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Figura 1.2a. Modelo de prediccién de germinacién para una especie otofio invierno

primaveral. Adaptado de Benech-Arnold et al 2000. La region sombreada representa el
periodo en el cual se predice la germinacion a campo.
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Figura 1.2b. Modelo de prediccion de germinacion para una especie primavero estival.

Adaptado de Benech-Arnold et al 2000. La region sombreada representa el periodo en
el cual se predice la germinacion a campo.

El grado de dormicion presente en una poblacion de semillas de malezas es
altamente variable, siendo causales de esta variabilidad la composicion genética, las
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condiciones ambientales en las cuales las semillas maduran (efecto materno) y los
efectos de diferentes factores ambientales que gobiernan la dormicién luego de
dispersadas las semillas (Martinez-Ghersa et al., 2000; Benech-Arnold et al., 2000;
Baskin & Baskin, 2006; Batlla & Benech-Arnold, 2007).

1.3.3. Factores ambientales que gobiernan el proceso de dormicién

Entre los factores que gobiernan el nivel de dormicion de una poblacion de semillas se
encuentra principalmente la temperatura del suelo. También interviene el estado hidrico
de las semillas que esta determinado por la humedad del suelo (Batlla & Benech-
Arnold, 2010). Estos factores son los responsables de la variacion estacional del nivel
de dormicion. En general, cuando las semillas son recientemente dispersadas poseen un
nivel de dormicion alto. A medida que transcurre la estacion desfavorable el nivel de
dormicion desciende hasta el momento donde las condiciones son favorables y entonces
puede ocurrir la germinacion. Pero las semillas que no hubieren germinado en ese
momento, pueden ser inducidas a entrar en dormicion secundaria a medida que el
tiempo siga transcurriendo y las condiciones se vuelvan desfavorables (Benech-Arnold
et al., 2000; Batlla & Benech-Arnold, 2007). En consecuencia, los cambios estacionales
del nivel de dormicién configuran ciclos que se relacionan con el momento de
emergencia de la maleza.

En especies en las cuales la dormicion no es impuesta por las cubiertas, en
general, si son especies otofio-invierno-primaverales las temperaturas elevadas alivian la
dormicion (tal es el caso de Avena fatua), mientras que en especies primavero-estivales,
las temperaturas bajas promueven la entrada en dormicion. Existen muchas especies
donde a pesar que las semillas alcanzan un nivel bajo de dormicion, precisan de
estimulos adicionales para germinar. Estos son los factores que terminan con la
dormicioén. El significado ecologico de estos factores es que indican el momento preciso
para que la planta pueda emerger exitosamente (Finch-Savage & Leubner-Metzger,
2006). Los factores mas importantes que intervienen son la luz y las temperaturas
alternadas. Existen evidencias de otros factores que pueden intervenir bajo condiciones
especificas tales como nitratos, concentracion de oxigeno, etc (Batlla & Benech-Arnold,
2007).

1.3.4. Dormicién y emergencia como estrategias adaptativas

La dormicion de las semillas es una caracteristica adaptativa y por lo tanto sujeta a
seleccion. Por ejemplo, los cultivos han sido seleccionados para que sus semillas no
posean dormicion. Practicas agronomicas que modifican los ambientes pueden
constituir presiones de seleccion para la dormicion de semillas. En experimentos
realizados con Avena fatua, se observd que la frecuencia relativa de biotipos con
presencia de dormicidén se incrementd bajo una rotacion con un afio de descanso en
comparacion con una rotacion de agricultura continua (Jana & Thai, 1987). En otro
experimento realizado con la maleza Ambrosia trifida, se comprobd que las poblaciones
que crecieron sobre ambientes agricolas poseyeron niveles de dormicién mas altos en el
embrion y emergieron a lo largo de toda la estacion de crecimiento en distintas cohortes.



En cambio las poblaciones que crecieron en ambientes poco disturbados por el hombre
emergieron sincronizadamente en la primavera temprana (Schutte ef al., 2012).

Las caracteristicas germinativas y de emergencia pueden variar segun la historia
de aplicacion de herbicidas, como consecuencia de costos adaptativos. Ghersa et al.,
(1994) encontraron que semillas de raigras anual (Lolium multiflorum Lam.) resistentes
al herbicida Diclofop-metil tuvieron mayor nivel de dormiciéon y una emergencia
retrasada respecto a las susceptibles. En otro trabajo realizado con la misma especie,
Gundel et al, (2008) encontraron diferente comportamiento en la dindmica de
germinacion de semillas con diferente historia de aplicacion de herbicidas. Owen et al.,
(2011) han hallado correlacion entre niveles de resistencia y niveles de dormicion en
raigras anual y han propuesto que el estatus de resistencia podria tener un rol como
herramienta predictiva en la elaboracién de modelos de dormicion.

Con estos antecedentes y dado que Avena fatua posee amplia variabilidad
genética y plasticidad fenotipica para la dormicioén de semillas (Jana & Thai, 1987), es
factible que individuos que crecen en diferentes ambientes (ain perteneciendo a la
misma poblacion), posean un comportamiento germinativo y de emergencia diferente
que resultardn en distintos modelos de dindmica de la emergencia.

1.4. Respuesta a los herbicidas

La gran mayoria de los herbicidas actian inhibiendo alguna enzima especifica de las
plantas. La consecuencia es la inhibicion del proceso metabdlico mediado por la enzima
inhibida. La enzima (o proteina) blanco del herbicida se denomina sitio de accion
("target site"). El proceso metabolico completo (bioquimico y fisiologico) por el cual el
herbicida ejerce su actividad bioldgica se denomina mecanismo de accion y es una
caracteristica por la cual se clasifica a los herbicidas. La susceptibilidad es el grado de
respuesta de la planta al herbicida en una dosis determinada, y puede variar desde la
maxima respuesta (plantas susceptibles) hasta la minima (plantas tolerantes o
resistentes).

1.4.1. Tolerancia y resistencia

Si bien los términos tolerancia y resistencia a herbicidas suelen ser utilizados
indistintamente, expresan dos definiciones bien diferenciables. Segun la Sociedad
Americana de Malezas (WSSA - Weed Science Society of America) la tolerancia a
herbicidas es la habilidad inherente de una especie a sobrevivir y reproducirse luego de
un tratamiento de herbicidas. Esto implica que no hay seleccion o manipulacion
genética para hacer que la planta sea tolerante; es naturalmente tolerante. En tanto la
resistencia a herbicidas es la habilidad adquirida por una planta para sobrevivir y
reproducirse luego de ser expuesta a un tratamiento de herbicidas con una dosis a la cual
normalmente es letal para el biotipo salvaje (Weed Science Society of America, 1998).
A diferencia de la tolerancia, resistencia implica necesariamente que debe existir
evolucion y entonces también existe el biotipo susceptible para esa poblacion. La
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resistencia es un atributo del biotipo mientras que la tolerancia es un atributo de la
especie (Albert Fischer', comunicacion personal; Fischer & Valverde, 2010).

Como se sefiald anteriormente, la resistencia a herbicidas es un proceso
evolutivo. Para que tenga lugar tal proceso, debe existir variabilidad genética en la
poblacion y sobre esa poblacion debe ocurrir una presion de seleccion. La tasa de
evolucion de resistencia es modulada por diversos factores, que pueden ser resumidos
en la siguiente formula (Gressel & Segel, 1978):

N,=Ny(1+ fal/b) (férmula 1.1)

Donde N, es la frecuencia final de individuos resistentes luego de transcurrido el tiempo
n; Ny es la frecuencia inicial de individuos resistentes antes de la aplicacion del
herbicida; f es el costo de la resistencia; o es la presion de seleccion y b es la vida media
del banco de semillas en el suelo. Powles & Yu, (2010) clasifican los distintos factores
y enumeran otros que influyen en la evolucion de resistencia a herbicidas. Los factores
son clasificados en genéticos, biologicos, operacionales y propios del herbicida (Tabla
1.1). Los factores propios del herbicida, a veces son incluidos entre los operacionales.

Tabla 1.1. Factores que influencian la evolucion de resistencia a herbicidas en malezas.
Adaptado de Powles & Yu, (2010)

Factores genéticos

Biologia de las malezas

Frecuencia de los genes de
resistencia

Numero de genes de resistencia

Capacidad de dispersion del polen y
las semillasDominancia de los genes
de resistencia

Costo adaptativo de los genes de
resistencia

Alogamia vs. Autogamia

Fecundidad

Persistencia del banco de semillas

Herbicida

Operacionales

Estructura quimica

Sitio de accidon

Actividad residual

Dosis del herbicida

Habilidad del operador (manejo de la
deriva, momento de aplicacion, etc)
Otras practicas de manejo (rotaciones,

practicas de control no quimicas,
manejo del cultivo, etc.)

1.4.2. Factores que intervienen en la evolucién de resistencia

La mayor fuente de variabilidad genética para susceptibilidad a los herbicidas en una
poblacion es la mutacion de genes (Jasieniuk ef al., 1996). La mutacion de cualquier gen
es un evento muy poco probable, con una probabilidad de aproximadamente uno en un

1. Profesor UC Davis, ex presidente de la International Weed Science Society
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millon (Gressel & Levy, 2006). La frecuencia de mutaciones para otorgar resistencia a
algunos herbicidas es aun mds baja. Sin embargo, la probabilidad de ocurrencia de al
menos una planta mutante resistente puede llegar a ser importante dependiendo del
tamafio de la poblacion de malezas. En una especie alégama, si la frecuencia genética
del mutante fuese de 10°y la densidad de la maleza de 1 planta/m?, seria necesario tratar
100 has para seleccionarlo (Jasieniuk et al, 1996). A medida que incremente la
densidad de malezas, el area a tratar disminuird significativamente. Asimismo, la
autogamia y la recesividad del alelo mutante disminuyen esta probabilidad. Por ultimo,
los herbicidas no generan mutaciones en las malezas por si mismos, pero un estrés
ocasionado por dosis subletales de herbicidas podria incrementar la tasa de mutaciones
(Gressel, 2009).

La frecuencia inicial de alelos de resistencia es clave para determinar la tasa a la
que puede evolucionar resistencia (Pavlovic et al., 2008). Una alta frecuencia inicial de
genes de resistencia a herbicidas en una poblacion implica una tasa mayor de evolucion
de resistencia (Preston & Powles, 2002). Si bien pueden existir en la poblacion
individuos resistentes, generalmente la resistencia a herbicidas no se hace evidente hasta
que al menos un 30% de la poblacion sea resistente (Pavlovic et al., 2008). Especies
alégamas obligadas como el raigras anual (Lolium multiflorum Lam.) permiten que los
caracteres que confieren resistencia se puedan combinar mas facilmente y que la
variabilidad genética pueda ser mayor.

El mayor determinante de la intensidad de la presion de seleccion es la dosis de
herbicida utilizada (Manalil et al., 2011). En una poblacién susceptible, dosis letales de
herbicidas ejercen una gran presion de seleccion eliminando a todos o a casi todos los
individuos. Los individuos que logran sobrevivir, poseen alguna adaptacion que
involucra a uno o pocos genes con un gran efecto fenotipico (Lande, 1983; Macnair,
1991). En cambio, la aplicacion de dosis subletales de herbicida, favorece la seleccion
de caracteres de resistencia gobernada por muchos genes. La supervivencia a bajas dosis
de herbicidas presenta un gradiente de variacion dentro y entre poblaciones de malezas.
Esta variacion fenotipica continua es indicativa de control poligénico de la resistencia.
La baja presion de seleccion dada por el empleo de dosis subletales, posibilita el
intercambio de genes de bajo efecto fenotipico entre los individuos que han sobrevivido
a la accion del herbicida. La progenie de estos individuos puede evolucionar resistencia
al herbicida si estos genes menores poseen efecto aditivo (Lande, 1983; Neve & Powles,
2005; Busi & Powles, 2009; Manalil et al., 2011).

La actividad residual del herbicida influye en la intensidad de la presion de
seleccion. Herbicidas no persistentes ejerceran menor presion de seleccion que aquellos
con actividad residual (Powles & Shaner, 2001). La frecuencia con la que el herbicida
es aplicado también tiene influencia sobre la tasa de evolucion del herbicida. Herbicidas
poco residuales pero con gran frecuencia de uso, son susceptibles a evolucion de
resistencia; tal ha sido el caso del glifosato. Las caracteristicas del herbicida, mas
precisamente la especificidad, pueden afectar la tasa de evolucion de resistencia.
Aquellos herbicidas con un solo sitio de accion muy especifico son mas proclives a
evolucionar resistencia (Jasieniuk et al., 1996).
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Algunos grupos de herbicidas son mds proclives en generar resistencia. Los
herbicidas inhibidores de la enzima ALS (Aceto Lactato Sintasa, clave en la sintesis de
aminoacidos) han generado el mayor numero de casos de resistencia en el mundo
(Heap, 2016). Poseen muy alta efectividad, amplio espectro y con actividad residual en
muchos de ellos. La enzima blanco de estos herbicidas presenta variabilidad genética
entre individuos de la misma especie y sobre todo muchos puntos de mutacioén posibles
para adquirir resistencia (Tranel & Wright, 2002). Ejemplos de grupos quimicos de
herbicidas con este mecanismo de accidon son las Sulfonilureas, las Imidazolinonas y
Triazolpirimidinas, entre otras. Asimismo, diferentes herbicidas del mismo grupo
quimico (que poseen en comun caracteristicas quimicas y la misma enzima blanco) son
diferentes en cuanto a la probabilidad de hallar resistencia. Owen & Powles, (2009), en
un estudio realizado en Australia encotraron que la mayor cantidad de poblaciones de
Avena fatua L. resistentes lo era al herbicida Diclofop-metil (77%) mientras que solo un
3% lo era al herbicida Clodinafop, siendo que ambos herbicidas pertenecen al mismo
grupo quimico (ariloxifenoxipropionatos o abreviado, fops).

El "fitness", entendido como el éxito relativo de un biotipo comparado a otro
biotipo como resultado de la seleccion, puede ser diferente entre individuos susceptibles
y resistentes (Powles & Shaner, 2001). Dado que los mutantes resistentes aparecen
naturalmente a muy bajas frecuencias (en ausencia de herbicidas), es concebible que
tuvieran menor fitness que el biotipo salvaje susceptible en ausencia de seleccion por
herbicidas. Si existen alelos de resistencia en la poblacidn, ellos conferiran una ventaja
adaptativa sobre los individuos que no poseen esos alelos ("wild type") en presencia del
herbicida. No obstante, en ausencia del herbicida, efectos pleiotropicos de los alelos de
resistencia pueden otorgar un costo adaptativo negativo a los individuos que los poseen
(Vila-Aiub et al, 2011). El conocimiento de los costos adaptativos de los alelos de
resistencia en ausencia y presencia del herbicida es de importancia, ya que se puede
predecir la dindmica evolutiva y ademads sirve para disefiar estrategias de manejo donde
se seleccione en contra de los alelos de resistencia (Vila-Aiub ef al., 2009).

1.4.3. Diagnéstico de la tolerancia o la resistencia. Modelo de dosis respuesta.

Los estudios de dosis respuesta, son de utilidad para evaluar la actividad de herbicidas,
estudiar la variabilidad fenotipica de una especie hacia un herbicida, establecer las dosis
letales (DLsoy DLoo, etc.) y diagnosticar resistencia a herbicidas (Seefeldt et al., 1995;
Knezevic et al., 2007). Cualquier evaluacion del efecto de la quimica del herbicida,
variabilidad fenotipica, genotipo, ambiente y coadjuvantes en la respuesta de plantas a

herbicidas, es en esencia una comparacion entre dos o mas curvas de dosis respuesta
(Seefeldt et al., 1995).

La curva de dosis respuesta tipica es una funcion log-logistica que describe
alguna respuesta de las plantas (biomasa, actividad enzimatica, supervivencia, etc.) en
funcion de dosis crecientes de un herbicida (figura 1.3) (formula 1.2).
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Figura 1.3. Modelo teorico de dosis-respuesta (extraido de Seefeldt et al., 1995).

y=c+ d—c (Seefeldt et al., 1995) (formula 1.2)
1+exp[b(log(x)—log(DLSO)”

La ventaja que posee este modelo es que los parametros que lo conforman
poseen significado biologico. El limite superior (d) corresponde a la respuesta del
tratamiento control. El limite inferior (c) es la respuesta media a dosis muy altas y no
necesariamente tiene valor cero. El parametro b es la pendiente de la curva cuando se
controla el 50% de la poblacion. La dosis letal 50 (DL50), también llamada dosis
efectiva 50 (ED50) es la dosis a la cual se logra el 50% de la respuesta (normalmente
50% de dafio). La ED50 permite la comparacidon con otras curvas que no tienen los
mismos parametros y es el parametro mas comunmente utilizado para tal fin.

La evolucion de resistencia se diagnostica cuando en una poblacién ocurre un
cambio en la curva de respuesta al herbicida resultando en un cambio en la ED50
(figura 1.4). Para el diagnéstico de resistencia se deben utilizar individuos susceptibles
pero con el fondo genético similar a la poblacion sospechosa. Como las dosis se
expresan en escala logaritmica, el desplazamiento horizontal expresa un indice entre las
dosis a la EDS50. Este indice se usa comunmente para caracterizar poblaciones
resistentes y se lo denomina indice de resistencia.
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Figura 1.4. Modelo de dosis respuesta aplicado a un diagndstico de resistencia (extraido
de Seefeldt et al., 1995).

1.4.4. Eficacia de los herbicidas

Para que un herbicida sea eficaz debera poseer propiedades quimicas que le hagan capaz
de entrar a la planta (proceso de absorcion), ser traslocado y finalmente alcanzar el sitio
activo en una cantidad suficiente para ser letal (Cobb & Reade, 2010). Estos procesos
estan influenciados por la morfologia y la anatomia de la planta asi como también por
procesos fisiologicos, bioquimicos y ambientales. El efecto de un herbicida especifico
resulta de la interaccion de todos estos factores con el mismo herbicida (Monaco et al.,
2002). Poblaciones de malezas que difieren en alguno de estos factores dan como
consecuencia diferencias en la susceptibilidad a herbicidas.

Varios trabajos han demostrado las diferencias en la susceptibilidad a herbicidas
a causa de diferencias en la absorcion y traslocacion del herbicida en distintas especies
(Kirkwood, 1999; Norsworthy et al., 2001; Monquero et al., 2004; Hatterman-Valenti et
al., 2011). Mas atn, se han demostrado mecanismos de resistencia relacionados con
diferencias metabolicas (Koger & Reddy, 2005; Vila-Aiub et al, 2012) y el caso de
Sorgo de Alepo resistente a glifosato en la Argentina presenta traslocacion primaria
reducida como principal mecanismo de resistencia. Asimismo, diferencias en el
desarrollo y en el crecimiento también han sido relacionados con la diferente
susceptibilidad a herbicidas (Harker & Blackshaw, 2003; Westhoven et al., 2008).
Biotipos de Chenopodium album L. con menor susceptibilidad a glifosato crecieron en
altura, acumularon mayor 4rea foliar y biomasa y el tiempo a iniciacion floral fue menor
con respecto a individuos completamente susceptibles (Westhoven et al, 2008).
Conocer las caracteristicas fenologicas y demograficas que resulten en diferencias de
fitness asi como las vias de metabolizacion del herbicida, relacionadas con diferencias
en la susceptibilidad puede contribuir al manejo de los escapes y consecuentemente
disminuir la tasa de evolucion de resistencia o de cambios hacia especies tolerantes.
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1.5. Antecedentes

La region del sudeste de la Provincia de Buenos Aires, se encuentra aproximadamente
entre los 36° y 39° S de latitud y entre los 58° y 62° O de longitud. Junto con la region
sudoeste concentran aproximadamente el 30% de la superficie sembrada con trigo en la
Republica Argentina. También en esta zona, es relevante el cultivo de cebada,
concentrando mas del 50% de la hectareas sembradas en la Provincia de Buenos Aires
(Ministerio de agricultura de la Nacion, 2015). Las rotaciones mas comunes en la region
son cultivos de cereales de invierno (trigo o cebada) seguidos por girasol o soja. El
control de malezas se realiza casi exclusivamente mediante herbicidas, sin aplicacién de
otras practicas tales como densidad o fechas de siembra que tiendan a mejorar la
eficacia de los mismos.

1.5.1. Importancia de avena fatua y raigras para la produccion de cereales de invierno en
la zona a estudiar

Desde la década de 1980 se produjo un cambio significativo en el uso de los herbicidas
para el control de especies latifoliadas, pasando de la prevalencia de los herbicidas
fenoxidos y derivados del 4acido benzoico y picolinico (2,4D, MCPA, Dicamba,
Picloram) a los pertenecientes a los grupos de las sulfonilureas (metsulfuron-metil).
Estos herbicidas poseen mayor espectro de accion y presentan una ventana mas amplia
de aplicacion durante el ciclo del cultivo (Scursoni ef al., 2007a). En cuanto a especies
poaceas, se desarrollaron herbicidas como los ariloxi-fenoxi-propionatos (Fops), las
ciclohexanodionas (Dims) y mds recientemente las fenilpyrazolinas (pinoxaden), que
proporcionan control en un amplio espectro de malezas gramineas anuales. Ademas, en
el caso de pinoxaden, es selectivo para su aplicacion en trigo y cebada. Todos estos
herbicidas tienen como mecanismo de accioén la inhibicién de la enzima Acetil-CoA-
carboxilasa, que interviene en la ruta metabolica de la sintesis de lipidos.

Avena fatua L. y Lolium multiflorum son malezas cuyo control en Argentina es
fuertemente dependiente de herbicidas (Scursoni et al., 2011). Ademas, Scursoni et al.,
(1999) determinaron pérdidas de rendimiento de 22% en trigo cuando la densidad de
Avena fatua era de 60 pl/m2. En un experimento de eficacia de herbicidas realizado en
el sudeste bonaerense se determind que 100g de biomasa de A. fatua causan pérdidas de
un 20% en el rendimiento de trigo (Scursoni et al., 2011). Ademas, la presencia de A.
fatuay L. multiflorum afectan la eficiencia de cosecha y la calidad del grano cosechado.
Esto es un aspecto importante ya que hay penalidades en el precio por la presencia de
estas semillas.

Tradicionalmente, existe un buen control de las malezas latifoliadas, sin
embargo el panorama es diferente cuando se trata de malezas gramineas, ya que los
graminicidas selectivos para trigo presentan un alto costo en comparacion a los
herbicidas para control de latifoliadas. El control de malezas gramineas en cultivos de
trigo representa aproximadamente el 15% de los costos totales de produccion (Scursoni
et al., 2011). Ademas, estos herbicidas requieren buenas condiciones de humedad y
temperatura asi como un determinado estado de crecimiento de las malezas para
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maximizar su eficacia. En los ultimos anos, se han desarrollado herbicidas a base de
inhibidores de ALS (sulfonilureas, triazolpirimidinas, imidazolinonas) que se
recomiendan tanto para el control de especies latifoliadas como podceas. No obstante
esta ventaja y también ser mas econdémicos, su eficacia en control de poaceas suele ser
menor a la registrada con inhibidores de ACCasa (Scursoni, comunicacion personal).

1.5.2. Antecedentes de resistencia a herbicidas en Avena fatuay Lolium multiflorum

En regiones trigueras donde es frecuente el uso de herbicidas “fops”, se han registrado
casos de resistencia tanto en Avena fatua L. como Lolium multiflorum (Espinoza N. &
Zapata R., 2000; Heap, 2016). En Chile, se estima que un 25% de las has. sembradas
con trigo tienen malezas resistentes a estos herbicidas (Diaz et al., 2008). Asimismo se
han registrado en diversas partes del mundo biotipos con resistencia multiple tanto a
inhibidores de ALS como de ACCasa, e incluso con resistencia a glifosato (Valverde,
2007). Una especie emparentada con las que se estudiaron en este proyecto, Raigras
perenne (Lolium perenne L.), ha sido identificada como resistente a glifosato en la
region donde se realiza este proyecto (Yannicari, 2014; Heap, 2016).

Actualmente se han registrado mundialmente 21 biotipos de Lolium multiflorum
resistentes a herbicidas inhibidores de la ALS de los cudles 1 caso corresponde a la
Argentina (Heap, 2016). Este caso corresponde a resistencia multiple a herbicidas
inhibidores de la ALS y Glicinas (Glifosato). En cuanto a inhibidores de ACCasa, se
registrd un caso en Argentina y 27 en el mundo. Por su parte para Avena fatua existen
registrados 42 biotipos de 49 en total, resistentes a herbicidas inhibidores de la ALS y/o
herbicidas inhibidores de la ACCasa de los cudles 1 caso corresponde a la Argentina
(Heap, 2016). Los casos de resistencia registrados en nuestro pais para estas especies, se
encuentran en la zona objeto de estudio.

1.5.3. Escapes de Avena fatuay Lolium multiflorum

En base a los antecedentes descriptos, surge la pregunta acerca de cuales son los
procesos que permiten a las malezas gramineas Avena fatua y Lolium multiflorum
"escapar" al control mediante herbicidas. Los dos principales procesos son el ajuste del
momento de emergencia a campo y la tolerancia o resistencia a los herbicidas utilizados.
Considerando que el ambiente que exploran las malezas dentro de un cultivo
caracterizado por la aplicacion de herbicidas, posee caracteristicas contrastantes al
ambiente que se establece en las condiciones no cultivadas (Sosnoskie et al., 2007) y
que las presiones de seleccion que operan en ambos ambientes son diferentes, es
esperable que individuos de los diferentes ambientes (cultivado y no cultivado), difieran
en sus adaptaciones (Nurse et al., 2008). Por lo tanto, se puede profundizar el estudio de
estos procesos, estableciendo comparaciones entre individuos de las distintas
procedencias.

La siguiente pregunta es que adaptaciones de las plantas explican las posibles
diferencias. En el caso de los escapes por ajuste del momento de emergencia se trata de
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saber si: (i) es consecuencia de adaptaciones por seleccion de individuos con
emergencia tardia (Jana & Thai, 1987; Mortimer, 1997; Martinez-Ghersa et al., 2000) o
(i1) es consecuencia de las condiciones en las que se desarrolla la semilla en la planta
madre (ambiente materno) (Baskin & Baskin, 2006).

A partir del marco descripto, se plantean los hipdtesis y objetivos.

1.6. Hipotesis y Objetivos
1.6.1. Hipotesis

1. Avena fatua L. y Lolium multiflorum Lam. son especies poaceas persistentes a lo
largo del ciclo del cultivos de trigo, con aplicacion de herbicidas para su control.

2. El ajuste del momento de emergencia es jerarquicamente el factor mas importante
para explicar la persistencia de Avena fatua L. en lotes de trigo donde se aplican
herbicidas graminicidas. Como consecuencia, poblaciones de ambientes distintos al de
lotes agricolas presentaran distintos modelos de germinacion.

3. Las diferencias en el comportamiento germinativo entre individuos de A. fafua de las
poblaciones procedentes de diferentes ambientes, poseen base genética y se transfieren a
la progenie.

4. La variabilidad en la respuesta a los herbicidas inhibidores de la enzima ALS es el
factor que mejor explica la persistencia de Lolium multiflorum Lam. en lotes de trigo
donde se aplican herbicidas inhibidores de ALS para su control.

5. Individuos que difieren en la sensibilidad a los herbicidas también difieren en:
atributos fenologicos (por ej. tasa de desarrollo) y fisiologicos (por ej. germinabilidad
de las semillas).

1.6.2. Objetivo general

Estudiar procesos de adaptacion que permiten explicar la persistencia de las malezas
podceas anuales en cultivos de trigo caracterizados por la aplicacion de herbicidas.

1.6.3. Objetivos especificos

1. Cuantificar la persistencia de especies maleza en cultivos de trigo tratados con
herbicidas, particularmente corroborar la importancia de las malezas gramineas Avena
fatua L. y Lolium Multiflorum Lam.

2. Caracterizar la germinacion de Avena fatua L., comparando poblaciones
provenientes de distintos ambientes, cultivados y no cultivados.

3. Identificar si posibles diferencias en la dindmica de la germinacién de Avena fatua
L., se deben a caracteristicas genéticas seleccionadas o son causadas por el ambiente
materno.
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4. Evaluar la respuesta de poblaciones de Avena fatua L. y Lolium multiflorum Lam. a
distintos herbicidas comtinmente utilizados para su control.

5. Identificar y caracterizar atributos propios de los biotipos susceptibles y resistentes
que se identificaran en Avena fatua L. y Lolium multiflorum Lam.

1.7. Marco estructural de la tesis

La presentacion de la tesis se organiza en cinco capitulos. En este primer capitulo de
introduccion general, se realizo una revision de antecedentes disponibles en la literatura
abordando aspectos de la comunidad, aspectos fenoldgicos (germinacion/emergencia) y
de respuesta a los herbicidas, referidas particularmente a Avena fatua L. y Lolium
multiflorum Lam., las dos especies en que se sostiene esta tesis.

En el capitulo dos, se describen los estudios realizados a nivel de comunidad de
malezas en cultivos de trigo, en dos momentos del ciclo del cultivo: (1) antes de la
aplicacion de herbicidas (Z1.2 — Z1.4, Z2.1 segun cada productor, Zadoks et al., 1974) y
(1) en precosecha, poniendo especial énfasis en la persistencia de las diferentes especies
y observando en particular los casos de Avena fatua L.y Lolium multiflorum Lam.

En el capitulo tres se ponen a prueba los procesos que explican la persistencia de
A. fatua a lo largo del ciclo del cultivo. En particular, se ponen a prueba dos procesos:
(1) supervivencia a herbicidas y (ii) dinamica de germinacidon y emergencia.

En el capitulo cuatro se ponen a prueba los mecanismos por los cuéles Lolium
multiflorum es persistente, particularmente la respuesta a herbicidas.

Finalmente, en el capitulo 5 se desarrolla una discusion de caracter general sobre
los diferentes aspectos abordados en la tesis, mostrando la coherencia lograda en los
diferentes capitulos, constituyendo un trabajo integral sobre especies problemadticas en
sistemas de produccion de relevancia tal como la produccion de trigo del sur de la
Provincia de Buenos Aires. Ademas, se plantea el valor de los resultados obtenidos, su
originalidad y su significado como aporte para futuras lineas de investigacion.
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Capitulo 2

Comunidad de malezas en dos momentos del ciclo de cultivos de trigo en el sudeste
boanerense.

2.1. Introduccion

Las comunidades de malezas resultan modificadas por las practicas agricolas, que estan
orientadas a homogeneizar el ambiente para maximizar los rendimientos de los cultivos
(Poggio, 2012). Los métodos de control de malezas actian como filtros, principalmente
en escala de lote, eliminando especies de determinadas caracteristicas funcionales
dentro de la comunidad. De este modo, las especies restantes se ensamblan en diferentes
escalas, formando la estructura de la comunidad de malezas (Weiher & Keddy, 1999;
Booth & Swanton, 2002). Debido a que los filtros actian sobre las caracteristicas
funcionales (o "traits") mas que sobre las especies, resulta util la descripcion de la
comunidad en términos funcionales (Ryan et al., 2010). La estructura de la comunidad,
la importancia relativa de las especies presentes y los cambios que se van produciendo
hacen posible la elaboracién de un diagndstico util para establecer estrategias de
manejo. Mediante los censos de malezas es posible evaluar estos atributos a escala de
comunidad (Scursoni et al., 2007a).

2.1.1. Resumen de la comunidad: diferencias entre sudeste y sudoeste bonaerense.

La comunidad de malezas en cultivos de trigo de la region Sudeste bonaerense ya fue
descripta en trabajos publicados (Scursoni et al., 2007a). En censos realizados entre los
afios 2004 y 2008, se contabilizé una riqueza de 70 especies. En los mismos censos se
compard esta region con la region Sudoeste Bonaerense, observandose que el total de
especies en el Sudeste fue menor que en el Sudoeste donde se contabilizaron 85
especies. Asimismo en la region Sudeste Bonaerense se registrdé menor nimero de
especies nativas (Scursoni ef al., 2014). Esta caracteristica puede estar asociada a las
diferencias en la actividad agropecuaria entre las dos regiones. En la region Sudeste hay
mayor intensidad de la actividad agricola que en la region Sudoeste, donde hay mayor
presencia de pasturas y ganaderia en las rotaciones (Cruzate et al., 2008). En situaciones
donde predomina la actividad agricola, hay menor riqueza y equitatividad de especies,
hay un dominio claro del cultivo en la comunidad y hay mayor presencia de especies
exodticas y cosmopolitas (Martinez-Ghersa et al., 2000).

En la comunidad del Sudeste bonaerense las especies mas constantes fueron
Polygonum aviculare L., Stellaria media L., Avena fatua L., Polygonum convolvulus L.,
Ammi majus L., todas ellas con presencia en mas del 50% de los lotes censados. Avena
fatua'y Lolium multiflorum fueron halladas juntas en un lote en el 30% de los casos. En
la region Sudoeste bonaerense, Avena fatua fue la especie mas constante con un 63%
(Scursoni et al., 2014).
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2.1.2. Resumen de la comunidad: cambios en el tiempo

El namero total de especies en el sudeste de Buenos Aires, incrementd con respecto a
censos realizados en el afio 1982. Catullo et al., (1983) registraron de 31 especies en
1982 a 47 especies en 2004/2005. Ghersa et al., (1998) describié una situacion similar
de aumento en el nimero de especies en el norte de la Provincia de Buenos Aires, desde
el afio 1930 hasta el afio 1960, caracterizado por la intensificacion de la agricultura y el
notable aumento de la productividad. Ademas del nlimero de especies en la comunidad,
se observo un aumento de constancia en varias especies (Scursoni et al., 2014). Avena
fatua aumentd de un 39% en 1982 a un 65% en 2004/2005.

Los cambios mas relevantes durante este periodo fueron el aumento del area
dedicada a la agricultura junto con la adopcion de la siembra directa como sistema de
cultivo predominante y asociado a esto ultimo, las practicas de fertilizacion y uso de
herbicidas para barbecho quimico propios de este sistema. En los ultimos 30 afios hubo
una expansion del area cultivada, en el marco de la intensificacion de la agricultura. Con
notable aumento de los cultivos anuales en detrimento de otros usos de la tierra, como la
produccion ganadera (INDEC, 1988, 2002; Scursoni et al, 2007a). Se observa que
aparecen en la comunidad, malezas asociadas a sistemas de siembra directa tales como
Taraxacum officinale, Centaurea solstitialis (Légére & Samson, 2004) y Sonchus
oleraceus. Esta Ultima, al igual que Taraxacum officinale, posee semillas pequeias, las
cuales emergen superficialmente y no cuando se encuentran enterradas en profundidad,
tal como sucede en sistemas de labranza convencional. En consecuencia se ve
favorecido su reclutamiento en sistemas de siembra directa (Chauhan et al., 2006b).
Otras malezas como Viola arvensis, a pesar que las labranzas estimulan su emergencia,
estd muy asociada a lotes bajo siembra directa (Degenhardt et al., 2005).

2.1.3. Importancia de Avena fatuay Lolium multiflorum en cuanto a su constancia

De acuerdo con los antecedentes descriptos, la presencia de malezas ha incrementado en
constancia y abundancia a pesar de disponer de tecnologia altamente eficaz para su
control. La presencia de Avena fatua en lotes cultivados con trigo y cebada cervecera
aument6 de 27% en 1983 (Catullo et al., 1983) a 43% en los afios 2004/2005 (Scursoni
et al., 2007a). Por otro lado Gigon et al., (2008) en la region sur-sudoeste de Buenos
Aires registraron presencia de Avena fatua en el 62% de los lotes cultivados con trigo.
En el mismo estudio Lolium multiflorum fue registrado en el 39% de los lotes.

No obstante lo descripto, no se dispone de suficiente informacion disponible
acerca de los cambios ocurridos en un ciclo de cultivo como consecuencia de escapes al
control por herbicidas. Derksen et al, (1995) analizd el impacto de herbicidas
postemergentes sobre la comunidad de malezas en cultivos de trigo, cebada y lino bajo
diferentes sistemas de labranza. Para ello realizé dos evaluaciones, antes y después de
aplicar los herbicidas. Las diferencias en la estructura de la comunidad entre sistemas de
labranza desaparecieron luego del uso de herbicidas. Por lo cual se evidencia la mayor
influencia de éstos comparado con los sistemas de labranza, o dicho de otro modo, los
herbicidas representan un filtro mas potente.
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En la actualidad, no se dispone de trabajos realizados con este enfoque en la
region del Sudeste bonaerense. Sin embargo, las malezas persistentes son conocidas
entre los asesores y productores y en diversas oportunidades se sospecha de biotipos
resistenes a diferentes herbicidas cominmente utilizados para su control. En tal sentido,
se han reportado casos de Lolium multiflorum y Avena fatua resistentes tanto a
herbicidas inhibidores de la ACCasa y ALS (Heap, 2016).

2.1.4. Hipétesis y objetivos:

En el marco descripto se planteé como hipdtesis de trabajo que ambas especies, Lolium
multiflorum Lam. y Avena fatua L. son persistentes en la comunidad de malezas de
cultivos de trigo donde se aplican herbicidas para su control.

De acuerdo a lo expuesto, se plantean los siguientes objetivos para este capitulo:

1) Caracterizar la composicion de la comunidad de malezas en cultivos de trigo tratados
con herbicida en dos momentos del ciclo del cultivo (preaplicacion de herbicidas y
precosecha).

ii) Cuantificar la persistencia de Avena fatua L. y Lolium multiflorum Lam., mediante
el registro de su constancia en dos momentos del ciclo del cultivo (preaplicacion de
herbicidas y precosecha).
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2.2. Materiales y Métodos
2.2.1. Area de estudio

Los censos de malezas fueron realizados en la region sudeste de la Provincia de Buenos
Aires. El area en estudio incluye 1.793.057 hectéareas distribuidas en cuatro partidos:
Coronel Dorrego, General Necochea, General Pueyrredon y Tres Arroyos. Estos tres
partidos representan aproximadamente el 11% de la produccion de trigo de la Provincia
de Buenos Aires y el 6% de la produccioén nacional Argentina de la campafia 2014-
2015. (Ministerio de Agricultura, 2015).

El clima es templado-himedo con una temperatura media anual de 15° (figura
2.1a) y precipitaciones anuales de 800 mm para toda la region. El régimen anual de
precipitaciones es isohigro, sin embargo en algunos afios existen déficits de
precipitaciones durante los meses de julio y agosto (Hall et al., 1992). El detalle de las
precipitaciones para los partidos en la region se muestra en la tabla 2.1. Predominan
suelos argiudoles tipicos con pocas limitaciones al crecimiento de cultivos (figura 2.1b)
((Cruzate et al., 2008). Las principales rotaciones incluyen una secuencia de trigo o
cebada / girasol o también trigo o cebada / soja o pasturas. El rendimiento promedio
para el trigo es de 3600 kg/ha (Ministerio de Agricultura, 2015).

Tabla 2.1. Precipitaciones anuales en milimetros de los partidos en los cudles se
realizaron los censos.

Afio 2007* Afio 2008* Afo 2009* Historico**

Cnel. Dorrego 580 312 481 629*
Gral. Pueyrredén 929 618 550 941
Necochea 817.,5 909,3 541.8 912
Tres Arroyos 723,2 892,8 738.,5 850

* Datos extraidos de Proyecto RIAN, INTA. Agradecimiento a Ing. Agr. Marta Borda,
INTA Barrow.
** (Merlotto & Piccolo, 2009).
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B 95 % Agricola
[ 60 % Agricola
[ 30 % Agricola
< 30% Agricola

Figuras 2.1a) Temperatura media anual (serie 1996-2008) en la provincia de Buenos
Aires y localizacion de los partidos estudiados; 2.1b) Aptitud agricola de uso de la tierra
en la provincia de Buenos Aires, con la localizacion de los partidos estudiados.
Adaptado de Cruzate et al., (2008).

Las practicas de siembra directa y la aplicacion de fertilizantes son actualmente
comunes en esta region. Para el control de malezas, frecuentemente se utilizan
herbicidas, siendo los grupos més utilizados las sulfonilureas (grupo 2, inhibidores de la
ALS) y las auxinas para el control de malezas dicotiledoneas. En malezas gramineas,
los inhibidores de la ACCasa son los mas utilizados.

2.2.2. Censos

Durante las campaiias agricolas 2008/2009 y 2009/2010 se realizaron censos de malezas
sobre 34 lotes ubicados en los partidos de General Necochea, General Pueyrredon y
Tres Arroyos. Los lotes fueron seleccionados entre agricultores lideres, representativos
de la zona, y su caracteristica en comun fue el uso de herbicidas como método para el
control de malezas. La superficie total del lote fue considerada como area de muestreo
siendo la superficie promedio por lote de aproximadamente 70 has (69,7 has + 25,5
has). Cada lote fue relevado dos veces durante la misma campafa: i) en post-emergencia
del cultivo, previo a la aplicacion de herbicidas, con el cultivo de trigo en 2/4 hojas (pre-
control) (Z 22-24) (Zadoks et al., 1974) y ii) previo a la cosecha del cultivo (cosecha).
En cada lote, se realizdé un recorrido previo para identificar las especies presentes y
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luego se recorrio el lote en forma de W, cuidando de no acercarse a menos de 10 metros
de los margenes. En total se tomaron 35 muestras al azar de un metro cuadrado cada una
y se registraron las especies presentes y su correspondiente estado fenologico.
Asimismo, las especies que fueron observadas fuera de los muestreos también se
registraron asignandoles una frecuencia igual a la mitad de la minima.

Adicionalmente, se recorrieron en la etapa de pre-control, 81 lotes con el objeto
de caracterizar particularmente la presencia de Avena fatuay Lolium multiflorum. Los
lotes se ubicaron en los partidos de General Necochea, General Pueyrredon, Tres
Arroyos y Coronel Dorrego.

2.2.3. Analisis de los datos
Para caracterizar la comunidad de malezas se calculo:
(1) la constancia de cada especie como:

_ n°delotes conlaespeciei
' n’total de lotes censados

(formula 2.1)

(i1) la diversidad Gamma o diversidad regional como el n° total de especies presentes en
cada momento de observacion;

(i11) la diversidad alfa o diversidad local como el nimero promedio de especies
presentes en cada lote; y:

(iv) la tasa de cambio espacial de riqueza de especies (diversidad Beta) como:

L Diversidad Gamma )
D dad Beta = 0 . hittaker, 1975;
iversidad Beta Diversidad Alfa promedio (formula 2.2) (Whittaker, 1975;

Magurran, 1988)

Para calcular si las diferencias en la diversidad alfa son significativas se realizo
una prueba t de Student apareada entre los momentos preaplicacion y cosecha.

Se compar6 la comunidad en diversos aspectos utilizando el analisis MRPP
(procedimiento de permutacion de respuestas multiples). El mismo es un método
multivariado no paramétrico que evaliia la hipdtesis que no existen diferencias entre
grupos definidos a priori (McCune & Mefford, 2011). Este método tiene la ventaja de
no requerir supuestos (por ejemplo normalidad multivariada, homogeneidad de
varianzas) por lo que es adecuado para trabajar con datos de comunidades de especies
(Zimmerman et al., 1985). En el presente trabajo se utilizé la distancia Euclidea y el
cociente n/Z(n) para ponderar los grupos. El procedimiento calcula un estadistico
estandarizado T donde para probar la hipdtesis nula "no hay diferencia entre los
grupos", se utilizan pruebas de permutaciones. La base de las mismas se sustenta en
que, si la hipdtesis nula es verdadera, los grupos originales en que se han separado a las
observaciones no son diferentes entre si. Por lo tanto cualquier observacion puede
asociarse a cualquier grupo. Se considerd6 que dos grupos son diferentes cuando los
valores de significancia fueron menores a 0,05 (Sosnoskie et al, 2006; McCune &
Mefford, 2011).
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Para realizar dicho andlisis se agruparon los datos de los lotes segin distintos
criterios: el primero fue agrupar entre datos de 2008 y datos de 2009, para ver si se
justifica unir los datos de ambos afios. El segundo criterio fue agrupar entre datos de
preaplicacion y de cosecha. El tercer criterio fue agrupar entre lotes donde se aplicaron
herbicidas post-emergentes latifolicidas y herbicidas post-emergentes latifolicidas +
graminicidas. Estos andlisis fueron realizados con el software PCORD v6 (McCune &
Mefford, 2011).

La estructura de la comunidad fue analizada en términos de especies y grupos
funcionales. Dentro de los grupos funcionales, para habito de crecimiento se siguid la
clasificacion segin MclIntyre et al, (2005). Esta clasificacion sintetiza formas de
crecimiento principales y morfotipo de la maleza (pastos o hierbas dicotiledoneas) y se
resume en cinco formas de crecimiento: rizomatosas y/o estoloniferas, pastos, hierbas
postradas, hierbas erectas y rosetas/semi-rosetas. Para el caso de pubescencia de hoja se
utilizaron guias botdnicas y guias de reconocimiento de malezas (Cabrera & Zardini,
1978; Faya de Falcon et al, 1992; Molina, 2007). En cuanto a antecedentes de
resistencia a herbicidas en el mundo, se utilizé la base de datos de International Survey
of Herbicide Resistant Weeds (Heap, 2016). Ademds se caracterizaron las especies
segun la clasificacion de Raunkiaer, (1934); para biomasa de semilla se utilizé la base
de datos de LEDA (Kleyer et al, 2008). Ademas, se consider6 la estacion de
emergencia (sin tomar en cuenta que individuos aislados puedan emerger durante el
resto del afio) que da idea de las condiciones de temperatura bajo las cuales se desarrolla
el ciclo de vida de la maleza y define también la probabilidad de emergencia tardia
dentro del ciclo del cultivo de trigo. Los datos se obtuvieron de bibliografia de
diferentes autores donde estd tabulada esta caracteristica (Faya de Falcon et al., 1992;
Vigna, 2008; Leguizamon, 2009).

Para el analisis de los atributos de la comunidad, correspondientes a las distintas
categorias, entre los momentos pre-control y cosecha se utilizd el método de los
modelos generales lineales y mixtos, mediante el software Infostat ® (Di Rienzo et al.,
2015). La separacion de medias se realizéo mediante el test LDS Fisher (o = 0,05). La
riqueza (n.° especies por lote para cada atributo) fue la variable dependiente, en tanto los
atributos y el momento de observacion fueron las variables clasificatorias.

Los grupos floristicos fueron obtenidos mediante andlisis de cluster de 2 vias. Se
utilizd6 una matriz de datos presencia/ausencia de especies x sitio con aquellas que
estuvieran presentes en al menos el 8% de los lotes. Para dicho andlisis se empled
medida de distancia euclidea con el método de Ward. Luego se realiz6 con la misma
matriz un andlisis de componentes principales (PCA). Se identificaron dentro del
grafico de los componentes principales, los grupos obtenidos mediante el analisis de
cluster. Para dichos analisis estadisticos se utilizo el software PCORD v6 (McCune &
Mefford, 2011).
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Se utilizo el andlisis de especie indicadora (Dufrene & Legendre, 1997) para
probar la asociaciéon entre cada maleza y los momentos del ciclo del cultivo, pre-
aplicacion y cosecha. La especie indicadora es definida como la mas representativa de
un grupo particular de la clasificacion presente en la mayoria de los sitios de ese grupo.

El valor indicador se calcul6 del siguiente modo:
Valor Indicador = S x F x 100 (férmula 2.3)

donde S es una medida de la especificidad obtenida como el cociente entre la
abundancia de las especies a lo largo de los sitios de un momento en particular y la
sumatoria de la abundancia de las mismas especies para ambos momentos. F es una
medida de "fidelidad" calculada como el cociente entre el numero de sitios en que la
especie esta presente en un momento dado y el numero total de sitios para ese momento.
El indice es expresado como porcentaje. La significancia estadistica del maximo valor
indicador fue obtenido mediante el método de Montecarlo (1000 aleatorizaciones). Para
este calculo se utilizo el software PCORD v6 (McCune & Mefford, 2011).

Asimismo, se calculo la tasa de reemplazo de especies (TRE) por lote entre pre-
control y precosecha utilizando la formula:

(b+c)

TRE="——"—
(2a+b+c)

(férmula 2.4)

Este método calcula la tasa de recambio en términos de especies "que se
pierden" y "especies que se ganan" al cambiar de un momento (pre-control) al otro
(cosecha). El término "b" corresponde a las especies presentes en pre-control y ausentes
en cosecha (equivale a "las especies que se pierden"); el término "c" corresponde a las
especies ausentes en pre-control pero presentes en cosecha (equivale a las especies "que
se ganan"). Luego el término "a" corresponde a las especies presentes en ambos
momentos, o sea las especies persistentes. Cuanto mas elevado sea el valor de TRE,
tanto mas diferentes seran entre si la composicion de especies entre ambos momentos. A
la vez, de esta formula se desprende el nimero de especies por lote que son persistentes.
Esta formula es equivalente a la medida de diversidad Beta segun Wilson & Shmida,
(1984) reexpresada en Koleff et al, (2003) y tiene el beneficio de cuantificar a las

especies persistentes.

Se realiz6 una prueba t de Student de muestras apareadas para comparar la
frecuencia dentro del lote entre los momentos de muestreo. Los valores fueron
transformados previamente en arcoseno de la raiz cuadrada de la frecuencia. Asimismo
se realizd un analisis de regresion con los mismos datos para averiguar si dichos valores
estan relacionados. El supuesto de homogeneidad de varianza fue probado mediante el
grafico de dispersion de los residuos estandarizados en funcion de los valores predichos.
Para probar la normalidad de los datos se utilizo la técnica del Q-Q plot normal. Estos
analisis se realizaron con el software Infostat ® (Di Rienzo et al, 2015 ).
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Para los resultados de constancia de Avena fatua y Lolium multiflorum en los
lotes recorridos en pre-aplicacion, se calcularon intervalos de confianza mediante el
método exacto (Clopper & Pearson, 1934; Leemis & Trivedi, 1996). La formula
empleada es:

i 1 < p < 1_ (formula 2.5)
1+ n—y 1+ n—y
y F2y,2(n—y+1),1—a/2 (}"" 1) Fz(y+1),2(n—y),a/2

(13 2»

donde “n” es el namero total de lotes; “y” es el nimero de lotes donde la maleza esta
presente; F corresponde al valor de la distribucion F de Snedecor correspondiente a sus
respectivos parametros. Este analisis se realizd con el software estadistico R (R Core
Team, 2013) con el paquete Hmisc (Harrel, 2014).
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2.3. Resultados

Entre los afnos 2008 y 2009 fueron registradas 58 especies pertenecientes a 19 familias
botanicas. El nimero total de especies (diversidad Gamma) fue mayor en pre-control
que en pre-cosecha (Tabla 2.2). Del mismo modo, la riqueza especifica por lote
(diversidad alfa) fue significativamente mayor (p>0,05) en pre-control (8,9+-1,2
especies por lote) que en cosecha (5,6+-0,9 especies por lote). Sin embargo, la
diversidad Beta (tasa de recambio de especies espacial) fue mayor en el momento de
cosecha que en pre-control. El nimero de familias representadas fue el mismo en ambos
momentos (Tabla 2.2). Del total de especies, 22 estuvieron presentes en ambos
momentos, mientras 21 solo fueron encontradas en pre-control y 15 especies solo en
cosecha.

Tabla 2.2. Riqueza de especies hallada en los censos pre-control y cosecha. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05)

% de especies

Pre-control Cosecha halladas en floracion
en cosecha
Diversidad Alfa 8,9a 5,6b 75
Diversidad Gamma 43 37 62,1
Diversidad Beta 4,83 6,62
Familias 14 14

En el momento de cosecha fueron registradas 23 especies en estado reproductivo
pertenecientes a 9 familias botdnicas, las que representan el 62% de las especies
presentes (tabla 2.2). E1 75% de las especies halladas por lote en cosecha se encontraba
en estado reproductivo (equivalente a diversidad alfa de 4.2 +0.78 especies por lote), de
lo cual se infiere que estas especies han compartido su ciclo de vida con el cultivo de
trigo.

El analisis de la comunidad mediante MRPP di6 como resultado que la
comunidad no fue significativamente diferente entre afios (tabla 2.3), lo cual justifica
que se junten los datos de ambos afios para el analisis. Al comparar la comunidad segiin
los momentos de observacion, se comprueba que es significativamente diferente entre
preaplicacion de herbicidas y cosecha del cultivo. Cuando se agrupan los datos segun el
manejo quimico, se observd que no hubo diferencias significativas en el momento de
cosecha entre latifolicidas vs graminicidas+latifolicidas, por lo que se descarta un efecto
del manejo quimico segun esta clasificacion sobre la comunidad, en un ciclo de cultivo
(tabla 2.3). Tampoco hubo diferencias significativas entre ambos grupos en pre-
aplicacion de los herbicidas.
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Tabla 2.3. Comparaciones segin el andlisis MRPP para evaluar diferencias en la
comunidad entre afios, entre momentos de observacidon y entre manejos quimicos
utilizados. Se consideré que valores p mayores a 0,05 indican que no hay diferencias
significativas entre grupos.

Comparaciones Significancia (valor p)

- Entre afios:
2008 vs 2009 0,08717283
- Entre momentos de observacion:
Preaplicacion vs Cosecha =0,0
- Entre manejos quimicos utilizados:
Latifolicida vs Graminicida+Latifolicida:
Lotes en preaplicacion 0,65954729
Lotes en cosecha 0,10666655

Tanto a nivel de lote como entre estados el cultivo, se hallaron diferencias
significativas entre los diferentes atributos (tabla 2.4). Las hierbas postradas y las
especies de tipo roseta se hallaron en mayor nimero en pre-control y en cosecha, sin
embargo en cosecha aumento6 la proporcion de especies del tipo gramineas cespitosas
(pastos). La totalidad de las especies de tipo roseta se hallaron en estado reproductivo en
cosecha, mientras que para los de tipo pastos un 56% se halld en estado reproductivo.
Las especies terofitas fueron dominantes tanto en pre-control como en cosecha. Se
observa un predominio de especies con mayor amplitud del periodo de emergencia, en
ambos momentos pre-control y en cosecha. Las especies otofio-invernales disminuyen
significativamente su presencia en cosecha mientras aumenta la presencia de las
especies estivales. En cuanto a las especies con citas de resistencia a herbicidas,
disminuye en cosecha la proporcion de especies no citadas por resistencia a herbicidas,
mientras que aumenta proporcionalmente el nimero de especies con antecedentes de
resistencia. No se encontr6 un predominio particular de alguna categoria de peso de la
semilla.



30

Tabla 2.4. Atributos de la comunidad entre los momentos pre-control y cosecha
cuantificado mediante el promedio de especies con un determinado atributo por lote. Se
muestra asimismo la proporcion que estaba en estado reproductivo en el momento de
cosecha. Letras distintas muestran diferencias significativas para cada atributo en cada
momento de observacion de una misma categoria.

Pre-control ~ Cosecha Estado
(promedio  (promedio Reproductivo

Categoria de atributos Atributos de especies de especies en cosecha
por lote) por lote) (%)
Forma de crecimiento Rizomatosa/Estolonifera 0,03 ¢ 0,4 fg 0,0
Pastos 0,6 ef 1,3cd 55,8
Hierbas erectas 1,6 bc 0,8 ef 423
Hierbas postradas 33a 1,0 de 97,1
Rosetas/semirosetas 34a 22b 100,0
Pubescencia de la hoja Glabras 43 a 3,0b 78,2
Ralas 1,8 ¢ 1,6 cd 83,3
Densas 2,8b 1,0d 51,4
Raunkiaer Terofitas 8,2a 46b 80,6
Hemicriptofitas 0,6 c 0,8 ¢ 39,3
Caméfitas 0,1¢c 0,2¢ 85,7
Antecedentes de Si 4,1b 3,7b 74,2
Resistencia a herbicidas  No 48 a 1,9¢ 75,7
Epoca de emergencia Otono-Invierno 29b 0,9d 100,0
Otofio-Invierno-Primavera 4,7 a 30b 100,0
Primavera-Verano 1,3 cd 1,7 ¢ 18,6
Peso de la semilla <=0.2 mg 0,8 ef 0,4f 21,4
0.21 - 0.5 mg 1,8 ab 1,0 de 85,7
0.51 -1 mg 1,8 ab 0,8 def 71,4
1.01 -2 mg 0,9 de 0,5f 100,0
2.01 - 10 mg 22a 1,5 be 65,4
> 10 mg 1,3 cd 1,2 cde 85,0

Seglin el analisis de cluster de dos vias, se obtuvieron dos grupos de lotes y
cuatro grupos de especies. Los lotes fueron agrupados en general segiin el momento de
observacion, salvo algunas pocas excepciones. Por su parte, las especies fueron
agrupadas segun su constancia en pre-control y en cosecha. El diagrama de ordenacion
de componentes principales ofrece una buena representacion de la importancia de los
grupos floristicos (figura 2.2). La varianza acumulada de los dos primeros ejes fue de
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36.81%. El eje 1 separ6 a las malezas seglin su presencia en los lotes de cultivo de trigo.
Los grupos I y II tuvieron mayor presencia que los grupos IIl y IV. El segundo eje
estuvo relacionado con la asociacion de las especies al momento de cosecha.

Los cuatro grupos de especies fueron obtenidos a partir de especies con
constancia mayor a 8% (tabla 2.5). El grupo I solo estd formado por 2 especies, con alta
constancia en pre-control (41% A. fatuay 50% S. oleraceus) y ademas son las especies
con la constancia mas elevada en cosecha (superior a 60% ambas). El grupo II esta
asociado a pre-control y corresponde a especies con alta constancia que luego
disminuyen su presencia en el momento de cosecha. A excepcion de S. media y H.
annus las especies se encuentran en estado reproductivo en cosecha. El grupo III posee
18 especies y se encuentra asociado principalmente al momento pre-control. La
presencia en lotes en pre-control es menor a la de los grupos I y II. Las especies
dominantes son C. acanthoides, C. dydymus, V. arvensisy A. leptophylum. El grupo IV
estd representado principalmente por especies estivales como E. cruss-galli, C. dactylon
y D. sanguinalis, a las que se suman especies rosetas otofio-inverno-primaverales como
B. campestris, Senecioy R. sativus.
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Tabla 2.5. Constancia (%) de las especies en cada grupo floristico, en pre-control y en
cosecha y estado fenoldgico en que la especie fue hallada en cosecha. Los numeros
romanos representan el grupo floristico. Se muestran ademas los resultados del Analisis
de Especie Indicadora, indicando el momento al cual se asocid la especie y su valor
indicador. Abr.: R: Estado reproductivo; Pl: estado de plantula o planta joven; V: estado
vegetativo en una planta adulta (especies perennes). Test de Montecarlo para el valor
indicador més alto:* p > 0,05; ** p > 0,001.

Constancia [%] Analisis de especie

indicadora
Estado
. Pre- . . Valor
Especie Lo Cosecha  fenoldgico en Asociacion . ..
aplicacion indicador
cosecha

1 Sonchus oleraceus L. 50,0 64,7 R Cosecha 36.5
I Avena fatua L. 41,2 61,8 R Cosecha 37.1
I Polygonum aviculare L. 94,1 47,1 R Pre-Apl 62.7%*
I Helianthus annuus L. 64,7 17,6 Pl Pre-Apl 50.8**
Il Stellaria media (L.) Vill. 64,7 0,0 - Pre-Apl 64.7%*
I Polygonum convolvulus L. 61,8 44,1 R Pre-Apl 36.0
I Chenopodium album L. 58,8 32,4 R Pre-Apl 38.0
I  Ammi majus L. 58,8 20,6 R Pre-Apl 43.6*
III  Carduus acanthoides L. 35,3 29 R Pre-Apl 35.3*
Il  Coronopus didymus (L.) Sm. 29,4 0,0 - Pre-Apl 29.4%*
III  Veronica arvensis L. 26,5 5,9 R Pre-Apl 26.5*
I Apium leptophyllum

(Pers.) F. Muell. ex Benth. 26,5 0,0 - Pre-Apl 26.5%
IIT  Polygonum persicaria L. 23,5 0,0 - Pre-Apl 23.5%
Il  Cirsium vulgare (Savi) Ten. 17,6 5,9 R Pre-Apl 17.6*
Il  Matricaria chamomilla L. 14,7 2,9 R Pre-Apl 14.7
I Lamium amplexicaule L. 14,7 0,0 - Pre-Apl 14.7
IIT  Viola arvensis Murr. 11,8 8,8 R Pre-Apl 6.7
Il Lolium multiflorum Lam. 11,8 5,9 R Pre-Apl 11.8
Il  Anagallis arvensis L. 11,8 0,0 - Pre-Apl 11.8
i Capsella bursa-pastoris

(L.) Medik. 8,8 0,0 - Pre-Apl 8.8
Il Cerastium glomeratum Thuill. 8,8 0,0 - Pre-Apl 8.8

Cotula australis
IIT  (Sieber ex Spreng.) Hook. f. 8,8 0,0 - Pre-Apl 8.8
I Rapistrum rugosum (L.) All. 2,9 8,8 R Cosecha 8.8
Il Eryngium L. spec. 0,0 14,7 R Cosecha 11.8
Il  Euphorbia heterophyla L. 0,0 11,8 A% Cosecha 14.7
I Sorghum halepense (L.) Pers. 0,0 8,8 A% Cosecha 8.8

(Continiia en la pagina siguiente)
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(Contintia de la pagina anterior)

Constancia [%]

Analisis de especie

indicadora
Pre- Est. fenologico Valor
Especie aplicacion Cosecha en cosecha  Asociacion indicador
IV Brassica campestris L. 38,2 11,8 R Pre-Apl 29.2%
IV Senecio L. spec. 20,6 14,7 R Pre-Apl 12.0
IV Raphanus sativus L. 17,6 38,2 R Cosecha 26.2
IV Carduus nutans L. 8,8 11,8 R Cosecha 6.7
v Echinochloa crus-galli
(L.) Beauv. 0 29,4 Pl Cosecha  29.4%*
IV Cynodon dactylon (L.) Pers. 0,0 26,5 v Cosecha 26.5%
IV Digitaria sanguinalis (L.) Scop. 0,0 20,6 Pl Cosecha 20.6*
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Figura 2.2. Diagrama de ordenacion de una analisis de componentes principales de las
malezas con constancia mayor a 8%. Se muestran asimismo los grupos logrados
mediante el andlisis de cluster.
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La tasa de recambio temporal de especies fue de 0,66, donde un valor de 1
significa que el recambio de especies fue total. En promedio hubo 2,5 especies
persistentes por lote (especies presentes en pre-control y en cosecha en el mismo lote).
Sin embargo solo 5 especies son persistentes en al menos 10 lotes. Las especies
persistentes en mas lotes son P. aviculare (16 lotes), P. convolvulus (13 lotes), S.
oleraceus (12 lotes), A. fatua (10 lotes) y C. album (10 lotes). Por su parte A. majus fue
persistente en 5 lotes, R. sativus fue persistente en 3 lotes, mientras que B. campestris y
L. multiflorum solo fueron halladas persistentes en un solo lote. Interesantemente, S.
oleraceus y Raphanus sativus fueron registradas en cosecha aun en lotes en que no
habian sido registradas en pre-aplicacion representando en ambos el 29,4 % de los lotes.
Contrariamente las especies del género Polygonum solo estuvieron presentes en cosecha
en el 3% de los lotes en promedio de ambas especies.

La frecuencia de cada maleza dentro del lote disminuye significativamente
(prueba t muestras apareadas, p<0,01) entre los momentos pre-control (frecuencia
media = 0,138) y cosecha (frecuencia media = 0,043). Sin embargo, la frecuencia
hallada en cosecha en un lote para cualquier maleza no estuvo relacionada con la
frecuencia con que se hallaba en pre-control (datos no presentados).

2.3.1. Relevancia de Avena fatuay Lolium multiflorum

Sobre 81 lotes relevados solo considerando Avena fatua o Lolium multiflorum, fue
posible hallar alguna de estas especies en casi 1 de cada 2 lotes (tabla 2.6). Sin embargo,
solo en el 12% de los lotes estas especies se hallaron juntas. La constancia de Avena
fatua fue mayor (42%) que la constancia de Lolium multiflorum (18,5%).

Tabla 2.6. Resultados del relevamiento de 81 lotes en Pre-control en busca de Avena
fatua o Lolium multiflorum. Los limites inferior y superior del intervalo de confianza
fueron estimados mediante el método exacto (Clopper & Pearson, 1934; Leemis &
Trivedi, 1996).

% LI (%) LS (%)
Constancia Avena fatua 42,0 31,1 53,5
Constancia Lolium multiflorum 18,5 10,8 28,7
Lotes con ambas malezas presentes 12,3 6,1 21,5
Probabilidad de hallar Avena fatua o Lolium 48,1 36,9 59,5

multiflorum en un solo lote

En los 34 lotes censados durante pre-control y cosecha, Avena fatua fue hallada
en el 73,5% de los lotes, sin importar el momento en que fue hallada. Mientras que
Lolium multiflorum solo fue hallada en el 14,7% de los lotes. En el 29,4% de los lotes
Avena fatua L. estuvo presente durante ambos momentos y en un porcentaje similar
estuvo ausente en pre-control y presente en cosecha; solo fue hallada durante pre-
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control exclusivamente en el 11,8% de los lotes. En Lolium multiflorum se pudo
constatar presencia en ambos momentos en el 3% de los lotes, mientras que en el 9% de
los lotes la especie fue hallada en pre-control pero no se encontrd solo en cosecha
(Figura 2.3).

LOLMU
B Presente en pre-contral y
ausente en cosecha
Presente en ambos momentos
B Ausente en pre-control y
AVEFA presente en cosecha

O 10 20 30 40 50 60 7O B0 90 100

% de lotes

Figura 2.3. Resultados para Avena fatua (AVEFA) y Lolium multiflorum (LOLMU)
sobre los 34 lotes censados en pre-control y en cosecha.
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2.4. Discusion

La comunidad de malezas en cultivos de trigo evidencia diferentes caracteristicas segun
sea descripta antes de la aplicacion de herbicidas o al momento de cosecha, sin haberse
observado diferencias segiin los herbicidas aplicados. La riqueza local (diversidad alfa)
disminuye significativamente en precosecha, respecto a lo registrado en pre-aplicacion
de herbicidas. Esto es esperable en cuanto a que la accion de filtro del herbicida se basa
en reducir el stand de malezas presentes, ejerciendo su efecto no sélo en términos de la
abundancia de cada especie sino también sobre el nimero de especies presentes. La tasa
recambio especial de especies (diversidad beta) fue mayor en precosecha que en pre-
aplicacion y el numero total de especial (diversidad gamma) disminuy6 desde pre-
aplicacion a precosecha de 43 a 37 especies.

Cuando se observa el estado fenologico de las especies registradas en cosecha, el
62% (23 especies) se encontraba en estado reproductivo. Esto significa que
compartieron su ciclo de vida junto al cultivo. No obstante, pudieron haber emergido
antes de la aplicacion del herbicida o inmediatamente después de la aplicacion del
mismo, indicando dos posibles diferentes procesos de persistencia; tolerancia al
herbicida o escape mediante la dindmica de emergencia. En consecuencia la reduccion
del nimero de malezas propiamente de cereales de invierno podria considerarse de 43 a
23 especies. Este resultado coincide con el obtenido por Derksen ef al., (1995), quiénes
registraron efectos del herbicida tanto sobre la abundancia de las malezas como sobre el
namero de especies.

La tasa de reemplazo de especies (TRE) entre pre-control y cosecha fue de 0,66,
es decir que en promedio, dos de cada tres especies por cada lote difieren entre un
momento y otro, registrandose un promedio de 2,5 especies son persistentes por lote.
Las especies persistentes y que producen semillas durante el ciclo del cultivo
reabastecen al banco de semillas y consecuentemente pueden incrementar el tamafo
poblacional. En este sentido, conocer los procesos que explican la persistencia durante
el ciclo del cultivo resulta necesario para el disefio de estrategias de manejo exitosas.
Mas alin, debe abordarse el estudio de la fecundidad y dispersion de dichas especies. En
este sentido, Scursoni et al., (1999) demostraron que el adelanto de cosecha en cultivos
de trigo, resultaba una practica eficaz para disminuir el ingreso de semillas al banco del
suelo.

2.4.1. Atributos de las malezas persistentes

Se observaron cambios en determinadas caracteristicas de la comunidad, evidenciando
un predominio de especies terdfitas, anuales, tal como sucede en todas las comunidades
de malezas de cultivos anuales. En cuanto a la extension del ciclo de vida, decrecen
significativamente las especies con ciclo invierno-primaverales, predominando las
especies otofio-inverno-primaverales. Ademas, los ciclos de emergencia extendidos en
el tiempo, representan una estrategia exitosa para evitar el momento de aplicacion de
herbicidas (Mortimer, 1997; Scursoni et al., 2007b). En cuanto a peso de la semilla no
se observa ningln patron significativo.
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Las formas de crecimiento de tipo roseta/roseta parcial fueron dominantes en
ambos momentos. El predominio de las formas de crecimiento de tipo roseta/roseta
parcial es frecuente en cultivos de trigo. Los datos registrados por Poggio, 2005; Ulber
et al., 2009; Fried et al., 2012; Scursoni et al., 2014, fueron reelaborados utilizando la
misma clasificacion de formas de crecimiento que se usa en el presente analisis (tabla
2.7) y coincidentemente hay una mayor proporcion de esta caracteristica en diferentes
situaciones y momentos del afio. Las formas de crecimiento de tipo roseta/semi-roseta
se caracterizan por tener una etapa vegetativa durante la cual desarrollan y crecen
numerosas hojas agrupadas rodeando a una base, con entrenudos muy cortos y casi
siempre a nivel del suelo. Luego, en la etapa reproductiva, se elongan los entrenudos y
exponen los 6rganos reproductivos a una altura que puede ser superior a la del canopeo
del cultivo, facilitando el proceso de dispersion de semillas.

Tabla 2.7. Formas de crecimiento de las malezas de diferentes comunidades sobre lotes
de trigo. Los datos fueron reelaborados con la clasificacion propuesta por (McIntyre et
al., 2005), a partir de los resultados de los censos de los cuales se informa la cita. Se
incluye ademas el nimero total de especies censadas (n).

Traits Proporcion de especies [%]
Fried etal2012  Poggio 2005  Scursoni et al2014 Ulber et al 2009

n=39 n=063 n=47 n=74
Rosetas/semirosetas 46,1 28.6 44,7 40,5
Hierbas postradas 23,1 27,0 29,8 18,9
Hierbas erectas 10,3 22,2 17,0 20,3
Pastos 15,4 14,3 6,4 16,2
Estolonifors 0 79 2. 40

Las especies de tipo pastos, aumentan su proporcion en cosecha, aun si solo se
consideraran las especies en estado reproductivo. Por razones econdmicas, el uso de
herbicidas especificos tales como los inhibidores de la ACCasa es menor que otros
menos eficaces tales como los inhibidores de la ALS. Asimismo estas especies
presentan patrén fenodlogico de desarrollo similar a los cultivos en los que se encuentran.
En consecuencia, la comunidad tiende a enriquecerse de malezas con mayor
mimetizacion con el cultivo (Martinez-Ghersa et al., 2000; Radosevich et al., 2007).

2.4.2. Grupos floristicos

Los grupos floristicos I y II corresponden a especies con alta presencia en los lotes. El
grupo I estéd integrado por dos especies con alta persistencia, Avena fatua L. y Sonchus
oleraceus L.. Ambas especies poseen alta constancia en pre-control y también en
cosecha. S. oleraceus se relaciona con los sistemas de siembra directa (Chauhan ef al.,
2006a). Su germinacion es estimulada por la luz, por lo que la emergencia es mayor
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cuando se encuentra en la superficie del suelo. En cultivos de trigo, ha sido reportada
con alta constancia (Poggio, 2005; Scursoni et al., 2014) y también ha sido reportada en
barbechos (Leguizamoén, 2009). Sin embargo, su constancia era significativamente
menor en sistemas de produccion con laboreo (Catullo et al., 1983). El caso de Avena
fatua se discutird particularmente en el capitulo 3.

El grupo II esta conformado por especies asociadas fundamentalmente a alta
presencia en pre-control decreciendo su constancia en el momento de cosecha.
Polygonum aviculare L. y Polygonum convolvulus L. son especies ya reportadas con
alta constancia en la zona en 1981. Helianthus annus (girasol guacho) es un caso
particular dado que como la rotacion trigo-girasol es habitual en la zona, emergen
individuos procedentes de semillas de cultivos de girasol antecesor. Sin embargo, su
baja constancia en precosecha sugiere escasos atributos que superen al filtro ejercido
por los herbicidas. Otro caso similar es el de Stellaria media (L.) Vill.(caapiqui),
frecuente en pre-control, y no en el momento de cosecha. En el caso de girasol, su
presencia en pre-control se explica por la alternacia trigo-girasol. En cambio, para el
caso de las demas especies puede explicarse la alta presencia en pre-control por
procesos de fecundidad y dispersion, pese a que pocos individuos persistan durante el
ciclo.

El grupo III estd compuesto por especies como Veronica arvensis (Veronica),
Carduus acanthoides, Cirsium vulgare, Viola arevensis, las cuales se reportan como
escapes en algunas campafias. La mayoria de estas pueden presentar déficit de control
con los herbicidas usados habitualmente (metsulfurén metil+dicamba). El raigras anual
(Lolium multiflorum) integra este grupo, si bien es una maleza importante esto no fue
reflejado cuantitativamente en los censos realizados. No obstante, la constancia en
precosecha es el 50% de la registrada en pre-control (tabla 2.5). Sobre esta especie se
discutira en el capitulo 4.

Finalmente en el grupo IV estan representadas las especies de ciclo estival como
Echinocloa crus-galli, Cynodon dactylon y Digitaria sanguinalis registradas en estado
vegetativo y malezas cruciferas como Raphanus sativus y Brassica campestris que
presentan un periodo de emergencia extendido en el tiempo, desde otofio hasta
principios de verano.

2.4.3. Avena fatua y Lolium multiflorum.

La Avena fatua es historicamente la maleza mas importante en cereales de invierno en
el S-SO de la Provincia de Buenos Aires tanto por el dafio cuantitativo y cualitativo al
cultivo asi como por el costo de control (Vigna et al, 2013). En relevamientos
realizados sobre muestras de trigo a comercializar realizado por SENASA (Heit et al.,
2012), se encontrd Avena fatua en el 80% de las muestras. En el presente trabajo, esta
maleza fue hallada en el 61,8% de los lotes en el momento de cosecha.
Aproximadamente en la mitad de esos lotes (29,4%), la maleza estuvo presente en
ambos momentos. Este desglose de la constancia calculada al momento de cosecha
indica que la maleza fue persistente en casi un 50% de estos lotes. Las causas de dicha
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persistencia pueden obedecer a: (i) supervivencia a la accién de los herbicidas, por
aparicion de resistencia o (ii) dindmica de emergencia luego de aplicado el herbicida y
evitando la accion del mismo. Estos puntos se pondran a prueba en el capitulo 3.

En cuanto a raigras anual, no fue registrado con una amplia distribucion en la
region estudiada. Su constancia fue de 11,8% y 5,9% en pre-control y cosecha,
respectivamente. Estos datos son menores que los registrados por (Poggio et al., 2004)
quiénes reportan un 35% de constancia en censos realizados durante los meses de
octubre y noviembre. Asimismo, Scursoni et al., (2014) en la region sudeste registro un
30% de lotes con raigrds anual. En INTA Barrow, Gigoén (comunicacion personal)
estimd que un 30% de los lotes del area de influencia de la experimental presentaron
raigras anual durante el afio 2014. Finalmente se reportd que el 19% de las muestras de
trigo para exportacion de los puertos de Argentina presentaron raigras anual como
maleza (Heit et al., 2012).

Mas alld de la baja constancia registrada, es interesante destacar que
aproximadamente 30% de los lotes en los que habia presencia en pre-control también
fue registrada en precosecha. La dindmica de emergencia de raigras es menos extendida
que el caso de Avena fatua L., lograndose practicamente el 100% de la emergencia en
pleno invierno (Diez de Ulzurrun et al, 2015) (ver figura 5.4). En este sentido, la
resistencia a herbicidas podria representar el principal mecanismo asociado a la
presencia de esta maleza en sistemas de produccion de cereales de invierno.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se acepta parcialmente la hipdtesis de
trabajo: Avena fatua fue hallada con una alta persistencia en los lotes de trigo y Lolium
multiflorum fue hallada con una baja persistencia.
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Capitulo 3
Escapes de Avena fatua L. en cultivos de trigo tratados con herbicidas.

3.1. Introduccién

Avena fatua L. es una especie perteneciente a las Angiospermas, de la clase
Monocotiledoneas, orden Poales, familia Poaceas (antiguamente Graminae). Su ciclo es
anual y su periodo de crecimiento es otofio-inverno-primaveral. Su presencia se reporta
en casi todos los lugares del mundo donde se realizan cultivos de cereales inverno-
primaverales. El centro de origen de diferentes especies del género Avena es la region
del Mediterraneo occidental (Loskutov, 2007), habiéndose introducido en la mayor
parte de la las regiones templadas del mundo (Beckie et al., 2012a). Se la conoce en
nuestro pais como avena negra, cebadilla o avena loca y constituye un serio problema
en regiones con niveles de precipitacion anual que van de 350 mm a mas de 800 mm.

Es considerada una de las diez especies maleza mas importante del mundo, tanto
por su amplia distribucion como por los dafios cuantitativos y cualitativos que produce.
Se reporta su presencia en mas de 50 paises y es la especie maleza de mayor
importancia en cultivos de trigo, cebada, arroz y lino (Simpson, 1990). En los Estados
Unidos, se estimo6 su presencia en aproximadamente 11.000.000 hectareas, generando
pérdidas superiores al billon de dolares (Evans ef al., 1991). En el oeste de Australia, el
24% de muestras de trigo, cebada y lupino contenian semillas de Avena fatua L.
(Michael et al., 2010). Asimismo, Avena fatua L. siempre fue la principal especie
maleza en cereales de invierno en el Reino Unido (Wilson et al., 1990). En China, es
también una de las malezas mds importantes de cultivos de trigo, considerando su
presencia en alrededor de 5 millones de has cultivadas, lo que se traduce en una pérdida
de 1.750.000 ton anuales (Li et al., 2007).

En Argentina, Scursoni (1995) registrd presencia de Avena fatua L. en mas del
80 % de los lotes de produccion de cebada en los Partidos de Coronel Dorrego y Puan.
En cultivos de trigo, Catullo y otros (1983) registraron una constancia (% de lotes con
presencia de la maleza) de 40% en promedio, en el sudeste de Buenos Aires.
Interesantemente, Scursoni et al (2007a, 2014) registraron un incremento de 24%
respecto a los relevamientos realizados por Catullo en 1983. A partir de esta
informacion, se cuantifico la cantidad de hectareas sembradas con trigo y con presencia
de Avena fatua L. en distintos partidos del sudeste bonaerense (tabla 3.1).



42

Tabla 3.1. Total de hectdreas. sembradas con trigo y con presencia de Avena fatua L. en
distintos partidos del sudeste de la Provincia de Buenos Aires en el afio 1981 y
2006/2007.

Partido Hectareas con Trigo Hectareas con trigo c/presencia de
Avena fatua
2006-07 1981 2006-07 1981

Cnel. Dorrego-

Tres Arroyos 423500 313400 301000 204680
Necochea 135556 99000 101667 5940

San Cayetano 102609 61000 44121 16470
Tandil/azul 90862 56536 40887 22049

*Fuente:Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca (2015)

Respecto a las pérdidas de rendimiento en nuestros sistemas de produccion,
Catullo y otros (1983) registraron pérdidas de rendimiento entre 12 y 23% con
densidades de la maleza de 100 plantas/m2, en cultivos de trigo sin y con aplicacion de
nitrégeno, respectivamente. Scursoni y Benech-Arnold, (1998), registraron pérdidas de
rendimiento de aproximadamente 25% en cebada y trigo con densidades de 60
plantas/m? de la maleza. Scursoni & Satorre (2005) reportaron similar pérdida de
rendimiento en cultivos de cebada con densidades de Avena fatua de 70 plantas/m?.
Scursoni et al., (2011) registraron una reduccién de 20% de rendimiento de trigo por
cada 100 g/m?> de Avena fatua, lo cual representa en promedio 100 plantas/m* (Scursoni
etal., 1999). En el caso de cultivos de cebada, la importancia de Avena fatua no sélo se
relaciona con su efecto sobre el rendimiento, sino también con la contaminacidén de
partidas destinadas a la industria maltera, lo cual genera importantes costos adicionales
de limpieza debido a las exigencias de la industria. Mas alla de los diferentes resultados
reportados, debe considerarse que diferentes factores tales como el momento de
emergencia de la maleza respecto al cultivo, la densidad relativa cultivo/maleza, el
genotipo, la aplicacion de fertilizantes, la dispersion espacial de la maleza, etc., regulan
los efectos de competencia (Scursoni, 2009).

La préactica mas comunmente utilizada para el control de Avena fatua en cultivos
tanto de trigo como de cebada, es la aplicacion de herbicidas postemergentes, primero
los inhibidores de la ACCasa y mas recientemente también con aplicacion de
inhibidores de ALS. La practica de uso de herbicidas con el mismo modo de accion es
un potente factor de seleccion a favor de malezas resistentes. Para que el proceso
evolutivo de resistencia ocurra es necesaria la existencia de variabilidad genética en la
poblacion. El herbicida actiia seleccionando fenotipos con genes de resistencia,
acelerandose este proceso en la medida que aumenta la presion de seleccion (Scursoni
& Vila-Aiub, 2016). Mas alld de los resultados exitosos que pueden lograrse mediante
la aplicacion de herbicidas, debe considerarse que la presion de seleccion que estos
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ejercen a favor de la seleccion de biotipos resistentes, es una consecuencia negativa del
mal uso de los mismos.

En el capitulo anterior, se ha mostrado la importancia de Avena fatua en la
comunidad de malezas del sudeste bonaerense. También se evidencio6 la importancia de
esta especie por la persistencia que presenta en los lotes a pesar de ser una maleza
objetivo en los controles de malezas. En el presente capitulo, se pretende identificar qué
mecanismo es jerarquicamente mas importante en la persistencia de esta maleza, y en
consecuencia el que mejor explica los escapes al control por herbicidas en sistemas de
produccion de trigo y cebada.

3.2. Hipdtesis y objetivos
En el marco conceptual planteado, se proponen las siguientes hipétesis:

1) Poblaciones de individuos que provienen de sitios bajo condiciones de cultivo
poseen menor sensibilidad a los herbicidas habitualmente utilizados para su control en
comparacion con las poblaciones provenientes de sitios no cultivados.

ii) Semillas provenientes de individuos creciendo en condiciones de cultivo
poseen niveles de dormicidon y patrones de germinacion diferente a las semillas
provenientes de individuos de sitios no cultivados.

iii) Las diferencias en los patrones de dormicion seglin las procedencias de las
semillas (agricola y no agricola) poseen base genética y son heredables.

En consecuencia los objetivos del presente capitulo fueron:

i) Estudiar la respuesta de un numero representativo de poblaciones de Avena
fatua L. del sudeste bonaerense, a distintos herbicidas habitualmente utilizados para su
control.

i) Estudiar el estado fisiologico y la dindmica de germinacion en el campo de
semillas de Avena fatua L., cosechadas de individuos presentes en precosecha de
cultivos de trigo del sudeste bonaerense en contraste con semillas provenientes de
individuos presentes en sitios no cultivados.

iii) Identificar las posibles causas asociadas a la dindmica de germinacion.
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3.3. Materiales y métodos
3.3.1. Cosecha del material experimental

Durante los afios 2008 y 2012 se realizaron relevamientos en el campo (analizados en el
capitulo 2) en los partidos de Necochea, General Pueyrredon y Tres Arroyos, situados
en el sudeste bonaerense. Adicionalmente se obtuvo semillas de una poblacion situada
en el partido de Azul. En los lotes relevados, se cosecharon semillas de Avena fatua L.
de individuos presentes en sitios no cultivados y de individuos presentes dentro de los
lotes de cultivos donde se habia aplicado herbicida (individuos provenientes de
condiciones de cultivo) (fotografias 3.1a y 3.1b). Las semillas fueron agrupadas segin
poblaciones (de acuerdo al lugar geografico) y dentro de cada poblacion, por su
procedencia (condiciones de cultivo o de condiciones no cultivadas). Desde la cosecha
hasta su posterior procesamiento, las semillas fueron conservadas secas a temperatura
ambiente.

3.1a)

Fotografias 3.1a) y b). Ambientes en el cudl se cosecharon las semillas en condiciones
cultivadas (a) y no cultivadas (b).

3.3.2. Respuesta al herbicida
3.3.2.1. Preparacion del material experimental

Durante los afos 2009 y hasta el afio 2012 inclusive, se llevaron a cabo 57 experimentos
de respuesta a herbicidas sobre 18 poblaciones de Avena fatua, utilizando 7 herbicidas
de uso frecuente para el control de la misma. Todos los experimentos se realizaron en el
campo experimental de la FAUBA, utilizdndose macetas de 14 cm de diametro y 2,1
litros. El sustrato utilizado consistié de una mezcla homogénea de 45% de tierra negra
con turba y abono comercial, 45% de arena y 10% de perlita. Se fertilizd con 0,1539¢g
de fosfato diamoénico y 0,1847g de urea por cada maceta, equivalentes a una
fertilizacion de 100 kg/ha de fosfato diamoénico y 120 kg/ha de urea. Los fertilizantes se
incorporaron al sustrato durante el momento de la mezcla del mismo.



45

Las plantulas se obtuvieron a partir de semillas germinadas en cadmaras a 12°C
constantes. La implantacion de las mismas se realizo cuando la plimula alcanzé los 2
cm de largo. Para asegurar la implantacion se mantuvieron en invernaculo durante 8 a
10 dias y luego se colocaron en campo. Las plantas se regaron a lo largo de todo su
ciclo cuidando que siempre se encuentren a capacidad de campo. La aplicacion de los
herbicidas se realiz6 cuando las plantas tuvieron 3 hojas expandidas (fotografia 3.2) y se
utilizd6 equipo de mochila accionada a didxido de carbono marca Fuminor (R) con
botalon de 1,5m. La presion de trabajo fue de 40 Ib/pulg? constantes (2,7579 bares) y el
caudal de aplicacién se aproxim6 en todos los experimentos a 120 l/ha, ajustando la
velocidad del aplicador cuando fue necesario. La cantidad de impactos en promedio fue
de 40 gotas/cm?. En todos los casos, las aplicaciones se realizaron a partir de la media
mafana para evitar problemas con la humedad del rocio nocturno, y se procur6é que los
dias de aplicacion fueran calmos en cuanto a la velocidad del viento.

Fotografia 3.2. Plantas de Avena fatua L. en estado de 3 a 4 hojas, al momento del
tratamiento con herbicidas (Fecha: 07/09/2011).

Si bien no se registré incidencia de enfermedades fingicas que afecten mas del
5% del area foliar, se aplico preventivamente fungicida azoxistrobina al 25% p/v
(Amistar ®) en un equivalente de 300 cm3/ha. No se registro ataque masivo de insectos,
pero ante la aparicion de pulgones se aplico dimetoato ( 37,6% p/v) (Mamboreta D ®) y
ante la aparicion de otros insectos se utilizé cipermetrina al 25% p/v (diversas marcas).

3.3.2.2. Tratamientos y evaluaciones

Se utilizaron herbicidas del grupo de las imidazolinonas (Imazamox), sulfonilureas
(Iodosulfurén + metsulfurdén metil, lodosulfurén + mesosulfuron + metsulfuron-metil) y
del grupo triazol-pirimidinas (pyroxulam), todos inhibidores de la enzima ALS.
También se utilizaron herbicidas inhibidores de la enzima ACCasa del grupo "fops"
(ariloxi-fenoxi-propionatos) como diclofop-metil y fenoxaprop-p-etil y del grupo
fenilpyrazolinas como pinoxadén. En todos los experimentos se estudid la respuesta de
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las poblaciones provenientes de condiciones cultivadas con su contraparte (testigo)
proveniente de condiciones no cultivadas (fotografias 3.1a y 3.1b).

El rango de dosis probados fue diferente en cada experimento pero siempre hubo
una dosis testigo ("0x de la dosis comercial", sin aplicacion de herbicidas) y tres o mas
dosis incluyendo siempre la dosis comercial (1x) y dosis superiores e inferiores a la
misma. En cada dosis se utilizaron 5 repeticiones (donde cada repeticion -maceta- es la
unidad experimental) con 4 plantas cada una. La respuesta a los herbicidas se evalud
mediante el peso seco por individuo a los 30 dias luego de la aplicacion del herbicida.
Los detalles de poblacion, herbicida y fecha de aplicacion se muestran en la tabla 3.2.
Los detalles de la formulacion de cada herbicida se encuentran en la tabla 3.3.

Tabla 3.2. Detalle de los experimentos de dosis respuesta con Avena fatua.

n.° Exp. Poblacion Herbicida Fecha de aplicacion
1 El Porvenir Fenoxaprop 26/11/09
2 Médano Seco Fenoxaprop 26/11/09
3 Azul Diclofop-metil 01/07/10
4 El Diez L4 Diclofop-metil 01/07/10
5 El Diez L6 Diclofop-metil 01/07/10
6 La Gauchita Diclofop-metil 17/08/10
7 El Porvenir Diclofop-metil 30/09/10
8 Médano Seco Fenoxaprop 26/10/10
9 Azul Imazamox 28/11/10
10 El Diez L4 Imazamox 28/11/10
11 El Diez L6 Imazamox 28/11/10
12 Azul Mesosulfurén 28/11/10
13 El Diez L4 Mesosulfurén 28/11/10
14 El Diez L6 Mesosulfuron 28/11/10
15 Azul Pinoxaden 28/11/10
16 El Diez L4 Pinoxaden 28/11/10
17 El Diez L6 Pinoxaden 28/11/10
18 Huincahué Fenoxaprop 10/06/11
19 La Legua Fenoxaprop 10/06/11
20 Pailche Izquierdo Fenoxaprop 10/06/11
21 Pailche Izquierdo Imazamox 10/06/11
22 Adelante MS Iodosulfuréon 10/06/11
23 CosMalal Iodosulfurén 10/06/11
24 Tupungato Iodosulfurén 10/06/11
25 Don Luis Pinoxaden 10/06/11

(Contintia en la pagina siguiente)
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n.° Exp. Poblacién Herbicida Fecha de aplicacién
26 Enfrente Pinoxaden 10/06/11
27 Médano Seco Pinoxaden 10/06/11
28 Tupungato Pinoxaden 10/06/11
29 Pailche Izquierdo Pyroxulam 10/06/11
30 Sacomano Iodosulfurén 22/08/11
31 Sacomano Mesosulfurén 22/08/11
32 Sacomano Pyroxulam 22/08/11
33 El Diez L6 Fenoxaprop 02/09/11
34 El Diez L6 Iodosulfurén 02/09/11
35 El Diez L6 Pyroxulam 02/09/11
36 Avenida Grande Imazamox 01/08/12
37 Azul Imazamox 01/08/12
38 Avenida Grande Pyroxulam 01/08/12
39 Azul Pyroxulam 01/08/12
40 CosMalal Imazamox 04/08/12
41 Km 17 Imazamox 04/08/12
42 San José Imazamox 04/08/12
43 CosMalal Pinoxaden 04/08/12
44 Km 17 Pinoxaden 04/08/12
45 San José Pinoxaden 04/08/12
46 CosMalal Pyroxulam 04/08/12
47 Km 17 Pyroxulam 04/08/12
48 San José Pyroxulam 04/08/12
49 La Gauchita Imazamox 10/08/12
50 Médano Seco Imazamox 10/08/12
51 Tupungato Imazamox 10/08/12
52 La Gauchita Mesosulfurén 10/08/12
53 Médano Seco Mesosulfurén 10/08/12
54 Tupungato Mesosulfurén 10/08/12
55 La Gauchita Pyroxulam 10/08/12
56 Médano Seco Pyroxulam 10/08/12
57 Tupungato Pyroxulam 10/08/12
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Tabla 3.3. Herbicidas y dosis comerciales recomendadas utilizadas en los distintos
experimentos.

Dosis Otros componentes en la mezcla
recomendada del tanque

Diclofop-metil |568 (g.p.a./Ha) - -

Herbicida Coadyuvantes

Fenoxaprop 69 (g.p.a./Ha) - -
Imazamox 70 (g.p.a./Ha) - Clatrato (250 g/Ha)
Iodosulfuron 7,5 (g.p.a./Ha) Metsulfuron-metil (3 g.p.a./Ha) Alcohol alcoxilado (0,2% v/v)

Iodosulfuron + |12 (g.p.a./Ha) +
mesosulfuron 1,87 (g.p.a./Ha)

Metsulfuron-metil (3 g.p.a./Ha) Alcohol alcoxilado (0,2% v/v)

Cloquintocet-mexyl (36 g.p.a./Ha) | Uptake* (0,5% v/v) + Sulfato

Pyroxulam 18 (g.p-a/Ha) + Metsulfuron-metil (4 g.p.a./Ha) |de amonio (2% v/v)

Pinoxaden 40 (g.p-a./Ha) Cloquintocet mexyl (10 g.p.a./Ha) -

* marca de coadyuvante de Dow Agroscience, aceite vegetal metilado. No menciona la composicion
exacta en el marbete.

3.3.3. Dindmica de germinacion en condiciones de laboratorio

Debido a la necesidad de disminuir el nivel de dormicidon de las semillas para obtener
plantulas para utilizar en los experimentos de dosis respuesta, se realizo en primer lugar
un tratamiento de posmaduracion. Para ello se quitaron las glumelas de las semillas y se
las coloco en seco en incubadora a 25°C constantes durante 10 dias. Luego, las semillas
fueron incubadas a 12°C y a 20°C constantes, en cajas de petri con 20 semillas cada una
en un medio de agua destilada sobre papel de filtro. Se utilizaron tres repeticiones por
cada tratamiento. Se contabiliz6 la germinacion de forma diaria por un periodo minimo
de 30 dias, siendo el criterio para decidir si una semilla estaba germinada o no la
emergencia de la radicula. De este modo, se logra obtener la tasa de germinacion para
diferentes fracciones de la poblacion y por extrapolacion identificar al valor de
temperatura base (Bradford, 1995).

Sobre 3 poblaciones de Avena fatua, se realizaron experimentos de dinamica de
germinacion con similar método que el descripto. No obstante, no se quitaron las
coberturas ni se realiz6 tratamiento de posmaduracion previo a la incubacion de las
semillas de Avena fatua. Luego se siguid con los mismos protocolos, siendo las
temperaturas de incubacion 5°C y 20°C. Las semillas no germinadas fueron analizadas
mediante test de viabilidad para lo cual se cortaron dichas semillas y fueron incubadas
en una solucién de Cloruro de Tetrazolio al 0,1% v/v durante 24 horas a 30° en
oscuridad (Copeland & McDonald, 2012). Aquellas semillas que adquirieron color rojo
o rosado en su embrion, fueron consideradas viables.

3.3.4. Dindmica de germinacién a campo

Durante los afios 2011 y 2012 se llevaron a cabo experimentos de dindmica de
germinacion de semillas a campo con 6 poblaciones de Avena fatua. Cada poblacion se
evalu6 con sus dos procedencias de semillas, esto es condiciones de cultivo (CC) y no
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cultivadas (NC). Se colocaron 50 semillas en bolsitas preparadas de tela permeable al
aire y humedad, rellenadas con arena. Las mismas fueron enterradas superficialmente
(1-2 cm de profundidad) dentro de macetas de 14 cm de diametro y 2,1 litros; luego
cada maceta se enterr6 a ras del suelo en el sitio experimental a principios del verano,
simulando el ingreso de las semillas al banco del suelo (fotografias 3.3a, b y ¢). Desde
el mes de abril y a intervalos regulares de aproximadamente 45-60 dias se desenterraron
las bolsitas y se contabilizaron las semillas que habian germinado, cuantificaindose el
porcentaje de germinacion (fotografias 3.4a, b y c). Cada tratamiento (poblacion x
condicién) tuvo 3 repeticiones para cada fecha de desentierro. El ultimo desentierro se
realizd durante la primavera. El nimero de desentierros a lo largo del afio fue de 5 (15
bolsitas por tratamiento), con la excepcion de la poblacion San Joaquin en el ano 2012,
en la cual por falta de semillas se realizaron 3 desentierros (9 bolsitas por tratamiento)
en el sitio experimental de la FAUBA.

Durante el afio 2011 las poblaciones probadas fueron Km 17 y Azul. En ambos
afios los experimentos se realizaron en el campo experimental de la FAUBA. Durante el
afio 2012 las poblaciones probadas fueron San Joaquin y Stella Maris y los
experimentos se realizaron simultaneamente en el predio de la EEA INTA Balcarce y en
el campo experimental de la FAUBA. Ambos sitios experimentales contaron con
instrumentos de registros climdticos para conocer la temperatura media diaria. Las
poblaciones fueron seleccionadas debido a la abundancia de material experimental
(semillas) recolectadas. En todos los casos, para aquellas semillas no germinadas al final
del experimento se analizo la viabilidad mediante test de cloruro de tetrazolio.

Fotografias 3.3a), b) y ¢). Preparacion de las bolsitas con las semillas y entierro de las
mismas.

Fotografias 3.4a), b) y c). Conteo de las muestras con semillas germinadas y sin
germinar.
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3.3.5. Dinamica de germinacién de semillas procedentes de diferentes ambientes de
maduracion

El experimento se llevo a cabo en el campo experimental de FAUBA. En el afio 2012,
se implantaron individuos de Avena fatua de la poblacion Km 17 de ambas
procedencias, ambiente de cultivo y ambiente no cultivado, en forma aleatoria sobre un
ambiente de condicion no cultivada. El logro de las plantulas siguié el mismo protocolo
que el descripto en apartados anteriores. Estos individuos se cosecharon al final de su
ciclo y con esas semillas se realiz6 un experimento de dinamica de germinacién a
campo similar al descripto en el punto anterior (3.3.4). En el mes de enero de 2013, se
enterraron las semillas y los tratamientos en este caso fueron: 1) Condiciones de cultivo -
progenie en Condiciones no cultivadas (CC a NC) y ii) Condiciones no cultivadas —
progenie en Condiciones no cultivadas (NC a NC). Se desenterraron las semillas en 3
oportunidades a lo largo del afio y se registrd porcentualmente las semillas que habian
germinado de cada tratamiento. En todos los casos, para aquellas semillas no
germinadas al final del experimento se analiz6 la viabilidad mediante test de cloruro de
tetrazolio.

3.3.6 Analisis

Para el analisis de los experimentos de respuesta al herbicida, se realizé analisis de
varianza utilizando como variable respuesta el porcentaje de peso seco individual
respecto al peso seco del testigo no tratado. Los valores fueron transformados
previamente mediante arcoseno de la raiz cuadrada de x, comparando las procedencias
(cutivados vs no cultivado) para cada poblacion. Para la comparacion entre herbicidas
se realizo la prueba de Kruskal Wallis. Para los andlisis y las graficas de las dinamicas
de germinacidn y emergencia se utiliz6 el programa Infostat ® (Di Rienzo et al, 2015) y
Graphpad 5.0 ® (Graphpad Prism, 2010).

El tiempo térmico se calculé como la suma de las temperaturas diarias desde el
entierro de las semillas hasta el momento de cada desentierro, suponiendo una
temperatura base de 0°C (Cousens et al., 1992).
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3.4. Resultados
3.4.1. Experimentos de dosis respuesta

En el total de experimentos realizados, solo se registraron 2 casos de diferencias
significativas (P<0,05) entre individuos provenientes de condiciones cultivadas (CC) y
no cultivadas (NC). En el caso de la poblaciéon El Diez L6 con el herbicida Pyroxsulam,
fue mas tolerante la procedencia CC. La misma poblacion con el herbicida fenoxaprop-
p-etil tuvo diferencias significativas (p<0,05) pero a favor de las plantas NC (Tabla 3.4).
Sin embargo, con la dosis 2x (dos veces la dosis recomendada) no se registraron
diferencias significativas entre las procedencias CC y NC para ninguno de los
herbicidas (Tabla 3.5).

El herbicida con el que se logré la mayor eficacia en términos de reduccion de
biomasa de Avena fatua fue pinoxaden. En promedio, la reduccién de biomasa fue del
orden del 90,2% respecto al testigo no tratado. Ademads, se registr6 la menor
variabilidad en la respuesta entre poblaciones. Por el contrario, el herbicida diclofop-
metil fue el de peor performance, con una reduccion promedio de la biomasa de Avena
de 69,6% respecto al testigo no tratado. Ademas, se registr6 mayor variabilidad en la
respuesta entre las diferentes poblaciones. El mayor control con este herbicida fue de un
70% (29,97% de la biomasa del testigo no tratado) mientras que el mas bajo fue de un
7% (93,07% de la biomasa del testigo no tratado) (Tabla 3.4). Otros herbicidas con alta
variabilidad en la respuesta fueron fenoxaprop y pyroxsulam. Mientras que ciertas
poblaciones fueron controladas satisfactoriamente por fenoxaprop (valores de biomasa
menores a un 15% del testigo no tratado), se registraron dos poblaciones que solo
fueron controladas en un 40 a 50% (Médano Seco y El Porvenir) (Tabla 3.4). En
promedio de todas las condiciones, la reduccion de biomasa lograda con los herbicidas
inhibidores de ACCasa fue de 76,7%, excluyendo diclofop-metil; en tanto con los
inhibidores de ALS, la eficacia promedio fue de 81,6%.



52

Tabla 3.4. Respuesta de poblaciones de Avena fatua a distintos herbicidas, y
comparacion entre plantas provenientes de condiciones cultivadas y condiciones no
cultivadas. La variable medida fue peso seco respecto al testigo, expresado en %. El
valor de significancia corresponde al andlisis de varianza entre la procedencia de
Condicion Cultivada (CC) y su respectivo No Cultivado (NC) de cada experimento.

% respecto al testigo a la dosis

comercial
. . Condiciones Diferencias
Poblacion Herbicida :Tf;iﬁ; Cg;‘:;s;;gzs No CCvsNC
P Cultivadas (valor-p)
Todosulfurdén +
Adelante MS . 10/06/11 22,47 16,22 0,1394
metsulfuron-metil
Avenida Grande Imazamox 01/08/12 20,28 21,21 0,7584
Avenida Grande  pyroxsulam 01/08/12 52,46 21,55 0,0644
CosMalal Imazamox 04/08/12 15,31 21,2 0,8491
CosMalal lodosulfurén + 10/06/11 34,5 16,22 0,1394
metsulfuron-metil
CosMalal Pinoxaden 04/08/12 13,12 1,01 0,8348
CosMalal pyroxsulam 04/08/12 21,43 21,55 0,252
Don Luis Pinoxaden 10/06/11 4,74 19,31 0,3354
El Diez L4 Diclofop-metil 01/07/10 87,63 73,04 0,6214
El Diez L4 Imazamox 28/11/10 18,77 24,75 0,1613
El Dicz L4 Mesosulfuron + 28/11/10 25.03 19,75 00614
metsulfuron-metil
El Diez L4 Pinoxaden 28/11/10 9,75 12,12 0,2394
El Diez L6 Diclofop-metil 01/07/10 77,2 73,04 0,6214
El Diez L6 Fenoxaprop 02/09/11 0 9,45 0,0452
El Diez L6 Imazamox 28/11/10 6,07 24,75 0,1613
El Diez L6 lodosulfuron + 02/09/11 7,66 6,47 0,7138
metsulfuron-metil
El Diez L6 Mesosulfurén + 28/11/10 8,53 19,75 0,0614
metsulfuron-metil
El Diez L6 Pinoxaden 28/11/10 5,78 12,12 0,2394
El Diez L6 pyroxsulam 02/09/11 6,46 0,87 0,0226
El Porvenir Diclofop-metil 30/09/10 29,97 52,1 0,192
El Porvenir Fenoxaprop 26/11/09 62,16 52,4 0,5117
Enfrente Pinoxaden 10/06/11 1,79 19,31 0,3354
Fittipaldi Diclofop-metil 01/07/10 50,84 75,39 0,0676
Fittipaldi Imazamox 28/11/10 4221 14,37 0,4681
Fittipaldi Imazamox 01/08/12 16,93 21,21 0,7584
Fittipaldi Mesosulfurén + 28/11/10 11,06 5,89 0,3172

metsulfuron-metil

(continiia)
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% respecto al testigo a la

(continuacion) dosis comercial
Poblacién Herbicida Fecha de Condiciones Condiciones Iéiéervesnl(iliés
aplicacion Cultivadas No Cultivadas
(valor-p)
Fittipaldi Pinoxaden 28/11/10 12,32 6,8 0,4845
Fittipaldi pyroxsulam 01/08/12 35,49 21,55 0,0644
Huincahué Fenoxaprop 10/06/11 1,09 10,91 0,5943
Km 17 Imazamox 04/08/12 31,24 21,2 0,8491
Km 17 Pinoxaden 04/08/12 8,05 1,01 0,8348
Km 17 pyroxsulam 04/08/12 15,11 21,55 0,252
La Gauchita Diclofop-metil 17/08/10 93,07 84,26 0,1027
La Gauchita Imazamox 10/08/12 24,48 17,54 0,0619
La Gauchita Mesosulfurén + 10/08/12 18,14 13,03 0,0791
metsulfuron-metil
La Gauchita pyroxsulam 10/08/12 32,1 17,82 0,15
La Legua Fenoxaprop 10/06/11 4,15 10,91 0,5943
Meédano Seco Fenoxaprop 26/11/09 66,32 52,4 0,1946
Médano Seco Fenoxaprop 26/10/10 34,71 48,48 0,193
Médano Seco Imazamox 10/08/12 19,75 17,54 0,0619
Médano Seco  Mesosulfurén + 10/08/12 15,31 13,03 0,0791
metsulfuron-metil
Médano Seco Pinoxaden 10/06/11 5,29 19,31 0,3354
M¢édano Seco pyroxsulam 10/08/12 25,94 17,82 0,15
Pailche Izquierdo Fenoxaprop 10/06/11 10,99 15,85 0,4021
Pailche Izquierdo Imazamox 10/06/11 10,5 12,93 0,829
Pailche Izquierdo pyroxsulam 10/06/11 19,39 20,64 0,7799
Sacomano lodosulfuron + 22/08/11 15,4 16,22 0,7986
metsulfuron-metil
Sacomano Mesosulfurén + 22/08/11 13,13 13,28 0,966
metsulfuron-metil
Sacomano pyroxsulam 22/08/11 10,7 11,25 0,86
San José Imazamox 04/08/12 20,27 21,2 0,8491
San José Pinoxaden 04/08/12 17,13 1,01 0,8348
San José pyroxsulam 04/08/12 6,19 21,55 0,252
Tupungato Imazamox 10/08/12 31,39 17,54 0,0619
Tupungato lodosulfuron + 10/06/11 29,79 16,22 0,1394

metsulfuron-metil

(contintia)
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% respecto al testigo a la

(continuacion) dosis comercial
Poblacién Herbicida Fecha de Condiciones Condiciones Dciéervesn;liés
aplicacion Cultivadas  No Cultivadas (valor-p)

Mesosulfurén +
Tupungato metsulfuron-metil 10/08/12 28,58 13,03 0,0791

Tupungato Pinoxaden 10/06/11 6,41 19,31 0,3354
Tupungato pyroxsulam 10/08/12 9,26 17,82 0,15

Tabla 3.5. Respuesta de dos poblaciones de Avena fatua L. a distintos herbicidas a una
dosis dos veces la comercial, con la comparacion entre plantas provenientes de
condiciones cultivadas y condiciones no cultivadas. Estas poblaciones registraron
diferencias significativas (p<0,05) a la dosis comercial. La variable medida fue peso
seco. El valor de significancia corresponde al andlisis de varianza entre la procedencia
de Condicion Cultivada y su respectivo No Cultivado de cada experimento.

% respecto al testigo a 2 veces
la dosis comercial

. . . . Diferencias
Poblacion Herbicida Fe.cha .d’e Cond.lcmnes Condlqones CCvsNC
aplicacion Cultivadas No Cultivadas
(valor-p)
El Diez L6 Fenoxaprop 02/09/11 3,29 7,98 0,1572
El Diez L6 pyroxsulam 02/09/11 5,12 1,29 0,1673

3.4.2. Dinamica de germinacioén bajo condiciones controladas

Cuando previo a la incubacion se eliminan las cubiertas de las semillas y ademas fueron
posmaduradas, se observaron diferencias en la dinamica de germinacion entre las
semillas provenientes de condiciones cultivadas y las provenientes de condiciones no
cultivadas (NC). Cuando son incubadas a 12° constantes, en el 58% (7 de 12
poblaciones) la germinacion acumulada final es similar (Figura 3.1). En otras tres
poblaciones, semillas provenientes de condiciones no cultivadas alcanzan mayores
porcentajes de germinacion y en dos poblaciones las semillas provenientes de
condiciones cultivadas germinan en mayor cantidad. Interesantemente, estas dos
poblaciones fueron las que mostraron menor porcentaje de germinacion. Cuando la
temperatura de incubacion fue de 20° constantes, en el 75% de las poblaciones (8 sobre
12 en total) las semillas provenientes de condiciones no cultivadas poseen mayor
porcentaje de germinacion final que las provenientes de condiciones cultivadas. En
promedio, la germinacion final fue menor que la registrada cuando se incubaron a 12°C
(Figura 3.2). La estimacion de la temperatura base, considerando la relacion entre tasa
de germinacion y temperatura de incubacion varié en un rango entre 3,65°C y 6,03°C.

Interesantemente, cuando se realizaron pruebas de germinacioén con poblaciones
sin extraccion de glumelas, no se observaron diferencias entre las distintas
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procedencias. La germinacion obtenida a 20°C fue similar a la lograda con las semillas
posmaduradas y peladas (datos no presentados).
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Figura 3.1. Germinacion acumulada final para 12 poblaciones de Avena fatua L. Las
semillas fueron quitadas de sus cubiertas (glumelas) e incubadas a 12°C durante 20 dias.
Barras rojas representan a las subpoblaciones provenientes de condiciones cultivadas;
las barras verdes representan a las subpoblaciones provenientes de condiciones no
cultivadas. Las barras de error corresponden al error estandar para cada tratamiento.
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Figura 3.2. Germinacién acumulada final para 12 poblaciones de Avena fatua L.. Las
semillas fueron quitadas de sus cubiertas (glumelas) e incubadas a 20°C durante 20 dias.
Barras rojas representan a las subpoblaciones provenientes de condiciones cultivadas;
las barras verdes representan a las subpoblaciones provenientes de condiciones no
cultivadas. Las barras de error corresponden al error estindar para cada tratamiento.
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En concordancia con los resultados anteriores, cuando se cuantifico la marcha
diaria de la germinacion en promedio de dos poblaciones procedentes de ambas

condiciones, se registraron diferencias entre poblaciones s6lo cuando fueron incubadas
a 20°C (figura 3.3).

100
90 +
80 +
70 +
60 o
50 +

40 -

Germinacion (%)

30 )
—&— No Agricola 12°C

20 ——Agricola 12°C

—&— No Agricola 20°C

10 —6—Agricola 20°C

— . .
0 1 2 3 a4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Tiempo (dias}

Figura 3.3. Germinaciéon acumulada (%) del promedio de dos poblaciones
representativas (La Gauchita y El Diez L6) procedentes de areas no agricolas y
agricolas, incubadas en dos regimenes térmicos (12°C y 20°C constantes).

3.4.3. Dindmica de germinacién a campo

Las semillas procedentes de condiciones no cultivadas (NC) germinaron y emergieron
anticipadamente y en mayor cantidad que las provenientes de condiciones cultivadas
(CC). Durante el afio 2011 las semillas NC registraron, a comienzos del otofio, flujos de
emergencia superiores a semillas CC (figura 3.4) (fotografias 3.5 a y b). En la poblacién
Km 17 esta diferencia fue mayor que en la poblacion Fittipaldi. Se registraron nuevas
cohortes de semillas NC a mediados del otofio, en el segundo desentierro, pero también
las semillas CC comenzaron a emerger en ese periodo. Los flujos de germinacion
cuantitativamente importantes continian hasta fines del invierno, y luego a comienzos
de la primavera estos flujos son marginales. En ambas poblaciones las semillas NC
germinaron en mayor proporcion que las semillas CC.
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Figura 3.4. Germinacion acumulada de dos poblaciones de Avena fatua L. durante el
afio 2011. Lineas rojas indican la procedencia de ambientes de cultivo; lineas verdes
indican procedencia de situaciones no cultivadas. Las flechas marcan el comienzo del
otofio, invierno y primavera respectivamente. KM: poblacion Km.17; FI: poblacion
Fittipaldi. Las barras de error representan el error estandar.
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Fotografias 3.5. a) y b) Vista del experimento de germinacion a campo al 27/05/2011.
Banderillas verdes indican procedencias de sitios no cultivados y banderillas rojas

indican procedencias de sitio cultivados. Notese las plantas de avena emergidas en las
banderillas verdes.
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Durante el afio 2012 el patron de germinacion registrado fue similar al de 2011.
No obstante se registrd6 germinacion de semillas de lote (CC) desde el primer
desentierro, aunque nunca superando el 20%, mientras las semillas NC ya habian
superado el 50% en ese momento (Figura 3.5). Las semillas NC de la poblacion Stella
Maris parecen tener dos flujos de germinacion en dos momentos diferentes, una a
comienzos del otofio y otro a mediados del invierno. Las semillas NC siempre
germinaron mas que las semillas CC, y este patron se registro independientemente del
sitio de entierro de las semillas.

Afio 2012
100+ -©- 8Jo- NC (Balcarce)
-& SJo- CC (Balcarce)
-#4- SM- NC (Balcarce)
—& SM- CC (Balcarce)
-©- SJo- NC (FAUBA)
-4~ SlJo- CC (FAUBA)
-2+ SM- NC (FAUBA)
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Figura 3.5. Germinacion acumulada de dos poblaciones de Avena fatua L. durante el
afio 2012. Lineas rojas indican la procedencia de ambientes de cultivo; lineas verdes
indican procedencia de situaciones no cultivadas. Las flechas marcan el comienzo del
otoflo, invierno y primavera respectivamente. Sjo y SM: poblaciones de avena fatua.
Las barras de error representan el error estandar.

3.4.4. Dindmica de germinacion en la progenie de semillas de diferente procedencia.

La progenie de individuos que habian crecido en condiciones sin cultivo, generd
semillas con mayor germinabilidad que la progenie de individuos que habian crecido en
condiciones con cultivo. El ambiente de maduraciéon simulé condiciones sin cultivo
(NC) y fue similar para ambos procedencias. (figura 3.6). Esto se puede observar en el
primer desentierro, con un 78,6% de germinacion para las semillas hijas de semillas NC
versus un 54,6% de las semillas hijas de semillas CC. El mayor flujo de germinacion se
observo en el primer desentierro. Posteriormente, las semillas hijas de semillas CC
tienen flujos de germinacion menores a un 10% observados en el segundo y tercer
desentierro. Las semillas hijas de semillas NC presentan otro flujo de germinacion en el
tercer desentierro de s6lo 8%.



59

100+

80 é----———%""‘-ﬁ
/
4

404

Germinaciéon acumulada [%]

204

l

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Tiempo térmico [°C.dia]

4 Cultivado a No Cultivado No Cultivado a No Cultivado

Figura 3.6. Dindmica de germinacion a campo de la progenie de individuos de Avena
fatua L. que han crecido en ambiente no cultivado, provenientes de semillas
recolectadas en ambientes cultivados (lineas rojas) y no cultivados (lineas verdes). Las
barras de error representan el error estandar.
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3.5. Discusioén

En el presente capitulo quedd evidenciado que ninguna de las poblaciones de Avena
fatua L. estudiada en su respuesta a los herbicidas que se habia utilizado para su control
mostro sensibilidad diferente a otras que no habian sido tratadas por herbicidas (tabla
3.3), comprobandose de este modo que dichas poblaciones no pueden considerarse
resistentes a ninguno de los herbicidas probados. En consecuencia, la evidencia
experimental permite rechazar la primer hipdtesis planteada, concluyendo que en este
caso la mayor supervivencia a herbicidas no es el proceso demografico que explica la
persistencia de individuos de Avena fatua en cultivos de trigo y cebada del sur de
Buenos Aires.

Trabajos metodoldgicamente similares pero a mayor escala, fueron realizados en
en Australia (Owen & Powles, 2009). Estos autores encontraron que el herbicida con
mayor cantidad de poblaciones resistentes fue Diclofop-metil, con 103 lotes sobre 150
probados. Fenoxaprop y Sethoxydim también mostraron casos de resistencia, aunque en
menor proporcion, con aproximadamente un 23% de los lotes para ambos herbicidas.
No se registro resistencia a glifosato ni a herbicidas inhibidores de la enzima ALS. Mas
alld que los casos de resistencia fueron sobre herbicidas inhibidores de la ACCasa, la
resistencia al herbicida pinoxaden fue muy escasa, registrandose en solo 4 poblaciones
sobre 147 lotes (Owen & Powles, 2009). Coincidentemente, en los resultados obtenidos
en la presente tesis, el herbicida pinoxaden fue el que mejor controld las poblaciones de
A. fatua y tampoco se registraron casos de resistencia a herbicidas inhibidores de la
ALS. En el afio 2010 se declaro en el Partido de Cnel. Dorrego, un caso de A. fatua
resistente a herbicidas inhibidores de la enzima ACCasa en cultivos de trigo y cebada
(Vigna et al., 2011; Heap, 2016). La resistencia cruzada se hallé con los herbicidas
clodinafop-propargyl, diclofop-methyl, y fenoxaprop-P-ethyl. No obstante, este no fue
el caso en las poblaciones estudiadas pertenecientes al partido de Azul, Necochea, Gral.
Pueryrredon y Tres Arroyos.

Tal como se describié anteriormente, la presencia de individuos de Avena fatua
en precosecha de cultivos de trigo, se explica entonces mediante otro proceso
demografico distinto a la supervivencia a herbicidas. En el caso particular del presente
trabajo, las semillas producidas en condiciones sin cultivo presentan menor nivel de
dormicién, representado en un mayor porcentaje de germinacion en ambos regimenes
térmicos estudiados, respecto a las semillas producidas en condiciones de cultivo. La
dormicién es una caracteristica cuantitativa en escala poblacional. Cuanto mas amplio
es el rango de condiciones en las que la germinacién ocurre, menor es el estado de
dormicién de la poblacién y viceversa. Por lo tanto, los cambios en el nivel de
dormicién pueden ser cuantificados a través de la determinacion del rango de
condiciones ambientales que permiten la germinacion de las semillas (Benech-Arnold et
al., 2000).

La diferencia de dormicion entre las distintas procedencias quedd evidenciada en
los estudios realizados a campo, en el cual se registraron diferencias en el tiempo
térmico para alzanzar niveles de germinacion del 50 %. Coincidentemente con los
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resultados presentados, Hilgenfeld et al., (2004a,b) y Scursoni et al., (2007b) probaron
que la dinamica de emergencia de individuos de Chenopodium album, Ipomoea spp y
Amaranthus sp. en cultivos de soja, fue lo que explico su presencia en precosecha del
cultivo. Mas allé de la diferencia entre germinaciéon y emergencia, el patron temporal de
dichos procesos es lo que define el mayor €xito en términos de escape al herbicida. Es
decir que estos casos podrian interpretarse como selectividad funcional al herbicida
mediada por atributos fenoldgicos.

El ambiente de las condiciones no cultivadas es de mayor diversidad de
especies, alta competencia y menor disponibilidad de sitios para el establecimiento de
nuevos individuos. Se puede especular que el bajo nivel de dormicion de las semillas en
dichos ambientes es una estrategia que garantiza exitosamente el establecimiento. En
cambio, un ambiente de cultivo estd caracterizado por disturbios ocasionados por
labores y manejo que suelen ser repetidos afio tras afio, sobre todo en lotes donde no se
practica la rotacion de cultivos. El periodo de barbecho, el cultivo elegido, la fecha de
siembra, la oportunidad y tipo de labores y el control con herbicidas suelen ser
decisiones que se repiten en el mismo momento o similares lo largo del tiempo. De este
modo, se puede interpretar como una estrategia conveniente el ajuste del momento de la
germinacion/emergencia para que una maleza se establezca exitosamente en
condiciones de cultivo.

Interesantemente, cuando semillas procedentes de 4reas cultivadas fueron
establecidas y crecieron en areas sin cultivo, las diferencias siguieron manteniéndose
(figura 3.6). Estos resultados demuestran que el efecto materno, entendido como la
incidencia del ambiente de maduracion de las semillas en la dormiciéon primaria
(Fenner, 1991), tuvo menos relevancia que la base inherente a la composicion genética
de las diferentes poblaciones (No cultivado y Condicion cultivada).

En sintesis, a partir de los resultados obtenidos en los experimentos de
germinacion, tanto en condiciones controladas como de campo, se aceptan ambas
hipétesis (i) y (iii) concluyendo que en Avena fatua, el estado fisiologico de las
semillas expresado en el nivel de dormicién de las mismas fue jerdrquicamente mas
importante que la supervivencia a herbicidas para favorecer la persistencia de la especie
en sistemas de cultivos de trigo, interpretdindose como un mecanismo funcional
ecoldgico de supervivencia, sin seleccion mediante herbicidas en areas cultivadas y
posiblemente heredable.
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Capitulo 4

Diferencias en la sensibilidad a herbicidas de Lolium multiflorum Lam. (Raigras)

4.1. Introducciéon

El raigras anual (Lolium multiflorum Lam.) es una especie de la familia de las poaceas
(antiguamente graminae). Es originaria de las zonas templadas de Asia, Europa y norte
de Africa (Cabrera & Zardini, 1978). En la Argentina comenzo a difundirse como
especie forrajera a principios de siglo XX (Maddaloni & Ferrari, 2001).

Gracias a su plasticidad y comportamiento como especie colonizadora, en el SO
y Sur de Buenos Aires puede establecerse en distintos tipos de manejo del suelo
(Cabrera & Zardini, 1978), incluyendo siembra convencional, siembra directa o bien
pasturas cultivadas o naturales (‘Instituto de Botdnica Darwinion’, 2015; Marzocca,
1976). La gran aptitud forrajera hizo que tradicionalmente no se la considere como un
problema para la agricultura en los sistemas mixtos. Los productores antiguamente
agregaban en la sembradora junto con el trigo pequenas cantidades de semillas
obtenidas de la limpieza de la cosecha del afio anterior, para asegurar en el rastrojo del
proximo afio la disponibilidad de pasto espontaneo. A lo largo de los afios se han
introducido cultivares comerciales de raigras desde el extranjero, ademas de la historica
inclusion de Lolium perenne en pasturas polifiticas (Vigna et al., 2013).

En el SO-S de Buenos Aires, el cambio en la vision de Lolium multiflorum de
especie benéfica a maleza, comenz6 a medida que se incremento la actividad agricola en
los sistemas productivos. La agricultura en esta region esta basada preponderantemente
en el cultivo de trigo, registrandose un crecimiento sostenido en la superficie de cebada
cervecera desde mediados de la década de 1980 (Vigna, 2008). Como maleza, esta
frecuentemente asociada a los cultivos de trigo y cebada cervecera (Catullo et al., 1983).
También puede ser una complicacion en los barbechos para siembras tempranas de
cultivos de verano, sobre todo si se registran fallas con los herbicidas aplicados.
(Scursoni et al., 2012) registraron pérdidas del 20% del rendimiento en cultivos de trigo
cuando la densidad del raigras fue de 100 pl/m®. Asimismo, en Estados Unidos se han
calculado pérdidas del orden del 5% cuando la densidad es de 10 plantas/m® (Bailey &
Wilson, 2003).

Los herbicidas post-emergentes utilizados frecuentemente para el control de
raigras en trigo y cebada cervecera pertenecen a dos mecanismos de accion: inhibidores
de la enzima ACCasa ¢ inhibidores de la enzima ALS. Dentro del primer grupo
actualmente se utiliza el pinoxaden mientras que dentro del segundo grupo
Iodosulfuron+mesosulfuron, pyroxsulam+metsulfuron y flucarbazone, este tltimo solo
en cultivos de trigo. Ademas de los mencionados puede utilizarse el imazamox,
inhibidor de la enzima ALS, en trigos tolerantes a este grupo de herbicidas
(Imidazolinonas). Ademas de la presencia en cultivos, esta especie resulta problematica
en el periodo de barbecho, debido al registro de diferentes casos con resistencia a
glifosato. En estas condiciones, el control mas frecuente se realiza con cletodim y en
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menor escala con haloxyfop-metil, ambos inhibidores de la ACCasa (Lopez et al.,
2008).

El raigras anual es la especie mas importante a nivel mundial, considerando el
total de casos de resistencia registrados. Segiin Heap (2016) se ha registrado resistencia
a 12 y 7 sitios de accion en Lolium rigidum'y Lolium multiflorum, respectivamente. En
esta ultima, se encuentran registrados un total de 58 casos en 12 paises, correspondiendo
aproximadamente el 50% a los Estados Unidos. En la Argentina se registraron 3 casos
de resistencia: a glifosato, a inhibidores de la ACCasa y multiple (glifosato e inhibidores
de la ALS). Diez de Ulzurrum y otros en el afio 2007 registré poblaciones resistentes a
glifosato en el sur de Buenos Aires (Heap, 2016). En el afio 2009, Vigna registrd
poblaciones con resistencia a inhibidores de la ACCasa y por ultimo en el afio 2010
Diez de Ulzurrum et al registraron poblaciones con resistencia multiple (Heap 2016). En
el sur de la Provincia de Buenos Aires los problemas de poblaciones de raigras ( Lolium
spp.) con baja sensibilidad a glifosato han concentrado la atencion de los productores
agropecuarios y los profesionales del area (Vigna et al., 2011, 2013; Istilart et al., 2015).
En los censos realizados en el presente estudio, se identificd una poblaciéon de raigras
persistente en un establecimiento del partido de Necochea (Figura 2.3). Dicha
persistencia a lo largo del ciclo del cultivo, podria explicarse por (i) supervivencia a los
herbicidas o (i1) emergencia posterior al momento de aplicacion de los mismos.

El fitness o adaptabilidad ecoldgica (supervivencia x fecundidad) (Sou Sheng et
al, 2015) es un atributo ecoldgico importante debido a que establece no solo la
proporcion de individuos que sobreviven a la accion del herbicida, sino también la
contribucion de estos individuos a la siguiente generacion (Neve et al, 2009). La
extensa mayoria de los trabajos revisados basan sus estimaciones en variables de
supervivencia (DL50), crecimiento (ED50 o GR50) o actividad enzimatica (I50). Estas
variables son una medida fisioldgica de la resistencia y proveen conocimiento acerca del
efecto inmediato del herbicida (Neve et al, 2009). No obstante, a pesar de su
importancia en la evolucion de la resistencia pocos trabajos en la literatura reportan la
produccion de semillas en la respuesta a herbicidas (Beckie & Morrison, 1993a,b; Wang
etal., 2010; Sou Sheng et al., 2015).

Respecto a estudios fenoldgicos comparando biotipos con distinta respuesta a
herbicidas, existen antecedentes que muestran menor tiempo a floracion ligados a casos
de resistencia. Setaria viridis resistente al herbicida sethoxhydim (inhibidor de la
ACCasa), creciendo en competencia con la poblacion susceptible, mostré menor tiempo
a floracion, mayor numero de macollos y plantas de mayor altura (Wang & Darmency,
1997). Esto otorgd mejor fitness a través de una mayor fecundidad, hecho que no sucede
en otras especies que poseen la misma mutacion (Wang et al., 2010). En otro trabajo,
poblaciones de Chenopodium album con bajos niveles de resistencia a glifosato (IR< 2),
registraron menor tiempo a floracion comparado con la poblacion susceptible
(Westhoven et al., 2008). Resultados similares se registraron en Conyza canadiensis,
donde el genotipo resistente a glifosato mostré una mayor tasa de desarrollo que el
genotipo susceptible a pesar que ambos alcanzaron el estado de roseta al mismo tiempo
(Shrestha et al., 2010). El conocimiento de la fenologia de las malezas y particularmente
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de biotipos resistentes, es un campo a explorar y que podria aportar fundamentos para
el manejo de los mismos incorporando practicas agrondmicas que se combinen con el
uso de herbicidas.

4.1.1. Hipbtesis y objetivos
En este marco se plantearon las siguientes hipdtesis:

i) Individuos provenientes de semillas obtenidas en precosecha del cultivo
(condiciones de cultivo) poseen menor sensibilidad a los herbicidas habitualmente
utilizados para su control.

ii) Individuos que difieren en la sensibilidad a los herbicidas difieren en atributos
fenologicos tales como desarrollo morfoldgico (filocrono y numero de hojas) y
desarrollo fasico (tiempo a floracién) asi como en el estado fisioldgico de las
semillas (germinabilidad).

De acuerdo con las hipotesis descriptas se plantearon los siguientes objetivos:

i) Evaluar supervivencia y fecundidad de la poblacion persistente de Lolium
multiflorum Lam. a herbicidas habitualmente utilizados para su control
contrastandola con una poblacion de reconocida susceptibilidad.

ii) Evaluar la fecundidad de la poblacion persistente en comparaciéon con una
poblacion conocida como susceptible.

iii) Estudiar los procesos de germinacion, desarrollo morfologico (filocrono) y
desarrollo fasico de la poblacion persistente en comparacion con una poblacion
conocida como susceptible.
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4.2. Materiales y Métodos
4.2.1. Método experimental

Se utilizd una poblacion de raigras anual (Lolium multiflorum) proveniente de un lote
de trigo ubicado en el partido de Necochea. En dicho lote habia sido identificada
durante los censos una poblacion persistente de raigras (ver capitulo 2). Particularmente,
la frecuencia de esta maleza dentro de ese lote fue del 33% en pre-aplicacion de
herbicidas y del 60% en cosecha. En pos-emergencia se habia aplicado el herbicida
prosulfuron 7,5 g.p.a./Ha + triasulfuron 7,5 g.p.a/Ha + dicamba 87,5 g.p.a./Ha
(sulfonilureas mas reguladores del crecimiento) (marca comercial Peak Pack). El
anterior cultivo en la rotacion también habia sido trigo, tratado con herbicidas del grupo
de las sulfonilureas (inhibidores de la ALS).

Como referencia se utiliz6 una poblacion de raigras anual recolectada de un sitio
vecino, de ambiente no cultivado, que mostrd en ensayos previos poseer sensibilidad a
los herbicidas glifosato, inhibidores de la ALS e inhibidores de la ACCasa.

Las semillas se incubaron en cdmara en un régimen de temperaturas alternadas
(20-30°C), en cajas germinadoras de plastico transparente con papel de filtro en su
interior y sin limitacion de agua, hasta obtener plantulas con una plimula de
aproximadamente 2 cm de largo. Luego, las mismas fueron implantadas en macetas de
2,3 litros y 14 cm de didmetro, en una mezcla 1:1 de tierra negra y arena fina mas un
10% (volumen) de perlita. La fertilizacion fue incorporada a la mezcla del sustrato, y
consistio en el equivalente a 100 kg/Ha de fosfato diaménico (PDA) y 120 kg/Ha de
urea granulada. Durante los primeros diez dias las macetas estuvieron dentro de
invernaculo, con el objeto de asegurar el éxito de la implantacion. Al onceavo dia se
colocaron en el sitio definitivo al aire libre por el resto del experimento.

Se detallan las condiciones de temperatura y precipitacion que exploraron las
plantas para cada afio en las figuras 4.1a, b, cy d.

KL 190
=] &
180
25+ ’
i 170
-l,
_ 2 ‘1. ! , I 60
g by x . o ' ‘ 2
@ ‘ g {50 S
5 L7 o
s 15 ) £
a t ; {40 5
: | g M 8
T K 130
=]
&
q20
=]
5 m
5] 5] 5] m =
. . J10
By |
m 5]
oL 5] [~ Hgm m W =] B | (H gm 5] A
0707 05/08/11 0411111 03/01/12
06/06/11 05/10/11 04/12/11

Figura 4.1a) Temperatura (rojo) y precipitaciones (azul) durante el afio 2011



100
90
80
70
60
50
40

Temperatura [°C]

30

Precipitaciones [mm]

20
10

0 0
18/07/12 12/09/12 07/11/12 02/01/13
15/08/12 10/10/12 05/12/12
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Figura 4.1¢) Temperatura (rojo) y precipitaciones (azul) durante el afio 2013
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Figura 4.1d) Temperatura (rojo) y precipitaciones (azul) durante el afio 2014
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Las aplicaciones de los herbicidas se realizaron con equipo de mochila de CO, a
presion constante, marca Fuminor (R) cuyo botalén posee 4 picos. Se utilizaron pastillas
de abanico plano marca Teelet (R) n® 80015, obteniendo una cobertura aproximada de
20-30% (fotografia 4.1). La presion de trabajo fue de 40 Ib/pulg® constantes (2,7579
bares) y el caudal de aplicacion se aproximé en todos los experimentos a 120 1/ha,
ajustando la velocidad del aplicador cuando fue necesario. El nimero de impactos fue
aproximadamente de 40 gotas/cm?. En todos los casos, las aplicaciones se realizaron a
partir de la media mafiana para evitar problemas con la humedad del rocio nocturno, y
se procuro6 que los dias de aplicacion fueran calmos en cuanto a la velocidad del viento.
Los herbicidas se aplicaron en el estado de tres hojas expandidas de la maleza (Z13,
Zadocks et al 1974), salvo en 2011 donde también se aplicd en el estado de dos
macollos (Z22) (fotografias 4.2.a. y b).

Fotografia 4.1: Tarjeta hidrosensible utilizada en un experimento en el afio 2014. La
cobertura es de 22,4%.

Fotografias 4.2.a. y b. Vista de los estados de tres hojas (a) y dos macollos (b) de las
plantas en el dia de aplicacion en el afio 2011.

En todos los experimentos se aplico en forma preventiva, fungicida
azoxistrobina al 25% p/v (Amistar ®) en un equivalente de 0,3 litros/ha. Ante la
aparicion de pulgones se aplico insecticida dimetoato al 37,6% p/v (Mamboreta D ®).
Ante la aparicion de cualquier otro insecto se aplicd cipermetrina al 25% p/v (marca
genérica). En ningun caso se vi6 afectada el area foliar en mas de un 5%.

Para la evaluacion de supervivencia, se considerd la proporcion de plantas
dentro de cada maceta que se encontraban vivas, considerando como viva a toda aquella
planta que present6 parte de tejido verde. Por el contrario, aquellas que presentaron total
biomasa seca fueron consideradas muertas. Para la medicion del peso seco, se cortd al
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ras del suelo una planta viva de cada maceta, y se dejo secar en estufa durante 48 horas.
En las macetas donde no hubo plantas vivas, el peso seco se registré con el valor de 0
gramos/planta. Para la medicion de la fecundidad, se cosecharon las plantas al final de
su ciclo, estableciendo el peso de 100 semillas y obteniendo luego en relacion al peso
cosechado el total de semillas presentes.

Para la caracterizacion del filocrono, se seleccionaron 10 individuos de cada
procedencia. El filocrono es el tiempo térmico (TT) transcurrido entre la aparicion de
dos hojas consecutivas. Se consider6 aparecida a aquella hoja que estuviera totalmente
expandida, es decir, presentara ligula visible. Se registro la temperatura media diaria
con la estacion meteoroldgica presente en el campo experimental de FAUBA. Con la
acumulacion de las mismas se obtuvo el tiempo térmico segun la formula 4.1.

TT =3 (Tm—Tb)Xn (férmula 4.1)
Donde TT es el tiempo térmico, Tm es la temperatura media diaria, Tb es la
temperatura base y n es el nimero de dias transcurridos.

El tiempo térmico a floracion se calculd con la formula 4.1, desde el momento
de implantacion hasta la floracion, considerando una temperatura base de 0°C.
Asimismo, para cuantificar el efecto de la temperatura post-aplicacion en la respuesta al
herbicida se cuantificd el tiempo térmico durante 61 dias posteriores a la aplicacion.

4.2.2. Experimentos de dosis respuesta
4.2.2.1 Aiio 2011

Se aplicaron los herbicidas pyroxsulam (marca comercial Merit ®, Dow Agrosciences),
imazamox (marca comercial Trigosol ®, Basf), y pinoxaden (marca comercial Axial ®,
Syngenta). Se aplicaron sobre dos estados de crecimiento de la maleza, tres hojas y dos
macollos (fotografias 4.2.a. y b.). Las dosis de pyroxsulam fueron 0, 9, 13,5, 18 y 27
g.p.a./ha equivalentes a un rango de entre 0 y 1,5 veces la dosis comercial. Las dosis de
imazamox fueron 0, 35, 52,5, 70 y 105 g.p.a/ha, equivalentes a un rango de entre 0 y 1,5
veces la dosis comercial. Las dosis de pinoxaden fueron 0, 20, 30, 40 y 60 g.p.a/ha,
equivalentes a un rango de entre 0 y 1,5 veces la dosis comercial. Por cada dosis hubo 5
repeticiones y cada repeticion contd con 4 plantas.

Al momento de floracidn, las plantas se colocaron dentro de protecciones de
polietileno, agrupadas por tratamientos, para asegurar que el cruzamiento sea entre
plantas de la misma poblacion y dosis, y evitar a su vez el flujo de polen con plantas de
raigras anual silvestre. Las macetas se retiraron de los aislamientos a medida que fueron
fructificando. Se cosecharon las semillas al final de su ciclo y las sobrevivientes al
tratamiento con pyroxsulam aplicado sobre tres hojas, se clasificaron segln la dosis: (i)
dosis testigo (las cosechadas de las dosis cero), (ii) dosis subletales (las cosechadas de la
dosis de 9 y 13,5 g.p.a/ha) y (iii) dosis altas (las cosechadas de las dosis de 18 y 27
g.p.a./ha).

Se midieron las variables supervivencia y fecundidad. Las fechas en que fueron
realizadas las tareas experimentales se detallan en la tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Listado con las fechas en que se llevaron a cabo las principales tareas de los
experimentos con raigras anual realizados durante el afio 2011.

Tarea Fecha
Incubacion de semillas para 2 macollos 22/06/2011
Implantacion para 2 macollos 01/07/2011
Colocacion en campo para 2 macollos 07/07/2011
Incubacioén de semillas para 3 hojas 13/07/2011
Implantacion para 3 hojas 21/07/2011
Colocacion en campo para 3 hojas 28/07/2011
Aplicacion de herbicidas 15/08/2011
Cosecha Noviembre-Diciembre

4.2.2.2. Aiio 2012

Se realizaron dos experimentos. En el primero se aplico glifosato (marca comercial
Panzer Gold ®, Dow AgroSciences) en el rango de dosis de 0 - 240 - 480 - 960 - 1920
gramos de equivalente 4cido/ha, que representa entre 0 y 2 veces la dosis comercial.
Para cada dosis, se utilizaron cinco repeticiones y en cada repeticiéon (maceta) hubo 4
plantas. La variable registrada fue peso seco, a los 30 dias de la aplicacion del herbicida.

En el segundo experimento se aplicO nuevamente pyroxsulam. La fecha de
aplicacion del herbicida fue mas tardia que lo habitual para la zona (fecha 04/10/2012).
Las dosis aplicadas fueron 0-4,5-9-18-36-54-72-144 g.p.a./ha, equivalentes a un rango
de entre 0 y 8 veces la dosis comercial. Por cada dosis se emplearon cinco repeticiones
y en cada repeticion (maceta) hubo so6lo dos plantas. Las fechas en que fueron realizadas
las principales tareas se detallan en la tabla 4.2.
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Tabla 4.2. Listado con las fechas en que se llevaron a cabo las principales tareas de los

experimentos con raigras anual realizados durante el afio 2012.

Tareas Fechas 1° experimento  Fechas 2° experimento
Incubacion de semillas 28/06/2012 29/08/2012
Implantacion 07/07/2012 08/09/2012
Plantas a campo 18/07/2012 19/09/2012
Aplicacion de herbicidas 11/08/2012 04/10/2012
Muestreo (peso seco, supervivencia) 10/09/2012 03/12/2012
Cosecha No No

4.2.2.3. Aiio 2013

Se utilizaron individuos de otro experimento realizado durante el afio 2013 para
registrar la fecha de floracion de cada planta de las poblaciones L6 y Susceptible.
Dichas plantas no recibieron aplicacion de herbicidas. La fecha de implantacion fue el
28/05/2013 y las plantas estuvieron a campo a partir del 07/06/2013.

4.2.2.4. Aiio 2014

Se realizaron dos experimentos con los herbicidas pyroxsulam y flucarbazone. Ademas
de las poblaciones L6 y susceptible, se utilizaron las semillas cosechadas de L6
correspondientes a las dosis altas de pyroxsulam del afio 2011 (en adelante L6-F1). Los
herbicidas fueron aplicados en el estado de tres hojas expandidas. Las dosis de
pyroxsulam aplicadas fueron 0, 4,5, 9, 18, 36, 72 y 180 g.p.a./ha, equivalentes a un
rango de dosis de entre 0 y 10 veces la dosis comercial. Las dosis de flucarbazone
fueron 0, 17,5, 35, 70, 140 g.p.a./ha equivalentes a un rango de dosis de entre 0 y 2
veces la dosis comercial. Para cada dosis se utilizaron cinco repeticiones y cada
repeticion contuvo 4 plantas. Se midié fecundidad y supervivencia y se registro la fecha
de floracion de cada planta. Las fechas en que fueron realizadas las tareas se detallan en
la tabla 4.3.

Tabla 4.3. Listado con las fechas en que se llevaron a cabo las principales tareas de los
experimentos con pyroxsulam y flucarbazone realizados durante el afio 2014.

Tareas Fecha
Incubacion 01/07/2014
Implantacion 10/07/2014
Colocacion a campo 20/07/2014
Aplicacion de herbicidas 11/08/2014

Cosecha Noviembre-Diciembre
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4.2.3. Respuesta a la germinacion de la poblacion L6 y susceptible

Se probo la respuesta en germinacion de las dos poblaciones, L6 y susceptible. Se
utilizaron 20 semillas por caja de Petri con papel filtro, con 3 repeticiones por
tratamiento en un disefio completamente aleatorizado. Las temperaturas utilizadas para
la incubacion fueron 5°C, 12°C y 20°C y durante 30 dias se registrd la germinacion. A
todas las semillas que no germinaron se les realiz6 test de viabilidad mediante reaccion
con Cloruro de Tetrazolio.

4.2.4. Anélisis

A partir de los resultados de supervivencia y fecundidad individual, se calculo el fitness
como el producto entre ambos (Sou Sheng et al., 2015). La supervivencia, fecundidad
individual y el fitness en la dosis testigo (o dosis cero: no aplicacion de herbicida) se
promediaron y se utilizaron como valor de referencia para relativizar el resto de los
valores.

Para la estimacion de las dosis letales (DL50, estimadas con la variable
supervivencia) o efectivas (ED50, estimadas con cualquier otra variable que no sea
supervivencia) para el 50% de la poblacion, se construyeron modelos de dosis respuesta
mediante regresiones no lineales con cuatro pardmetros. La expresion matematica de
dichos modelos de respuesta y a una dosis x fue descripta en el capitulo 1 en la férmula
1.2 (Seefeldt et al, 1995).

Cuando la variable utilizada fue supervivencia, el modelo se ajustd con el valor
100 como limite superior (equivale a admitir que no puede existir una supervivencia
mayor al 100%) y el valor 0 como limite inferior (equivale a admitir que no puede haber
supervivencia a dosis excesivamente altas). Para la variable fitness, los datos fueron
relativizados solo para realizar la grafica. Con cada modelo calculado se realizo una
prueba de bondad de ajuste (lack-of-fit test), que consiste en comparar el modelo log-
logistico de dosis respuesta con un analisis de varianza mas general mediante un f-test
aproximado para corroborar que describen adecuadamente los datos.

Los datos de fitness con el herbicida Imazamox se analizaron mediante un
analisis de varianza entre los tratamientos (poblaciones) para cada dosis: 0, 35 y 70
g.p.a./Ha respectivamente. Esto debido a datos incompletos de fecundidad para el resto
de las dosis.

Se calculo el indice de selectividad (SI), también Ilamado indice de resistencia
(IR) como el cociente entre las dosis efectivas 50 de dos curvas de dosis respuesta que
se comparan. Su expresion matematica es:

EDx
EDy

SI|x,y|= (férmula 4.2)

donde EDx y EDy son las dosis efectivas de las poblaciones x e y que se comparan.
Para establecer si hubo diferencias significativas o no entre las curvas se probd la
hipotesis nula que dicho indice fuera igual a 1 (ambas dosis efectivas son iguales); un
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valor de probabilidad menor a 0,05 descarta esa hipotesis y establece que las diferencias
son significativas y que también el SI (o IR) es valido.

Para establecer las diferencias entre los tiempos térmicos a floracion entre las
distintas poblaciones, se realizd un andlisis de varianza completamente aleatorizado.
Como prueba de separacion de medias se realizé un test de Tukey.

Para estimar el filocrono y compararlo se realiz6é un analisis de regresion lineal
mediante el software GraphPad Prism v.5 (GraphPad Software, San Diego California
USA, www.graphpad.com).

Los andlisis se realizaron con el software estadistico R (R Core Team, 2013) con
los paquetes drc (Ritz & Streibig, 2005) (construcciéon de los modelos de dosis
respuesta), ggplot2 (graficos) (Wickham, 2009) y agricolae (otros analisis) (Mendiburu,
2015).


http://www.graphpad.com/
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4.3. Resultados
4.3.1. Respuesta al herbicida pyroxsulam de la poblacién L6

En el primer experimento, realizado en el afio 2011, la poblacién de raigras L6 fue
significativamente menos sensible al herbicida pyroxsulam que la poblacidn susceptible,
considerando la variable supervivencia (figura 4.2; tabla 4.4). El indice de selectividad
en la DL50 fue de 2,14 cuando se aplic6 sobre tres hojas de la maleza y 2,44 cuando se
aplico en inicio de macollaje (Z22) (Zadoks et al., 1974). A su vez la poblacion L6 fue
menos sensible al herbicida cuando se aplico sobre dos macollos respecto a la
aplicacion sobre tres hojas de la maleza. Sin embargo no hubo diferencias entre los
momentos de aplicacion en la poblacion susceptible.
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Figura 4.2. Modelos de dosis respuesta para la variable supervivencia a los 60 dias de
las poblaciones L6 y Susceptible para dos momentos de aplicacion del herbicida
pyroxsulam segun dos estados fenoldgicos de la maleza, 2 macollos y 3 hojas.
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Tabla 4.4. Parametros estimados con la variable supervivencia de los modelos de
regresion log-logistico de dosis respuesta para las poblaciones L6 y susceptible en dos
momentos de aplicacion del herbicida pyroxsulam, 3 hojas expandidas y dos macollos.
DL50 es la dosis letal para el 50% de la poblacion; el error estandar es el de la dosis
letal estimada por el modelo; Dif. Signif. 50/50 indica si hay diferencias significativas
(p<0,05) segtn cociente estimado entre las DL50 de las diferentes poblaciones; b es un
parametro estimado del modelo con su correspondiente error estandar entre paréntesis
(ver formula 1.2).

b DL50 Error estandar  Dif. signif.
(g.p.a/Ha) 50/50
L6 — 2 macollos 4,48(%+1,05) 28,06 2,86 a
L6 — 3 hojas 2,94(+0,81) 19,99 1,90 b
Susceptible- 2 macollos 2,68(+0,88) 11,49 1,44 C
Susceptible — 3 hojas 4,40(=1,57) 9,35 0,78 c

La fecundidad por planta en el promedio de todas las condiciones para la
poblacién L6 disminuyd en funcion del incremento de la dosis. Sin embargo, dicha
reduccion fue mayor en las plantas tratadas en tres hojas que en las tratadas en dos
macollos. A las dosis de 27 g.p.a./Ha (equivalente a 1,5 veces la dosis comercial) la
fecundidad se reduce a valores de un 60% y un 20% respecto al testigo, segun sea sobre
dos macollos o sobre 3 hojas. La fecundidad en promedio para L6 en la dosis testigo fue
de 738 semillas/planta, y disminuy6 en funcion del incremento de la dosis hasta 373
semillas/planta para la aplicacion sobre 2 macollos y 213 semillas/planta para la
aplicacion sobre 3 hojas. La poblacion susceptible solamente generd semillas a la mitad
de la dosis comercial, habiéndose reducido respecto al testigo en un 60% y 68% para las
aplicaciones en dos macollos y tres hojas respectivamente.

Considerando el fitness como la asociacion entre los atributos reproductivos y la
supervivencia, el indice de selectividad fue 2,94 para la aplicacion sobre dos macollos.
En la aplicacion sobre 3 hojas el indice de selectividad para la poblacion L6 fue de 1,66
y estadisticamente significativo (p<0,05). El valor de ED50 para L6 fue de 13 g.p.a./Ha,
inferior a la dosis comercial (tabla 4.5; figura 4.3). Sin embargo, la ED90 para las
poblaciones L6 y susceptibles cuando se aplicd sobre tres hojas fue de 24,58 y 9,3
g.p.a./ha, respectivamente. Cuando se aplicé en dos macollos la ED90 de la poblacion
L6 fue de 33,25 g.p.a/ha'y 9,57 g.p.a/ha para la poblacion susceptible.
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Figura 4.3. Modelos de dosis respuesta para la variable fitness (estimado como el
producto de fecundidad/planta y porcentaje de supervivencia) de las poblaciones L6 y
Susceptible para dos momentos de aplicacion del herbicida pyroxsulam segiin dos
estados fenologicos de la maleza, 2 macollos y 3 hojas. Los valores estimados figuran
en la tabla 4.5.

Tabla 4.5. Parametros estimados con la variable fitness de los modelos de regresion log-
logistico de dosis respuesta para las poblaciones L6 y susceptible en dos momentos de
aplicacion del herbicida pyroxsulam, 3 hojas expandidas y dos macollos. ED50 es la
dosis efectiva para el 50% de la poblacion; el error estandar corresponde a la dosis
estimada por el modelo; Dif. Signif. 50/50 indica si hay diferencias significativas
(p<0,05) segun cociente estimado entre las ED50 de las diferentes poblaciones; b y d

son parametros de los modelos con sus respectivos errores estandar entre paréntesis (ver
formula 1.2).

ED50 Error  Dif. Signif.

b d (g.p.a./Ha) estandar 50/50
L6 — 2 macollos 7,27(£4,24)  560,98(+44,95) 24,58 2,18
L6 — 3 hojas 3,46(%0,97) 899,57(£71,55) 13,00 1,12
Susceptible- 2 macollos  16,30(x1,75) 551,20(x114,99) 8,37 0,52 c
Susceptible — 3 hojas 12,84(£1,29) 700,69(+81,31) 7,84 0,70 c

En el experimento realizado al afio siguiente, cuyo dia de aplicacion fue el
04/10/2012, no se encontraron diferencias significativas en la variable biomasa medida
a los 14 dias después del tratamiento (datos no presentados). El indice de selectividad
calculado con esta variable fue de 1,43 (valor-p=0,43). Esto indica que en este momento
no se aprecian los efectos del tratamiento. Sin embargo cuando se evalu6 a los 30 dias,
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se detectaron individuos que inicialmente eran contabilizados como muertos pero que
habian generado rebrotes (fotografias 4.4.a, b y c). A los 40 dias luego de la aplicacion
hubo diferencias significativas (p<0,05) en la supervivencia con la poblacion
susceptible (fotografias 4.3.a y b). La DL50 estimada para L6 fue de 49,21 g.p.a./ha
(error estandar de 18,15) y de 2,96 g.p.a./ha (error estandar de 0,69) para la poblacién
susceptible. El indice de selectividad calculado fue de 16,64 (valor-p=0,0343).

Fotografias 4.3.a y b. Respuesta de las poblaciones L6 (izquierda) y susceptible
(derecha) al herbicida pyroxsulam a los 40 dias de haber aplicado el tratamiento. En
negrita estdn marcadas las dosis expresadas en gramos de principio activo / hectarea
(g.p.a./ha); Com: indica las macetas correspondientes a la dosis comercial del herbicida.

Fotografias 4.4.a, b y c. Rebrotes detectados en la poblacion L6 a los 30 dias de
aplicado el herbicida sobre plantas que inicialmente parecian senecidas por la accion del
herbicida pyroxsulam.

4.3.2. Respuesta al herbicida pyroxsulam de la poblacién L6 y su progenie (F1)

La F1 obtenida con las semillas de los individuos sobrevivientes de L6 a dosis altas,
mostré menor sensibilidad al herbicida pyroxsulam que la poblacion L6 progenitora
(fig. 4.4). La dosis letal para el 50% de la poblacion L6-F1 fue de 62,03 g.p.a./Ha para
la F1, representando un incremento en 2,57 veces con respecto a la L6 progenitora
(tabla 4.6). Cuando la comparacion es respecto al susceptible, este resultado arroja un
indice de resistencia de 9,76. La L6 progenitora también mostrd diferencias en la DL50
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con la poblacion susceptible, con una DL50 de 24,09 g.p.a./Ha, en consonancia con los

primeros experimentos. No hay individuos sobrevivientes a la dosis de 10 veces la
comercial.
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Figura 4.4. Modelos de respuesta al herbicida pyroxsulam segin la variable
supervivencia de las poblaciones L6, su F1 (L6-F1) y la poblacion susceptible (Sus). La
dosis comercial del herbicida pyroxsulam equivale a 18 g.p.a./ha.

Tabla 4.6. Parametros estimados de los modelos de regresion log-logistico de dosis
respuesta de los experimentos con pyroxsulam del afio 2014. El error estandar es el de la
dosis estimada por el modelo. Dif. Signif. 50/50 indica si hay diferencias significativas

(p<0,05) segun cociente estimado entre las ED50 o DL50 de las diferentes poblaciones
o tratamientos.

Poblaciones b DL50 Error estandar Dif. Signif.
(g.p-a/Ha) 50/50
L6 -Fl1 1,31(+0,33) 62,03 13,82
L6 1,75(+0,38) 24,09 3,49 b
Susceptible 4,04(%1,13) 6,36 0,64 c

Las poblaciones L6 y L6-F1 no difirieron en la fecundidad con la poblacion
susceptible en la dosis de 9 g.p.a./ha (equivalente a la mitad de la dosis comercial). En
dosis superiores no se registraron individuos susceptibles sobrevivientes. La fecundidad

de L6 y L6-F1 solo fue diferente cuando la dosis fue de 72 g.p.a/ha (equivalente a
cuatro veces la dosis comercial).
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La fecundidad promedio de L6 y de L6-F1 solo disminuye a partir de la dosis de
36 g.p.a./ha (2 veces la dosis comercial). La produccion de semillas para L6 fue de 533
semillas/planta en la dosis testigo y solo 35 semillas/planta en la dosis mas alta. La
poblacion L6-F1 produjo en promedio 651 semillas/planta en la dosis testigo y luego a
72 g.p.a/ha disminuye a 380 semillas/planta.

Las dosis efectivas para el 50% de la poblacion estimadas con la variable fitness
fueron asimismo diferentes entre las poblaciones aunque menores que las estimadas con
la variable supervivencia (figura 4.5). El indice de selectividad para la F1 fue 10,8, con
46,7 g.p.a./ha de pyroxsulam, que representa aproximadamente 2,6 veces la dosis
comercial (tabla 4.7).
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Figura 4.5. Respuesta al herbicida pyroxsulam segun la variable fitness estimada sobre
los testigos y dosis por encima de la dosis comercial para las poblaciones L6 y
susceptible. La dosis comercial de pyroxsulam es de 18 g.p.a./Ha.

Tabla 4.7. Parametros estimados con la variable fitness de los modelos de regresion log-
logistico de dosis respuesta de los experimentos con pyroxsulam del afio 2014. ED50 es
la dosis efectiva para el 50% de la poblacion; el error estandar corresponde a la dosis
estimada por el modelo; Dif. Signif. 50/50 indica si hay diferencias significativas
(p<0,05) segun cociente estimado entre las ED50 de las diferentes poblaciones; b y d

son parametros de los modelos con sus respectivos errores estandar entre paréntesis (ver
formula 1.2).

Poblaciones b d ED50 Error  Dif. Signif.
(g.p.a/Ha) estandar 50/50
L6 - F1 1,56(x0,51)  132,72(x10,62) 46,73 10,02
L6 1,58(+0,50) 89,70(+5,43) 14,50 2,88

Susceptible 3,17(+1,95) 66,32(3,56) 4,33 0,64 c
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El resultado para L6 fue similar al hallado en el experimento de 2011 (tabla 4.7),
con una dosis efectiva de 14,5 g.p.a./ha. El fitness relativo fue cercano a cero a la dosis
de 72 g.p.a./ha. Sin embargo la poblacion susceptible fue controlada con una dosis mas
baja que en 2011, con una ED50 de 4,33 g.p.a./ha. La poblacion susceptible tuvo cerca
de un 20% de supervivencia a la mitad de la dosis comercial, pero considerando
también la fecundidad, el fitness fue menor al 10% de la dosis testigo.

Las diferencias de fitness registradas entre L6-F1 y L6 se explican tanto por
diferencias en supervivencia (Fig 4.4 y tabla 4.6) asi como, por diferencias de
fecundidad. La cantidad de semillas registrada en individuos de la poblacion L6 a la
dosis 2X fue 18% menor que las registradas en L6-F1. Cuando la dosis fue 4X dicha
diferencia fue del 55,6%.

4.3.3. Respuesta de la poblacién L6 a otros herbicidas ALS
4.3.3.1. Imazamox

La poblacién L6 mostro diferencias significativas en la variable supervivencia con la
poblacion susceptible en ambos momentos de aplicacion del herbicida Imazamox
(figura 4.6; tabla 4.8). El indice de selectividad fue 2,11 cuando la aplicacion se realizd
sobre 2 macollos; mientras que cuando la aplicacion se realizd sobre individuos de 3
hojas, el indice de selectividad se redujo a 1,68.
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Figura 4.6. Respuesta al herbicida Imazamox segln la variable supervivencia para las
poblaciones L6 y susceptible en dos estados de crecimiento de la maleza, 3 hojas
expandidas y 2 macollos.
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Tabla 4.8. Parametros estimados de los modelos de regresion log-logistico de dosis
respuesta del experimento con el herbicida Imazamox para el 50% de las poblaciones de
Lolium multiflorum L6 y susceptibles, en dos estados de crecimiento de la maleza, 3
hojas expandidas y dos macollos. La dosis comercial del herbicida es 70 g.p.a./ha. DL50
es la dosis letal para el 50% de la poblacion; el error estandar corresponde a la dosis
estimada por el modelo; Dif. Signif. 50/50 indica si hay diferencias significativas
(p<0,05) segun cociente estimado entre las DL50 de las diferentes poblaciones y/o
tratamientos; b es el valor estimado de la pendiente en el valor de la DL50 (ver formula
1.2).

Variable: Supervivencia

Poblaciones b DL50 Error estandar  Dif. signif.
(g.p-a/Ha) 50/50
L6 — 2 macollos 12,64(+4,37) 85,54 5,55
L6 — 3 hojas 4,05(£1,01) 45,54 2,78 b
Susceptible — 2 macollos 4,86(%1,87) 40,37 3,18 be
Susceptible — 3 hojas 6,54(£1,28) 27,18 4,74 c

El fitness de la poblacion L6 cuando fue aplicado el herbicida Imazamox, solo
fue significativamente diferente (p<0,05) con la poblacion susceptible cuando fue
aplicada sobre dos macollos y a la dosis de 70 g.p.a./ha (tabla 4.9). No hubo diferencias
entre tratamientos a la dosis de 35 g.p.a./ha. En la dosis de 105 g.p.a./ha no hubo
fecundidad, por lo que el fitness fue cero para todos los tratamientos.

Tabla 4.9. Respuesta al herbicida imazamox segun la variable fitness estimada sobre los
testigos, 35 y 70 g.p.a./Ha (dosis comercial) para las poblaciones L6 y susceptible en
dos estados de crecimiento de la maleza. Letras distintas indican diferencias
significativas (p<0,05) en los valores del fitness dentro de cada dosis.

Fitness (supervivencia x fecundidad)

Poblaciones \ Dosis Imazamox 0 (g.p.a./Ha) 35 (g.p-a./Ha) 70 (g.p.a./Ha)

L6 — 2 macollos 546,1 a 483,5a 4726 a
L6 — 3 hojas 698,3 a 3894 a 91,5b
Susceptible — 2 macollos 543,9 a 305,6 a 0b
Susceptible — 3 hojas 960,5 a 719 a 0b

4.3.3.2. Flucarbazone

Si bien hay individuos sobrevivientes de la poblacion L6 a la dosis comercial, las
diferencias en las dosis letales del herbicida flucarbazone con la poblacion susceptible
no fueron significativas (valor-p = 0,0889) (figura 4.7). Sin embargo, su progenie F1
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(seleccionada previamente con el herbicida pyroxsulam) mostré diferencias
significativas con L6. La DL50 de la F1 fue de 60,35 g.p.a/Ha (tabla 4.10),
aproximadamente 2 veces superior a la poblacion L6 progenitora. El indice de
selectividad calculado con la poblacion susceptible fue 3,53.
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Figura 4.7. Respuesta al herbicida flucarbazone seglin la variable supervivencia para las
poblaciones L6, su F1 (L6-F1) y la poblacion susceptible (Sus). La dosis comercial del
herbicida flucarbazone equivale a 70 g.p.a./ha.

Tabla 4.10. Parametros estimados con la variable supervivencia de los modelos de
regresion log-logistica de 4 pardmetros estimadas para las poblaciones L6, L6-F1 y el
Susceptible para el herbicida flucarbazone. La dosis comercial del herbicida es 70
g.p.a./ha. DL50 es la dosis letal para el 50% de la poblacion ; el error estandar es el de
la dosis estimada por el modelo; Dif. Signif. 50/50 indica si hay diferencias
significativas (p<0,05) segun cociente estimado entre las DL50 de las diferentes
poblaciones o tratamientos; b es un parametro estimado del modelo (ver fomula 1.2).

Variable: Supervivencia

b DL50 (g.p.a/Ha) Error estandar Dif. signif.
50/50
L6-F1 1,74(+0,49) 60,35 9,31
L6 1,56(+0,43) 29,32 4,93
Susceptible 9,07(+1,06) 17,11 2,96 b

4.3.4. Respuesta de la poblacién L6 a herbicidas con otros modos de accién

El herbicida inhibidor de la enzima ACCasa pinoxaden, no registr6 fecundidad por
encima de la dosis de 30 g.p.a./Ha. Aplicado sobre L6 en el estado de 2 macollos
presenta algunos sobrevivientes en la dosis comercial, pero incapaces de producir
semillas debido al dafio que presentan. A la dosis de 20 g.p.a./Ha, equivalente a la mitad
de la dosis comercial, hay una pequena diferencia de fitness estimado debido a que si
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bien ambas poblaciones presentan algunos sobrevivientes, en la poblacién susceptible
no produjeron semillas y por lo tanto su fitness fue cero (figura 4.8). La fecundidad por
planta promedio de los sobrevivientes de L6 en dicha dosis fue de 673 semillas/planta.
No fue posible converger los resultados en un modelo de dosis respuesta debido a que
las diferencias se hallan probablemente en dosis mucho mas bajas que las probadas.

Pinoxaden - 2012
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Figura 4.8. Respuesta al herbicida pinoxaden segliin la variable fitness para las
poblaciones L6 y susceptible en dos estados de crecimiento de la maleza, 3 hojas
expandidas y 2 macollos. La dosis comercial es de 40 g.p.a./Ha. Las barras de error
indican el error estandar.

El herbicida glifosato no di6 diferencias en la respuesta entre las poblaciones L6
y susceptible (figura 4.9). La dosis efectiva estimada para la poblacién L6 con la
variable biomasa a los 30 dias luego de la aplicacion fue de 235 + 23,5 g.p.a./Ha,
representando aproximadamente una cuarta parte de la dosis comercial. Debido a este
resultado, no fue necesario medir ningun atributo demografico.
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Figura 4.9. Respuesta al herbicida glifosato seglin la variable biomasa para las poblaciones
L6 y susceptible. La fecha de aplicacion del herbicida fue el 11/08/2012.

4.3.5. Atributos fenoldgicos y fisioldgicos de la poblacion de raigras L6

La poblacion L6 presenté menor tiempo térmico que la poblacion susceptible (fig 4.10).
En el afio 2013, la poblacion L6 di6 inicio a la floracion a los 140,4 dias después de
implantada mientras que la poblacion susceptible lo hizo en 151,8 dias. En el afio 2014,
la poblacion L6 inici6 la floracion en 111,9 dias y la susceptible en 126,6 dias luego de
ser implantada. Pero ademas, la poblacion F1 inici6 floracidon antes que su progenitora
L6, en 105,3 dias. No hubo diferencias en la cantidad de dias a inicio de floracion entre
los tratamientos testigo (sin herbicidas) y los tratamientos con distintas dosis de
herbicidas.

2013 2014
5 c
-
=
©
9 b g b
= a = a
92} [42]
| I ! | | 1 ! | | | | |
0 500 1000 1500 2000 2500 0 500 1000 1500 2000 2500
Tiempo térmico hasta floracion [2Cd] Tiempo térmico hasta floracion [2Cd]

Figura 4.10. Tiempo térmico hasta floracion para las poblaciones L6 (L6M), la F1 de L6
(L6H) y la poblacion susceptible (Sus) calculadas durante los afios 2013 y 2014. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05) dentro de cada afio.
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Figura 4.11. Numero de hojas aparecidas en funcion del tiempo térmico de las poblaciones
de raigras L6 (color rojo) y susceptible (color verde). Las mediciones fueron realizadas
durante el afio 2012. El valor del filocrono surge de la inversa de la pendiente. Filocrono de
L6: 87,02 °C.dia/hoja; filocrono de susceptible: 93,21 °C.dia/hoja. Ajuste R* para L6: 0,97,
R? para susceptible: 0,99. Parametros de la funcion a+px: i) para L6: a =3,181 = 0,09772 ; B
=0,01149 £ 0,0004203; ii) para Sus: a = 3,103 £ 0,05904; B =0,01073 £ 0,0002156.

El filocrono de la poblacion L6 no fue diferente a la de la poblacion susceptible
(p<0.05) (figura 4.11). El filocrono de la poblacion L6 fue de 79,18 °C.dia/hoja mientras
que el de la poblacion susceptible fue de 89,36 °C.dia/hoja.

En cuanto al estado fisiologico de las semillas, se encontraron diferencias en la
germinacion alcanzada por las distintas poblaciones (Figura 4.12). Las semillas de la
poblacion susceptible germinaron en un 98% mientras que las semillas de la poblacion
L6 lo hicieron en aproximadamente un 77%. El porcentaje final de germinacion
alcanzado para las tres temperaturas fue el mismo, si bien la tasa de germinacion fue,
como era esperable, diferente entre temperaturas. El analisis de viabilidad del conjunto
de estas semillas fue de 90% sin diferencias entre las procedencias.
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Figura 4.12. Germinacion observada para la poblacion L6 y la poblacion susceptible a tres
temperaturas, 5°C, 12°C y 20°C. Lineas punteadas y verdes representan a la poblacion
susceptible; lineas continuas y rojas representan a la poblacion L6. Simbolos de igual forma
representan una misma temperatura. Cuadrados: 5°C; triangulos: 12°C y rombos: 20°C.

Con las dosis letales (DL50) estimadas de las tres aplicaciones realizadas con el
herbicida pyroxsulam, se decidié indagar acerca del ambiente que exploraron las plantas
desde el dia de la aplicacion del herbicida hasta 61 dias después de la misma (figura
4.13). Se observo que si el tiempo térmico transcurrido fue mayor, la dosis estimada
para controlar al 50% (DL50) de la poblacion L6 también fue mayor. Por el contrario, la
poblaciéon susceptible tuvo una DL50 mas baja a medida que el tiempo térmico fue
mayor. Dado que el resultado es la suma térmica en una cantidad fija de dias calendario,
la diferencia entre éstos se debe s6lo a la temperatura. En consecuencia, cuando el
ambiente durante el periodo pos-aplicacion fue mas calido, la dosis letal estimada fue
mayor para la poblacién L6 pero menor para la poblacion susceptible.
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Figura 4.13. Dosis letales para el 50% (DL50) de las poblaciones L6 (circulos rojos) y
Susceptible (circulos verdes) estimadas para el herbicida pyroxsulam en funcion del tiempo
térmico calculado entre el dia de la aplicacion del herbicida y 61 después de la aplicacion
(0-61 dat). Para las fechas y condiciones térmicas en que fueron realizadas las aplicaciones
ver tablas 4.1, 4.2 y 4.3 y las figuras 4.1a, b, c y d.
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4 .4. Discusion

En el presente capitulo se abordod el estudio del proceso que explica la persistencia de
raigras a lo largo del ciclo del cultivo mas alla de haber aplicado herbicidas para su
control. Particularmente se registro resistencia cruzada a los herbicidas pyroxsulam,
flucarbazone e Imazamox (inhibidores de la ALS). Sin embargo, mostrd total
sensibilidad a inhibidores de la ACCasa (pinoxadén) e inhidores de la EPSPS
(glifosato). En la actualidad no hay registro en la Argentina segiin Heap, (2016) de
Lolium multiflorum con resistencia cruzada solo a estos herbicidas. El caso de raigras
registrado con resistencia a inhibidores de la ALS también lo es a otros sitios de accion
(Heap, 2016).

La poblacion de raigras L6 evidencid moderada resistencia al herbicida
pyroxsulam. La convencion actual establece que a partir de un indice de resistencia de 2
se considera resistente, siendo este valor 2 de caracter arbitrario (Burgos et al., 2013).
Un valor entre 1 y 2 se considera como variabilidad natural o etapa inicial en la
evolucion de resistencia, mientras que valores entre 2 y 3 son poco percibidos a campo
(Valverde, 2009). Generalmente, cuando los indices de resistencia son entre 2 y 4, los
productores comienzan a reportar tales casos (Valverde, 2009; Mennan et al., 2011;
Burgos et al., 2013) y el porcentaje de individuos resistentes suele ser superior al 35%
(Gressel & Segel, 1978; Pavlovic et al, 2008; Burgos et al, 2013). Durante los
experimentos del afio 2011 el IR estimado con la variable supervivencia para la
aplicacion sobre 3 hojas supera levemente el valor 2. En los experimentos de 2014 este
indice aumenta a 3,8 principalmente por una mayor sensibilidad de la poblacion
susceptible (figura 4.13). Si la variable considerada es el fitness, el IR es menor a 2
durante el ano 2011, y ascendidé a 3,4 en 2014. Sin embargo, a mayor estado de
crecimiento aumenta la dosis necesaria para el control de la poblacion resistente y
consecuentemente aumenta el IR. Esto ha sido documentado en otras especies (Vila-
Aiub et al., 2012).

De acuerdo a estos resultados, se acepta la hipdtesis que los individuos de
raigras provenientes de las semillas cosechadas en precosecha del cultivo, poseen menor
sensibilidad a herbicidas inhibidores de la ALS que pueden ser utilizados para su
control.

4.4.1. El uso del fitness como variable respuesta

En el presente estudio de respuesta a herbicidas, se estimo el fitness de la poblacion L6
con aplicacion del herbicida pyroxsulam. Establecer el fitness de la poblacion resistente
ante la aplicacion del herbicida permite estimar la intensidad de seleccion (Gressel &
Segel, 1978). Asi se podria estimar el cambio de la frecuencia de los genes de
resistencia bajo la presion de seleccion del herbicida (Jasieniuk et al., 1996). Pero para
poder estimar los costos adaptativos debido a la resistencia (fitness cost) se necesita
ademads un testigo susceptible que posea el mismo fondo (background) genético que el
resistente, donde las Unicas diferencias sean en las mutaciones que confieren resistencia
(Vila-Aiub et al., 2009). En este trabajo no se utilizd un testigo con el mismo
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background genético, por lo que no es valido hablar de costo adaptativo al analizar los
resultados. Pero si es valido para establecer las caracteristicas de esta poblacion.

Cuando se utiliza la supervivencia como variable respuesta, los valores de dosis
letales son mas elevados que cuando se utiliza el fitness como variable. Dado que es
importante para la produccion del cultivo eliminar la competencia por parte de las
malezas, la supervivencia aporta informacion sobre el efecto del herbicida en la
campana actual. Sin embargo, puede que los individuos sobrevivientes produzcan
menor descendencia, por lo que demograficamente el banco de semillas de una campafia
a la otra no necesariamente aumenta como consecuencia de una mayor supervivencia.
En tal sentido, el fitness aporta informacion sobre el efecto del herbicida en la campafia
actual, pero sobre todo informa acerca de lo que puede suceder en las siguientes
campanas. Por lo tanto es apropiado, medir la fecundidad y calcular el fitness siempre
que ello sea posible.

4.4.2. Fenologia de L6

Los individuos con menor sensibilidad al herbicida pyroxsulam, presentaron una mayor
tasa de desarrollo, alcanzando la floracién en menor tiempo que la poblacion susceptible
Dado que no se observaron diferencias en el filocrono entre ambas poblaciones, el
menor tiempo a floracion se debe a un menor numero final de hojas. En este sentido
debe destacarse que en un determinado rango de fotoperiodos pueden observarse
diferencias que variaran segun la sensibilidad fotoperiodica, umbral fotoperioddico y
otras caracteristicas genéticas vinculadas a este tipo de respuesta. Estas diferencias
obtenidas en la fenologia deben considerarse solo correspondientes a las latitudes a las
cudles fueron realizadas los experimentos dado que es conocida la respuesta
fotoperiodica cuantitativa de las especies otofio-inverno-primaverales como el caso de
Lolium multiflorum. No obstante, estas diferencias en especies malezas pueden
considerarse un atributo que favorezca la produccion de semillas anticipadamente
respecto a los cultivos en que se encuentran presente (trigo y cebada) asegurando de este
modo el ingreso al banco de semillas.

El entendimiento de estos procesos demograficos y fenologicos en las malezas
es de utilidad para recomendar practicas agronOmicas tales como el momento de
cosecha que contribuyan a disminuir la llegada de semillas al banco del suelo. En este
sentido, Scursoni et al, (1999) considerando el efecto de la aplicacion de los
herbicidas,registraron menor tasa de maduracion en semillas de Avena fatua, resaltando
la importancia de no demorar el momento de cosecha.

Otro atributo fisioloégico en el cudl se registraron diferencias entre ambas
poblaciones fue en la germinabilidad evaluada a tres regimenes térmicos diferentes. En
todos los casos la germinacién fue mayor en la poblacion susceptible, sin haberse
registrado diferencias de viabilidad en las semillas no germinadas de ambas poblaciones
(figura 4.12).

Estos resultados permiten, si bien no se registraron diferencias a nivel de
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filocrono, aceptar parcialmente la hipOtesis 2 referida a diferencias en atributos
fenoldgicos tales como desarrollo morfoldgico (filocrono y nimero de hojas) y
desarrollo fasico (tiempo a floracion) asi como en el estado fisiologico de las semillas
(germinabilidad).

La poblaciéon L6 aumenta el indice de resistencia respecto a la poblacion
susceptible cuando la temperatura ambiental durante el periodo posterior a la aplicacion
del herbicida es mas elevada. El aumento proviene de una disminucion en la
sensibilidad de la poblacion L6 y un aumento de sensibilidad en la poblacion
susceptible.

Los herbicidas generan mejor efecto cuando las temperaturas son mas elevadas,
pero no excesivas. Una de las causas es que se favorece la absorcion de sustancias
liposolubles debido a que las ceras cuticulares de las hojas se hacen mds fluidas.
Asimismo, aumenta la tasa metabolica de la planta y la actividad fisioldgica, mejorando
la traslocacion del herbicida. Sin embargo la humedad ambiente no debe ser baja, sino
las cuticulas de las hojas se engrosan y dificultan la absorcion del herbicida; ademas de
incrementar las perdidas por volatilizacion (Zimdahl, 2007; Cobb & Reade, 2010). A
campo, cuando las temperaturas son bajas, el efecto del herbicida se visualiza en un
mayor tiempo. De este modo se justifica el aumento de sensibilidad de la poblacion
susceptible ante temperaturas del ambiente mayores.

Hay pocos antecedentes a la fecha acerca de interaccion entre temperatura y
resistencia a herbicidas inhibidores de la ALS. En estudios cuyo objetivo fue hallar
costos adaptativos se observod que las diferencias entre los biotipos resistentes y los
susceptibles fueron apenas perceptibles (Tranel & Wright, 2002; Yu et al., 2010; Yu &
Powles, 2014). Tampoco se observaron penalidades significativas a nivel de la enzima
ALS (Yu & Powles, 2014). Esto significa que en ausencia del herbicida, los individuos
resistentes permaneceran en la poblacion sin disminuir su frecuencia.

Sin embargo el efecto de la temperatura sobre la resistencia a herbicidas ha sido
demostrada en glifosato sobre Conyza canadensis (Ge et al., 2011), Lolium multiflorum
y Sorghum halepense (Vila-Aiub et al., 2012) y Echinocloa colonna (Nguyen et al.,
2015). En estos ejemplos, se observa un aumento de la resistencia al herbicida a
temperaturas mas elevadas. El costo adaptativo para los biotipos resistentes se
manifiestan en presencia del herbicida con temperaturas sub-optimas. Los mecanismos
de resistencia involucrados son del tipo no-sitio activo (non target site) salvo en
Echinocloa colonna que se encontré una mutacion en el gen que codifica la enzima
EPSPS; sin embargo en este caso también se encontrd que la absorcion del glifosato era
mayor a la temperatura de 20°C que a la temperatura de 30°C (Nguyen et al., 2015).

En los experimentos correspondientes a la presente tesis, el biotipo susceptible
no comparte el mismo fondo genético que la poblacidn resistente, por consiguiente no
es posible afirmar la presencia de un costo adaptativo (Vila-Aiub et al., 2011; Sou
Sheng et al., 2015). Sin embargo los niveles de resistencia guardaron relacion con la
temperatura a campo (figura 4.13). El control de esta poblaciéon se incrementa cuando
las temperaturas ambientales fueron mas bajas. Dado que las temperaturas medias
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durante los meses en que se aplican los herbicidas en el sudeste de Buenos Aires son de
8,5°C aproximadamente (servicio meteorologico nacional), se puede suponer esta
caracteristica como una causa de los bajos niveles de resistencia.

En los experimentos del afio 2012 se encontré que plantas que habian sido
marcadas como muertas por el herbicida rebrotaban desde meristemas presentes bajo la
superficie (fotografias 4.4a, b y c). Esto puede llevar a resultados erroneos en la
medicion de la respuesta al herbicida si se hace en un tiempo breve luego de la
aplicacion. Gressel (2009) llam¢ a este fenomeno "Ave Fénix" en referencia al ave de la
mitologia griega que renacia de las cenizas. Como causa posible se apunta a la
traslocaciéon reducida o directamente bloqueada (Gressel, 2009) que hace que el
herbicida sistémico ya no lo sea, y que los meristemas alejados del lugar de absorcion
del herbicida no sean alcanzados por el mismo (Gressel, 2009; Shaner, 2009). Estos
mecanismos de resistencia son importantes en la resistencia a glifosato, tal como fue
demostrado en varias especies (Conyza bonaeriensis, Conyza canadiensis, Lolium
multiflorum, Lolium rigidum) (Shaner, 2009). Sin embargo no estd demostrado hasta
ahora que existan mecanismos de traslocacion asociados a la resistencia a herbicidas
ALS (Yu & Powles, 2014), siendo el aumento de la capacidad de metabolizar el
herbicida (resistencia metabolica) el mecanismo mas importante en la resistencia fuera
de sitio a herbicidas inhibidores de enzima ALS (Beckie et al., 2012b; Yu & Powles,
2014).
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Capitulo 5

Discusion general

En la presente tesis doctoral se abordd el estudio de la persistencia de las malezas
Avena fatua L. y Lolium multiflorum Lam. en cultivos de trigo del sudeste de la
Provincia de Buenos Aires. Para ello se han desarrollado estudios en diferentes escalas:
(1) Nivel de comunidad, donde se estudié la comunidad antes de aplicar herbicidas y en
precosecha del cultivo, registrandose los cambios ("weed shifts") generados por el
manejo mediante herbicidas. (ii) Nivel poblacional, poniendo énfasis en Avena fatuay
Lolium multiflorum, dada su importancia en aspectos cuantitativos de la produccion,
abordando procesos demograficos tales como la dindmica de la emergencia, la
supervivencia (resistencia a herbicidas) y la fecundidad.

En el primer capitulo se realiz6 una profunda resefa sobre conceptos de impacto
de las malezas en sistemas de produccion, comunidades de malezas, establecimiento y
respuesta a los herbicidas.

En el segundo capitulo, referido a los estudios de comunidad se presentaron
resultados originales concernientes no s6lo a la estructura de la comunidad en un
determinado momento sino también a la dinamica de la misma a lo largo del ciclo del
cultivo. Considerando los objetivos planteados en dicho capitulo, es posible afirmar que
la comunidad de malezas en pre-aplicacion de herbicidas de cultivos de trigo del
Sudeste de Buenos Aires, fue similar a la descripta en trabajos anteriores (Scursoni et
al., 2014). Sin embargo el estudio de la comunidad en el momento de cosecha evidencid
diferencias respecto a la comunidad en pre-aplicacion de herbicidas.

De acuerdo con los resultados presentados en el capitulo 2, los cambios en la
estructura de la comunidad estuvieron vinculados a la ausencia de 20 especies inverno-
primaverales y a la incorporacion de 14 especies primavero-estivales. Con respecto a
preaplicacion, 23 de 43 especies inverno-primaverales estan presentes en cosecha en
estado reproductivo. Esto implica la importancia de otros procesos demograficos tales
como la longevidad del banco de semillas o la inmigracion (dispersion) en el re-
establecimiento de aquellas especies que no fueron registradas hacia el final del ciclo
del cultivo, las cuales son frecuentes en preaplicacion (Scursoni et al., 2014). No
obstante, el presente trabajo no tuvo como objetivo discriminar si el efecto supresor
sobre determinadas especies obedece a la presencia del cultivo o a la aplicacion de los
herbicidas. Interesantemente, los resultados muestran que Avena fatua es junto con
Sonchus oleraceus, la especie mas persistente durante el ciclo del cultivo de trigo,
indicando que ni la aplicacion de herbicidas ni la presencia del cultivo resultaron filtros
eficaces para disminuir la persistencia de estas especies en estos sistemas de
produccion. De este modo, se acepta parcialmente la hipdtesis general (1) en el sentido
de considerar a Avena fatua L. como una especie altamente persistente.

La presencia de Avena fatua en precosecha de cultivos de trigo es muy
frecuentemente observada en distintos lotes del sur de la provincia de Buenos Aires. En
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los ultimos afios se ha difundido la sospecha de casos de resistencia a herbicidas a partir
de consultas a técnicos referentes (‘REM - Red de Conocimiento en Malezas
Resistentes’, www.aapresid.gov.ar/rem) no necesariamente probadas mediante método
experimental (figura 5.1). En el presente trabajo quedo6 evidenciado que la presencia de
individuos de Avena fatua en cosecha no necesariamente se explica por la presencia de
biotipos resistentes, tal como sugiere la afirmacion comentada anteriormente. En este
sentido la validacion de dichos casos adquiere importancia tecnolégica dado que al no
estar sostenidos en pruebas experimentales, tales resultados pueden conducir a
decisiones agrondmicas erroneas.

Tipo de maleza
") Toleranies
(@) Ressientzs

Malezas
~) Amarantws sp RG

(@ Avena fatua ACC
~) Cynodon hirsulus RG
~) Echinechloa colona RG
) Eleusine indica RG
) Lobum sp RG
") Sorghum halepense RG

) Raghanus safvus

Figura 5.1. Partidos con reportes a la REM (Red de Conocimiento en Malezas
Resistentes) de Avena fatua resistente (rojo) o con sospechas de resistencia (amarillo).
Fuente: REM (accedido: abril de 2016)

En el presente estudio, la presencia de Avena fatua en precosecha de los cultivos
no fue explicada por menor sensibilidad a los diferentes herbicidas probados,
correspondientes a diferentes mecanismos de accion. En todos los casos se logré un
control satisfactorio a las dosis de uso recomendadas, excepto el caso de diclofop-metil,
para el cual fue necesario incrementar la dosis de aplicacion. No obstante, hace varios
afios que este herbicida practicamente no se utiliza en la zona. Un aspecto interesante es
la mayor eficacia de pinoxaden (inhibidor de la enzima ACCasa) respecto a los demas
herbicidas. Estos resultados coinciden con lo observado a campo por Scursoni et al.,
(2011) donde el estado de crecimiento de la maleza resulté un factor muy importante en
la menor eficacia de los herbicidas inhibidores de la ALS, siendo éstos mas exigentes en
el tamano de la Avena fatua al momento de la aplicacion que los inhibidores de la
ACCasa.



94

La “resistencia funcional” (Owen, Michael comunicacion personal) puede ser
explicada como los mecanismos demograficos mediante los cuales determinados
individuos poseen capacidad para evitar el efecto del herbicida. Esto ha sido
documentado en otras especies (Hilgenfeld et al, 2004a; Scursoni et al, 2007b)
abordando el proceso de germinacion y emergencia. Durante varios afos, Moschini et
al., (2009) y mas recientemente Diez de Ulzurrun et al. , (2015) realizaron estudios de
dindmica de emergencia a campo que muestran un patron otofio-invernal, presentando
un remanente de emergencia durante comienzo de la primavera. Sin embargo estos
estudios fueron realizados con poblaciones homogéneas sin diferenciar entre
procedencias con o sin historia agricola. En la presente tesis quedd demostrado que la
dindmica de germinacion de la Avena fatua difiere segin el ambiente en el que se
cosecharon las semillas. Esto implica diferentes ambientes durante el cual maduraron
las semillas, habiéndose registrado menor nivel de dormicion en aquellas semillas
procedentes de sitios no cultivados respecto a las obtenidas de lotes de produccion
agricola. Este resultado no coincide con el propuesto por Scursoni et al., (1999) en el
cual semillas obtenidas de individuos procedentes de parcelas tratadas con herbicidas
presentaban menor nivel de dormicion. Sin embargo, estos resultados aparentemente
contrastantes, sugeririan que las semillas obtenidas de plantas de los lotes de produccioén
no tuvieron contacto previo con el herbicida. Es decir, la dindmica de emergencia es por
si misma suficientemente eficaz para evitar la accion del herbicida (Beckie et al.,
2012b). De este modo, tal como enunciado en el capitulo correspondiente, se acepta la
hipétesis general (2) concluyendo que en Avena fatua, ¢l estado fisiologico de las
semillas expresado en el nivel de dormicién de las mismas fue jerdrquicamente mas
relevante que la supervivencia a herbicidas para favorecer la persistencia de la especie
en sistemas de produccion de trigo del sudeste bonaerense.

La dinamica de emergencia a campo esta directamente relacionada al nivel de
dormicién de las semillas y la interaccion con factores ambientales que regulan la salida
de la dormicion de la poblacion (Benech-Arnold et al., 2000). La dormicion primaria de
las semillas de Avena fatua ha sido estudiada durante mucho tiempo por diversos
autores. Considerando el efecto materno como los efectos del ambiente durante la
maduracion en el estado fisiologico de las semillas (Fenner, 1991), Sawhney & Naylor,
(1979) registraron menor nivel de dormicidon en aquellas semillas de Avena fatua que
maduraron con temperaturas mas calidas. Los mismos autores registraron menor nivel
de dormicion en aquellas semillas que maduraron en ambientes mds secos. Se podria
inferir que las semillas obtenidas de lotes de produccion maduraron en ambientes mas
himedos y menos calidos que aquellas de los sitios no cultivados, por encontrarse por
debajo del canopeo. Esto también fue sugerido por Scursoni et al (1999) como causa de
la menor dispersion de semillas en precosecha de lotes tratadas con herbicidas. Estos
resultados coinciden con lo registrado en el presente trabajo en el cual las semillas
procedentes de los lotes mostraron mayor nivel de dormicion que las de sitios no
cultivados.

Un aspecto interesante es discernir si el efecto ambiental es més importante que
la constitucion genética de los individuos. Los resultados de esta tesis permiten aceptar
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la hipétesis general (3) que expresa que el efecto materno tuvo menos relevancia que la
base inherente a la composicién genética de las diferentes poblaciones (No cultivado y
Condicion cultivada).

Las poblaciones de Avena fatua que escapen a la acciéon del herbicida
continuaran generando semillas y consecuentemente incrementando el tamaifo
poblacional en tanto y en cuanto se incremente la practica de monocultivo (Jana & Thai,
1987). Esto demuestra la importancia de aplicar diversas practicas agrondmicas
fundamentadas en el conocimiento de la ecologia de la maleza por sobre la mera
eleccion de herbicidas eficaces para su control.

Contrariamente a lo expresado para Avena fatua L. (capitulo 3), Lolium
multiflorum Lam. (capitulo 4) fue una especie de baja persistencia y consecuentemente
de baja representatividad en las especies presentes en cosecha del cultivo. En los
resultados sobre los censos realizados presentados en el capitulo 2 se ha visto que solo
en el 2,9% de los lotes fue hallada esta maleza antes y después de la aplicacion de
herbicidas. Sin embargo, en los ultimos afios ha incrementado significativamente el area
de raigras con biotipos resistentes a herbicidas. Més alla de la critica metodologia ya
expresada anteriormente, en la figura 5.2 puede observarse la magnitud de la
distribucion de raigras resistente en el area pampeana. Debe considerarse también, que a
diferencia de Avena fatua, su biologia reproductiva alégama mas la potencial
fecundidad y la dispersion de polen y semillas de esta especie la convierte en la especie
con mayor probabilidad de generacion de resistencia (Figura 5.3) (Heap & LeBaron,
2001; Heap, 2016).
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Figura 5.2. Partidos/departamentos con reportes a la REM (Red de Conocimiento en
Malezas Resistentes) de Lolium multiflorum resistente (rojo) o con sospechas de
resistencia (amarillo). Fuente REM ( accedido: abril de 2016)
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Figura 5.3. Ranking de especies resistentes a herbicidas segin el numero de sitios de
accion afectados. Marcados con circulos las especies correspondientes al género
Lolium. Imagen tomada de Heap, accedida en el afio 2015.

La dinamica de emergencia de raigras es menos extendida que el caso de A.
fatua, lograndose practicamente el 100% de la emergencia en pleno invierno (figura 5.4)
(Diez de Ulzurrun et al, 2015), de modo que no es considerada la dindmica de
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emergencia como una estrategia eficaz de escape a los herbicidas, contrariamente a la
estrategia de resistencia a los herbicidas.
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Figura 5.4. Emergencia de Lolium multiflorum Lam. durante el afo 2014 en las
localidades de Bordenave y Balcarce. Grafico tomado de Diez de Ulzurrum et al 2015.

La poblacion L6 estudiada en la presente tesis presenta una resistencia moderada
al herbicida pyroxsulam. Ademas presenta niveles moderados de resistencia cruzada a
otros herbicidas inhibidores de la enzima ALS como flucarbazone e imazamox. Esto
representa una situacion de etapas tempranas en la evolucion de resistencia a estos
herbicidas (Burgos et al, 2013) en la cual, no siempre el productor percibe esta
situacion (Pavlovic et al, 2008). Se demostr6 asimismo que solo una generacion de
cruzamiento alcanza para incrementar significativamente los niveles de resistencia, lo
que da una idea de la velocidad con que este problema avanza si no se toman medidas
de manejo de malezas adecuadas. Sin embargo no presenta resistencia multiple, al
menos no con glifosato (del grupo de las glicinas) y con pinoxaden (del grupo de
inhibidores de la ACCasa). De este modo se acepta la hip6tesis general (4) que expresa
que la respuesta a los herbicidas inhibidores de la enzima ALS es el factor que mejor
explica la persistencia de Lolium multiflorum Lam. en lotes de trigo donde se aplican
herbicidas inhibidores de ALS para su control.

El primer caso de raigras resistente a herbicidas en Argentina fue registrado por
Vigna en el ano 2007 para el herbicida glifosato (Lopez et al, 2008; Heap, 2016). En
este caso se tratd de poblaciones situadas en los partidos de Coronel Pringles y Coronel
Dorrego (Pcia. de Buenos Aires). Posteriormente se registrd raigras resistente a
inhibidores de la ACCasa (Diclofop-metil) (Heap, 2016) también en el sudoeste de la
provincia de Buenos Aires. En el sudeste bonaerense fueron reportados biotipos de
raigras con resistencia multiple a glifosato, herbicidas inhibidores de la ALS e
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inhibidores de la ACCasa (Diez De Ulzurrun & Leaden, 2012). En particular, uno de los
herbicidas probados fue pyroxsulam, donde se reportd un IR superior al hallado para la
poblacion L6, de 26,1. Otro herbicida inhibidor de la ALS probado fue Iododulfurdn,
pero el IR fue de 2,2.

La poblacion L6 difiere del biotipo probado por Diez de Ulzurrum debido a que
no posee resistencia multiple a glifosato ni tampoco posee resistencia a inhibidores de la
ACCasa (figuras 4.8 y 4.9). La particularidad fue que los experimentos de Diez de
Ulzurrum fueron realizados mediante test sobre semillas, en cajas de petri y las
condiciones ambientales fueron impuestas mediante cdmara de crecimiento, dejando
planteado en la discusion que serian necesarios experimentos a campo para profundizar
su estudio.

En Chile, hay reportes de raigras resistente a herbicidas inhibidores de la ALS,
en cultivos de trigo. (Diaz et al., 2008) sobre 27 poblaciones de raigras (de las especies
Lolium multiflorum y Lolium rigidum) en cultivos de trigo, detectaron 11 poblaciones
resistentes al herbicida lodosulfuron y 14 poblaciones resistentes al herbicida
flucarbazone. De las poblaciones resistentes a lodosulfuron, una poblacién tuvo
resistencia cruzada con el herbicida flucarbazone y ocho poblaciones tuvieron
resistencia multiple con herbicidas inhibidores de la ACCasa. De las poblaciones
resistentes a flucarbazone solo una presentd resistencia simple, mientras que las
restantes presentaron resistencia multiple con herbicidas inhibidores de la ACCasa y
también el caso con resistencia cruzada a lodosulfurén. Los indices de resistencia
variaron entre 3,4 y 9,5 con Iodosulfuron y con flucarbazone variaron en un rango de
2,2 hasta 80. Todos los experimentos fueron realizados a campo (Diaz et al., 2008). Los
autores destacan que el origen de este problema estaria relacionado con el manejo
habitual en los ultimos afos, el monocultivo de trigo y el uso cada vez mas difundido de
la labranza cero, que se basa en la aplicacion de herbicidas.

En la presente tesis se evidencid la necesidad de un incremento de dosis a
medida que aumenta el estado de crecimiento de la maleza. Si bien esto no es novedoso,
si lo es la diferencia de incremento de dosis entre la poblacion L6 y la poblacion
susceptible, lo cual genera un incremento del IR. Es posible entonces que la poblacion
L6 reciba en condiciones de campo dosis que no son suficientes para su control
(subdosis). El caso de raigras es un ejemplo particularmente significativo de generacion
de resistencia por efecto de la subdosificacion de herbicidas (Neve & Powles, 2005;
Manalil et al., 2011; Busi & Powles, 2011). Esto es, individuos que poseen determinado
nivel de tolerancia al herbicida se cruzan entre si generando acumulacion de genes
menores de efecto cuantitativo que generan en pocas generaciones resistencia a las dosis
recomendadas de uso. El corolario entonces es que debe evitarse la aplicacion de
subdosis de herbicidas, tanto por reduccion de las dosis aplicadas como por aplicaciones
tardias en términos de estados de crecimiento de la maleza.

Un aspecto interesante del estudio realizado en raigras es la diferencia de ciertos
atributos fenoldgicos entre poblaciones resistentes y susceptibles que representan una
ventaja adaptativa, en este caso, para la poblacion resistente. Esto es, individuos con
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resistencia a herbicidas cumplen su ciclo mas répidamente y dispersaran semillas
durante el ciclo del cultivo. Asimismo las semillas de la poblacion L6 resistente
presentan mayor grado de dormicion, lo cual representa una estrategia favorable dado
una mayor amplitud en el rango de emergencia/establecimiento. De ahi la importancia
de aplicar practicas de manejo que reduzcan fundamentalmente la fecundidad de la
maleza. Estas practicas pueden ir desde el incremento de la densidad de siembra
(Scursoni, 2009), arreglo espacial del cultivo o inclusive practicas quimicas que tiendan
a disminuir la viabilidad de las semillas, maximizando el objetivo de disminuir el
reingreso de semillas al banco (Walsh et al, 2013; Walsh & Powles, 2014). En la
presenta tesis se acepta la hip6tesis general (5) que expresa que la poblacién que difiere
en la sensibilidad a los herbicidas difiere ademas en el tiempo a floracién y en la
germinabilidad de las semillas.

En el conjunto de los estudios realizados en la presente tesis queda demostrada
la necesidad de integrar practicas de manejo que contribuyan al manejo sustentable de
los recursos y también de una tecnologia altamente eficaz tal como es la aplicacion de
herbicidas. En lo econémico hay suficiente evidencia del incremento de costos que ha
significado la aparicion de biotipos resistentes (Orson, 1999; Powles & Shaner, 2001;
Marsh et al., 2006; Beltran et al., 2012; REM, 2014). Es posible que en los préximos
afios se disponga no de nuevos sitios de accidon sino de cultivos con resistencia a
herbicidas ya conocidos. En este sentido debe capitalizarse la mala experiencia referente
a los casos de resistencia a glifosato, debiéndose enfatizar la necesidad del manejo
proactivo de todos los eventos tecnoldgicos por encima de las practicas reactivas una
vez instalado el problema.

Los resultados obtenidos abren nuevos interrogantes que pueden desarrollarse en
futuras lineas de investigacion. A nivel de comunidad serd de interés discriminar los
efectos del cultivo y el herbicida como filtros ecolégicos. Caracterizar su jerarquia e
inclusive contrastar con diferentes genotipos o cultivos. Respecto al caso de Avena
fatua L., se propone investigar los mecanismos fisiologicos determinantes de los
distintos niveles de dormicidon entre procedencias (condicion agricola o no agricola).
Mas aun, estas diferencias justificarian considerar a esta variable en los modelos de
prediccion de emergencia. Debe considerarse que el mayor reingreso de semillas al
banco provendra de aquellos individuos que emergieron mas tarde durante el ciclo del
cultivo y que segun quedé demostrado poseen mayor nivel de dormicion. Por ultimo, en
cuanto a los resultados obtenidos en los estudios sobre raigrds, seria conveniente
indagar los mecanismos causales de la resistencia cruzada a inhibidores de la enzima
ALS asi como también desarrollar estudios apropiados con individuos que posean el
mismo background genético (Vila-Aiub et al, 2015), para identificar la capacidad
adaptativa diferencial ligada a la resistencia a herbicidas, de los biotipos resistentes
respecto a los biotipos susceptibles.
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