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RESUMEN

Las malezas son plantas que interfieren con la actividad productiva agricola, estan
adaptadas a los ambientes modificados por el hombre y constituyen una de las principales
causas de pérdida de rendimientos de los cultivos. En Argentina se ha incrementado el
problema de malezas gramineas de dificil control con glifosato y graminicidas en el
barbecho y en el cultivo de soja. Es necesario generar conocimientos en la region sojera
nacleo sobre las malezas de gran difusion como E. indica y especialmente de especies
problematicas de reciente aparicibn como E. tristachya de la que no se dispone de
informacién a nivel mundial. Los objetivos de esta tesis fueron estudiar la bioecologia y el
control de E. indica y E. tristachya en el barbecho y en el cultivo de soja, abordando i) la
caracterizacion de la sensibilidad de biotipos a glifosato y graminicidas en distintos estados
de crecimiento; ii) la competencia entre las malezas y el cultivo de soja a través del analisis
de la complementariedad de recursos (RYT) y la habilidad competitiva (IA) mediante la
biomasa y produccion de semillas; y de la altura y la tasa de crecimiento relativo (RGR) y
produccion de biomasa (TDM); iii) la dinamica poblacional con y sin herbicidas, la
emergencia y mortalidad por cohortes, la produccibn de biomasa, la produccion y
longevidad de semillas; iv) el estudio de factores que afectan la absorciébn de estos
herbicidas en dos estados de crecimiento de las malezas.

Los siguientes estudios se realizaron en el campo experimental de la Facultad de
Cs. Agrarias UNR en Zavalla, Santa Fe:

Se determiné entre 2016 y 2018, el efecto de los herbicidas (glifosato, haloxifop-metil
y cletodim) en el corto plazo (biomasa 30 dias después de la aplicacion-DDA-) y en el largo
plazo (nimero de macollos, altura y produccion de semilla - rebrote 330 DDA) — utilizando
un disefo factorial en macetas con tres biotipos de E. tristachya y un biotipo de E. indica y
se les aplicd 10 dosis de herbicidas en el estado de plantula, vegetativo y reproductivo. Los
datos de biomasa fueron ajustados a un modelo log-logistico. El control de E. indica en el
estado de plantula y de los biotipos de E. tristachya en los estados de plantula y vegetativo
en el corto plazo se logré con EDsy y EDgo menores o iguales a las recomendadas para
todos herbicidas. En cambio, E. indica en los estados vegetativo y reproductivo y E.
tristachya en el estado reproductivo requiri6 mayores dosis con los tres herbicidas. El
control a largo plazo de E. tristachya a la dosis recomendada o inferior no es aceptable en el
estado reproductivo ya que se observé rebrote con todos los herbicidas.

Se establecio un banco artificial de semillas a partir del cual se identificaron tres
cohortes diferentes todos los afios. En E. indica y E. tristachya en 2016 no hubo diferencias
en el nimero de plantas con y sin herbicida y la segunda cohorte present6 el mayor nimero

de emergencias. En 2017 en ambas especies hubo mayor numero de plantas sin
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herbicidas. La tercera cohorte produjo menos plantas que las dos primeras. Sin aplicacion
de herbicida en la primera cohorte, la mortalidad de E. indica en 2016 fue menor que en E.
tristachya. En 2017 no hubo diferencias. En la segunda y tercera cohorte la mortalidad fue
del 100 %, lo que se atribuye a la competencia ejercida por el canopeo, ya que en el
momento de emergencia de la segunda cohorte, la soja se encontraba en el estado V3-V4.

El estudio de la competencia se realizd en macetas a la intemperie durante 2016 y
2017 mediante un disefo aditivo. La cantidad de semillas producidas por planta fue superior
para E. indica vs E. tristachya. Ambos afos, RYThiomasa Y RY Tsemilas €ntre malezas no fue
significativamente diferente de 1, indicando competencia completa o ausencia de
complementariedad de recursos. La biomasa de E. indica en presencia de E. tristachya en
relacion con su monocultura crecié 80 %, mientras que E. tristachya en presencia de E.
indica aumenté 26 %. Por lo tanto, la reduccién del crecimiento debido a la competencia fue
menor para E. indica. En los estadios R3 y R5 de la soja, E. indica presentd mayor altura
gue el cultivo y que E. tristachya. RGR entre ambas especies de Eleusine no difirio, excepto
a los 7 dias después de la emergencia (DDE) y en los momentos de RGR maximo para
cada especie (0,37 a 42 DDE en E. indica y 0,32 a 49 DDE en E. tristachya). Estos
resultados también sefialan que E. indica alcanzé su maximo RGR antes que E. tristachya.
La TDM al final del ciclo de crecimiento en E. indica es 90 g superior que la de E. tristachya.

En la Facultad de Cs. Agrarias UNL en Esperanza se realiz6 la caracterizacion
morfologica y anatomica foliar de Eleusine indica (Zavalla) y de tres biotipos de Eleusine
tristachya (Aranguren, Crespo y Zavalla) en estado vegetativo y reproductivo, a través de la
cuantificacibn de tricomas, estomas, y la cantidad de ceras epicuticulares; y de la
evaluacion del dafio anatémico foliar a las 96 h post aplicacién de glifosato y graminicidas.
La densidad estomatica aumentd en todos los casos en el estado reproductivo en relacién al
estado vegetativo. La cantidad de ceras epicuticulares en estado vegetativo y reproductivo
fue mayor para los biotipos de E. tristachya Aranguren y Crespo. No se hallaron diferencias
entre estados de crecimiento para cada especie y biotipo. Todos los herbicidas produjeron
cambios en la anatomia foliar de las malezas, principalmente en el espesor de los tejidos de
la hoja.

La integracion de los conocimientos generados sobre la bioecologia y control de
Eleusine indica y Eleusine tristachya suscitara el disefio de estrategias y tacticas de control
gue de manera integrada permitan un abordaje sustentable de los agroecosistemas de la

region pampeana.

Palabras Claves: MALEZAS GRAMINEAS- HERBICIDAS — DINAMICA POBLACIONAL
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ASPECTS OF THE BIOLOGY AND CONTROL OF Eleusine indica AND Eleusine tristachya
IN FALLOWS AND SOYBEANS

SUMMARY

Weeds are plants that interfere with agricultural productive activity, are adapted to man-
modified environments and constitute one of the main causes of loss of crop yields. In
Argentina, concern about grassy annual weeds control with glyphosate and graminicides in
fallow and soybean cultivation has increased lately. It is necessary to generate knowledge in
the central soybean region about widespread weeds such as E. indica and especially of
problematic species of recent appearance such as E. tristachya for which there is no
information available worldwide. The objectives of this thesis were to study the bioecology
and control of E. indica and E. tristachya in the fallow and in soybean, addressing i) the
characterization of the biotypes sensitivity to glyphosate and graminicide in different growth
stages; ii) competition between weeds and soybean through the analysis of resource
complementarity (RYT), competitive ability (Al), and biomass and seed production; and
height and relative growth rate (RGR) and biomass production determined by total dry
matter (TDM); iii) population dynamics with and without herbicides, emergence and mortality
in each cohort, biomass and seed production and seed longevity; iv) the study of factors that
affect the absorption of glyphosate and graminicides in two stages of weed growth.

The following studies were conducted in the experimental field of the Facultad Cs.
Agrarias UNR at Zavalla, Santa Fe:
Between 2016 and 2018, the effect of herbicides (glyphosate, haloxyfop-methyl and
cletodim) was determined in the short term (biomass 30 days after application-DDA-) and in
the long term (number of tillers, height and production of seed - regrowth 330 DDA) - using a
factorial design in pots with three biotypes of E. tristachya and a biotype of E. indica and 10
doses of herbicides were applied in the seedling, vegetative and reproductive stage. The
biomass data were adjusted to a log-logistic model. The control of E. indica at the seedling
stage and of the biotypes of E. tristachya at the seedling and vegetative stages in the short
term was achieved with EDso and EDg less than or equal to those recommended for all
herbicides. In contrast, E. indica at the vegetative and reproductive stages and E. tristachya
at the reproductive stage required higher doses with the three herbicides. Long-term control
of E. tristachya at the recommended or lower dose is not acceptable in the reproductive
stage since regrowth was observed with all herbicides.

An artificial seed bank was established, and three different cohorts were identified
every year. For E. indica and E. tristachya in 2016 there were no differences in the number

of plants with and without herbicide and the second cohort showed the highest emergence.
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In 2017 in both species density was higher without herbicides. The third cohort produced
fewer plants than the first two. Without herbicide application in the first cohort, the mortality
of E. indica in 2016 was lower than for E. tristachya. In 2017 there were no differences. In
the second and third cohort the mortality was 100%, which is attributed to the competition
exerted by the canopy, since at the time of emergence of the second cohort, soybean were
in the V3-V4 stages.

The study of the competition was carried out outdoors in pots during 2016 and 2017

using an additive design. The quantity of seeds produced per plant was higher for E. indica
vs. E. tristachya. Both years, RY Tpiomass @and RYTseeds among weeds was not significantly
different from 1, indicating complete competition or lack of resource complementarity. The
biomass of E. indica in the presence of E. tristachya in relation to its monoculture was 80%,
while E. tristachya in the presence of E. indica was 26%. Therefore, the reduction in growth
due to competition was lower for E. indica. In R3- R5 of soybean stages, E. indica showed
greater height than the crop and than E. tristachya. RGR did not differ between both species
of Eleusine, except at 7 days after emergence (DAE) and at periods of maximum RGR for
each species (0.37 to 42 DDE in E. indica and 0.32 to 49 DDE in E. tristachya). These
results also indicate that E. indica reached its maximum RGR before E. tristachya. TDM at
the end of the growing season was 90 g higher for E. indica than for E. tristachya.
At Facultad Cs. Agrarias UNL at Esperanza, the morphological and anatomical
characterization of Eleusine indica (Zavalla) and three biotypes of Eleusine tristachya
(Aranguren, Crespo and Zavalla) were carried out in a vegetative and reproductive stages,
through the quantification of trichomes, stomata, and amount of epicuticular waxes; and the
evaluation of the anatomical damage foliar at 96 h post application of glyphosate and
graminicides. Stomatic density increased in all cases in the reproductive relative to the
vegetative stage. The amount of epicuticular waxes in the vegetative and the reproductive
stages were higher for the biotypes of E. tristachya Aranguren and Crespo. No differences
were found between growth stages for each species and biotype. All herbicides produced
changes in the leaf anatomy of the weeds, mainly in the thickness of the leaf tissues.

Integration of the results obtained about the bioecology and control of Eleusine indica
and Eleusine tristachya will contribute to the design of control strategies and tactics so as to

allow a sustainable management of the agroecosystems of the soybean central region.

Keywords: GRASSY WEEDS - HERBICIDES - POPULATION DYNAMICS
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CAPITULO |

Introduccion general y descripcion del problema
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CAPITULO |

Introduccion general y descripcién del problema

Concepto de maleza

Historicamente, los agricultores han reconocido que las especies no cultivadas interferian
con el crecimiento del cultivo (Martinez Ghersa et al., 2000). Las malezas prosperan en
hébitats perturbados y producen suficiente nimero de semillas viables (Cavers, 1983).
Existen numerosas definiciones de maleza como la de Ralph Waldo Emerson: "planta cuyas
virtudes aun no se han descubierto”. La mayoria de las definiciones modernas consideran a
las plantas de malezas como indeseables. Las plantas no son deseadas por muchas
razones, siendo la principal la idea de que la planta de maleza dificulta la actividad humana.
Tradicionalmente, las malezas son plantas no deseadas que interfieren con la utilizacion de
los recursos de la tierra y el agua y, por lo tanto, afectan negativamente el bienestar
humano" (Rao, 2000). Esta definicion no se refiere a la biologia de las plantas de malezas,
sino que sugiere que las malezas solo interfieren con la actividad de los humanos. Ademas,
esto lleva a comprender que los cultivos que crecen espontdneamente pueden considerarse
a veces malezas. Navas (1991) incluyé aspectos bioldgicos y ecoldgicos en la definicién de
malezas: “Las malezas son plantas que forman poblaciones que pueden ingresar a habitats
cultivados y potencialmente afectar a las poblaciones de plantas cultivadas. Aldrich y
Kremer (1997) definieron a nivel ecolégico una maleza como "una planta que se origin en
un entorno natural y, en respuesta a los ambientes naturales o impuestos, evoluciond, y
continba haciéndolo, como una asociacion que interfiere con nuestros cultivos vy
actividades". En esta definicion, las malezas se reconocen como parte de un "ecosistema
dindmico". Crawley (1997) reconocid las dificultades de la definicion de malezas y sugirié
gue para que una especie se considere maleza debe encontrarse en una densidad por
encima de un nivel especifico que cause un dafo.

En la presente tesis se considera a la maleza como una especie de planta que
interfiere con la actividad productiva agricola, esta adaptada a los ambientes modificados
por el hombre y constituye una de las principales causas de pérdida de rendimientos de los
cultivos (Bedmar et al., 2000).
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Problematica

Descripcion del problema

Las malezas constituyen una de las principales causas de pérdida de rendimientos de los
cultivos (Bedmar et al., 2000). El pasaje de labranza convencional a siembra directa
primero, y a partir de 1997 la introduccion de cultivares transgénicos resistentes a glifosato
ha producido cambios en las comunidades de malezas (Faccini y Puricelli, 2007; Puricelli y
Faccini, 2009). En la actualidad, los materiales resistentes a glifosato representan
practicamente el 100% de la superficie de soja y el 75% de la superficie de maiz (Trigo,
2016).

Entre las malezas presentes en el cultivo de soja las gramineas, tanto anuales como
perennes, se han convertido en uno de los principales problemas para la region sojera
nucleo, elevando afio tras afio los costos en herbicidas para su control (Tuesca y Puricelli,
2007, CREA; 2015; Carta y Baudrix, 2019). Dos exponentes son Eleusine indica (L.)
Gaertner y como especie de reciente aparicion del mismo género, E. tristachya (Lam.)
Lamarck. Ambas especies se encuentran a menudo creciendo juntas en los mismos cultivos
agricolas.

Eleusine indica es una especie anual, ampliamente difundida en distintas partes del
mundo, y descripta por Holm et al. (1977) como la quinta maleza mas importante del mundo
en un ranking compuesto por 18 malezas. Al presente posee 35 biotipos resistentes a
herbicidas alrededor del mundo, de los cuales 5 corresponden a resistencia multiple (Ng et
al, 2004, Vargas et al., 2013, Scarabel et al. 2014, Heap, 2019). Por otro lado, la especie
perenne E. tristachya., cuya reproduccion se logra a través de semillas y rizomas, fue hasta
hace poco tiempo un problema menor ya que se encontraba en relictos y ocasionalmente en
lotes de produccién en muy bajas densidades (Puricelli et al., 2012), pero recientemente se
incrementd su importancia en los barbechos, en soja [Glycine max (L.) Merr.] y otros
cultivos de verano como una especie de dificil control (Acciaresi et al., 2018), si bien no se

han determinado biotipos resistentes de esta maleza.

Clasificacion taxondmica de Eleusine spp.

Reino: Plantae

Divisién: Spermatophyta
Subdivisién: Angiospermae
Clase: Monocotyledoneae
Orden: Poales

Familia;: Gramineas o Poaceae
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La familia Poaceae presenta un nimero significativo de especies que se han convertido en
invasoras

Género: Eleusine Gaertner incluye 9-11 especies, siete de las cuales viven en Africa, que
parece ser el centro de la diversificacion del género (Phillips 1972). Se puede dividir en dos
grupos de especies, anuales o perennes (Blumenthal y Jordan, 2001) reconocidas como un

problema en los agroecosistemas a nivel mundial (Steinmann y Klingebiel, 2004).

En cada grupo, las diferencias entre las especies suelen ser pequefas. Se analizan a

continuacion las especies consideradas en esta tesis:

1) Nombre cientifico: Eleusine indica (L.) Gaertner

Nomenclatura

Nombre comun en la region de estudio: pata de ganso. Otros nombres comunes en
espafol: pie de gallina, grama, horquetilla, paja de burro, pasto amargo, grama carraspera.
Nombres comunes en inglés: goosegrass, crowsfoot grass, yard grass, wire grass (CABI,
2019).

2) Nombre cientifico: Eleusine tristachya (Lam) Lamarck

Nomenclatura

Nombre comun en la region de estudio: pasto ruso, pata de perdiz, pata de gallo. Otros
nombres comunes en espafol: pata de gallo, pata de perdiz. Nombres comunes en inglés:

three-spiked goosegrass, goosegrass, crowsfoot grass (CABI, 2019)

Origen, distribucidon geografica e importancia

Eleusine indica es una graminea exotica introducida en América que esté distribuida en los
tropicos especialmente en Asia, Africa, Sudamérica y en el sur de Norteamérica. Su héabitat
es amplio encontrandose desde el nivel del mar hasta los 2500 m salvo en regiones de
clima frio. Esta catalogada como una de las malezas gramineas mas importantes del mundo
y se ha informado que es dafiina en 45 cultivos en huertos, granjas de hortalizas y cultivos
agrondmicos como el maiz (Kissmann, 1997) y la soja (Ulguim, 2016, Puricelli et al, 2012)
en mas de 60 paises (Holm et al., 1977, Holm et al., 1979; Radosevich et al., 1997; Lee y
Ngim, 2000; Randall, 2012; Ma et al., 2015). Una sola planta puede producir mas de 50,000
semillas pequefas, que pueden ser facilmente dispersadas por el viento y el agua,
adheridas a pieles de animales y maquinaria y como contaminantes en el suelo

(Waterhouse, 1993). Invade habitats perturbados en areas naturales y en los margenes de
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bosques naturales y pastizales, marismas, arroyos y areas costeras. También es una
maleza comun a lo largo de rutas, caminos y corredores de lineas eléctricas (Departamento
de Industrias Primarias y Pesca de Queensland, 2011). Actualmente esta catalogada como
invasiva en varios paises de Europa, Asia, América Central y del Sur, el Caribe y en muchas

islas del Océano Pacifico. El estatus migratorio en Argentina es el de especie naturalizada.

Eleusine tristachya es autoctona del norte y centro de Argentina y paises limitrofes
(Burkart, 1969; Phillips, 1972; Willis, 1973; Troiani, 2008). Se encuentra presente en
América del Norte y Europa como especie invasora (CABI, 2019). Puede presentarse en los

alrededores de poblaciones y en la vegetacion urbana.

Ciclo de vida y descripcidn botanica

Eleusine indica es una especie cosmopolita, anual, de ciclo estival. Forma matas de 30 a 60
cm de altura (Foto 1.4) Posee tallos comprimidos, subglabros, de seccion eliptico, tenaces,
con hojas y ramificaciones basales y caulinares (Foto 1.2, 1.3). Sus hojas son lineales,
disticas, con ligula muy brevemente membranosa y pestafiosa (Foto 1.1). Presenta ademas
innovaciones intravaginales. Su estructura reproductiva estd compuesta por numerosas
espigas digitadas en el apice, con espiguillas sésiles, comprimidas, glabras y maticas (Foto
1.5). Su fruto es un aquenio utriculo, ovoide, grueso, oscuro, de 2 mm largo (Burkart, 1969;
Gasser y Vegetti, 1997).

Eleusine tristachya es perenne, de ciclo primavero estival. Se encuentra presente en
Sudamérica célida, especialmente en Argentina y Uruguay. Asimismo, también se
encuentra naturalizada en otros paises. Es cespitosa, forma matas densas de 10 a 45 cm
de altura (Foto 1.4). Posee tallos delgados, tenaces, comprimidos (Foto 1.2, 1.3). Sus hojas
son lineales, plegadas, con su zona ligular pédlida, a veces con un mechon de pelitos
sedosos y su ligula es brevemente membranosa y pestafiosa (Foto 1.1). Su estructura
reproductiva esta compuesta por espigas en cantidades variables de una a tres, cortas y
gruesas, digitadas en la extremidad, con un mechon de pelos sedosos en su insercion (Foto
1.5). El fruto es un aquenio utriculo de 2 mm de longitud, grueso, ovoide, de color oscuro
(Burkart, 1969, Gasser y Vegetti, 1997). Ambas especies emergen a mediados de octubre y
vegetan hasta mayo, creciendo en los cultivos estivales. Florecen desde fines de enero
hasta el otofio (Parodi, 1964).
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Foto 1.1. Eleusine indica (izquierda) y Eleusine tristachya (derecha) en estado
vegetativo. Plantula

Foto 1.2. Eleusine indica (izquierda) y Elusine tristachya (derecha) en estado
vegetativo. Planta chica

Foto 1.3. Eleusine indica (izquierda) y Elusine tristachya (derecha) en estado
vegetativo. Pre-reproductivo
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Foto 1.4. Eleusine indica (izquierda) y Eleusine tristachya (derecha) en plena floracion
y fructificacion

Foto 1.5. Inflorescencia de Eleusine indica (izquierda) y Eleusine tristachya (derecha)

Control quimico

Herbicidas utilizados

Eleusine indica y E. tristachya son susceptibles a practicamente todos los grupos de
herbicidas estdndar que controlan gramineas (en paréntesis algunos ejemplos): ureas
sustituidas (diuron), uracilos (bromacilo), triazinas (atrazina), dinitroanilinas (trifluralina),
dimetiléteres (oxifluorfen), graminicidas (fluazifop, sethoxydim), imidazolinonas (imazaquin),
propanil, oxadiazon, clomazone, quinclorac, difenamida, paraquat, glufosinato, glifosato y
flumioxazin (CABI, 2019).

Resistencia

El uso de herbicidas en la actualidad esta siendo amenazado por la evolucion de malezas
resistentes y tolerantes (Duke & Powles, 2008, Heap 2019). A pesar de existir muchos
mecanismos de accion, el control de Eleusine indica se ha visto comprometido por el

desarrollo de resistencia a algunos herbicidas. La primera resistencia que se detecto fue a
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trifluralina perteneciente al grupo dinitroanilinas en los EEUU. y se ha demostrado que hay
resistencia cruzada a todos los demas herbicidas de este grupo (Vaughn et al., 1990). En
Costa Rica, Valverde et al., (1993) informd la resistencia al imazapyr con resistencia
cruzada a otras imidazolinonas y a sulfonilurea. Dos afios méas tarde, Leach et al., (1995)
encontré resistencia cruzada de fluazifop-butil con a la mayoria de los graminicidas en
Malasia. Asimismo, se ha reportado resistencia a quinclorac (Yukari et al., 2009), Otros
biotipos resistentes a ariloxifenoxipropionato y ciclohexanodiona se han reportado en
Malasia desde 1989, pero eran facilmente controlados con glifosato. En EEUU también se
encontrd resistencia a este grupo de herbicidas (McCullough et al., 2016). Mas tarde, se
encontr6 un biotipo resistente a glifosato con un indice de resistencia de 8 a 12 (Lee
LimJung y Ngim, 2000). Dill et al. (2000) informaron que no hubo diferencias significativas
en la absorcion y translocacion de glifosato en biotipos resistentes y sensibles. Doll (2000)
afirm6 que la resistencia al glifosato es de tipo target. Las poblaciones resistentes al
glifosato también se han confirmado en EEUU (Mueller et al., 2011) y con menores valores
de resistencia en Rio Grande do Sul, Brasil (Vargas et al., 2013) y en Argentina (Ustarroz y
Rainiero, 2013), en China (Chen et al., 2017) y en Bolivia (Heap, 2019). En Argentina se
reportd un biotipo resistente a ACCasa (Devani, 2016). Se ha informado también la
existencia de resistencia multiple a glifosato, inhibidores de ACCasa y otros herbicidas
(Heap, 2019). Al momento de la presentacion de esta tesis no han sido reportados casos de
resistencia a herbicidas para E. trystachya. Sin embargo, posee denuncias de técnicos y

productores por ser una maleza de dificil control con herbicidas.

Caracterizacion de la zona de estudio

El area del estudio estd ubicada en la pampa ondulada, en el sur de la provincia de Santa
Fe, Argentina. La cuenca corresponde a la del Arroyo Luduefia, a pocos kilometros de sus
nacientes, por lo que ocupa una posicion relativamente elevada.

Posee un clima subhimedo-himedo mesotermal con inviernos frios y veranos
calurosos. Se presentan los promedios historicos de los Ultimos 46 afios (1973-2018) de la
Estacion Agrometeoroldgica ubicada en Zavalla, Santa Fe (lat. 33° 01 'S; long. 60° 53"). La
temperatura maxima fue 23 °C, la minima de 11 °C y la media de 17 °C. El clima es
caluroso desde octubre a abril (de 18 °C a 36 °C). La precipitaciéon anual histérica en
Zavalla fue de 901 mm. En la regidn, llueve mas en verano que en invierno, con un volumen

de precipitaciones total de entre 800 y 1300 mm al afio.
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La vegetacion natural corresponde a la pampa santafesina caracterizada por una
pradera o pseudoestepa donde la comunidad mas importante en &reas altas y bien
drenadas es el flechillar (Stipa spp.). Se realizan cultivos de invierno (trigo) y de verano
(soja, maiz y girasol). El suelo se clasifica taxon6micamente como Argiudol vértico y
pertenece a la serie Roldan (Rd11). Presenta una capa superficial pardo oscura (horizonte
A) de 28 cm de espesor, moderadamente bien provista de materia orgénica (3,3 %), y una
composicion textural de 2 % arena, 74 % limo and 23 % arcilla con pH of 5,8. El paisaje se

caracteriza por tener lomas extendidas planas con pendiente de 0,5 %.

Justificacién, objetivos, hipotesis y estructura del trabajo

En Argentina se ha incrementado el problema de malezas gramineas de dificil control con
glifosato y graminicidas en el barbecho y en el cultivo de soja por lo cual es necesario
generar conocimientos locales de la bioecologia y el control de las malezas de gran difusién
en la region como E. indica y especialmente de especies problematicas de reciente
aparicion como E. tristachya de la que, para mi conocimiento, no se dispone de informacién
a nivel mundial. De esta manera se suscitara el uso de un manejo racional de las tacticas de
control que permita un abordaje sustentable de los agroecosistemas.

En este marco, el plan de trabajo comprende el estudio de la biologia y el control de
E. indica y E. tristachya en el barbecho y en el cultivo de soja, abordando la dinamica
poblacional, la produccién de biomasa, la produccion y longevidad de semillas, la
competencia entre estas malezas de verano y el cultivo de soja, la caracterizacion de la
sensibilidad de biotipos a glifosato y graminicidas, y el estudio de factores que afectan la

absorcion de estos herbicidas en las especies bajo estudio.

Objetivo general

Estudiar la bioecologia y el control de Eleusine indica y Eleusine tristachya en el barbecho y

en el cultivo de soja.

Objetivos especificos

Estudiar para ambas malezas:
1. el control con distintas dosis de herbicidas (glifosato, graminicidas ariloxifenoxi (fop)
y cicloheximidas (dim) en distintos estadios de desarrollo
2. la complementariedad de recursos y la habilidad competitiva en base a materia

secay semillas, y la altura en competencia entre si y con el cultivo de soja
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3. la materia seca total por planta (TDM), tasa de crecimiento relativo (RGR) y la
produccion de semillas
la dinamica poblacional en el barbecho y en el cultivo de soja con y sin herbicida
la longevidad de las semillas
los factores que afectan la absorcion de los herbicidas: caracteristicas de la
superficie foliar, cantidad de las ceras epicuticulares, el espesor y el aspecto de la
cuticula foliar

7. el dafio producido por el glifosato y los graminicidas en la anatomia foliar

Hipotesis

Se plantearon las siguientes hipotesis

Asociadas al objetivo n°1

a)

b)

c)

d)

e)

f)

La sensibilidad medida a nivel de DLso con glifosato del biotipo de E.indica es mayor
gue la de los biotipos de E. tristachya.

La sensibilidad medida a nivel de DLg (que expresa el control esperado a campo)
con glifosato del biotipo de E.indica es mayor que la de los biotipos de E. tristachya.
Existe al menos un biotipo de E. tristachya que al estado de plantula posee una DLso
gue supera en 4 veces 0 mas la DLso del resto indicando asi la existencia de biotipos
susceptibles y resistentes dentro de la especie.

La DLy con glifosato de E. indica es mayor que la de E. tristachya en todos los
estadios de crecimiento y biotipos.

Considerando la DLgo en relacion a la dosis de uso, se requiere mas dosis de
glifosato que de graminicidas para controlar a todos los biotipos de E. tristachya y de
E. indica.

El rebrote de las plantas de E. tristachya aplicadas a la dosis de uso en estadio

reproductivo se produce con glifosato, pero no con graminicidas.

Asociadas al objetivo n°2

a)

b)

El rendimiento relativo (RY) evaluado a través de biomasa vegetal es mayor para la
soja que para ambas malezas (E. indica y E. tristachya).

El RY es mayor para E. indica en relacion con E. tristachya.

La complementariedad de recursos evaluada a través de la biomasa vegetal es

mayor para la combinacién soja - E. tristachya que para soja - E. indica.
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d)

e)

f)

Q)

h)

La complementariedad de recursos evaluada a través de la biomasa vegetal es
mayor para la combinacion soja-malezas que para las malezas entre si.

La habilidad competitiva evaluada a través de biomasa vegetal es mayor para la soja
gue para ambas malezas (E. indica y E. tristachya).

La habilidad competitiva evaluada a través de biomasa vegetal es mayor para E.
indica en relacion con E. tristachya.

El RY evaluado a través de la produccion de semillas es mayor para la soja que para
ambas malezas (E. indica y E. tristachya).

El RY evaluado a través de la produccién de semillas es mayor para E. indica en

relacion con E. tristachya.

Asociadas al objetivo n°3

i)

La tasa de crecimiento relativo (RGR) de E. indica es mayor que la de E. tristachya

durante todo el ciclo

Asociadas al objetivo n°4

a)

b)

f)

9)

La emergencia de ambas especies de Eleusine difieren en el inicio y en la cantidad
de individuos.

La mortalidad natural en el cultivo de soja de las plantulas es reducida en ambas
especies en el primer afio aumentando en el segundo en E. indica y en E. tristachya.
La mortalidad artificial de plantas producida por glifosato es menor que la producida
por el graminicida.

El reclutamiento de ambas especies de Eleusine es estable entre afios.

El control del graminicida sobre la produccién de semillas en todas las cohortes es
superior al de glifosato.

En el cultivo de soja, Eleusine indica posee mayor produccién de semillas.m? que E.
tristachya.

El banco de semillas sin control quimico en postemergencia se incrementa mas en

E. tristachya que en E. indica.

Asociadas al objetivo n°5

h)

La longevidad de las semillas en superficie vs 5 cm de profundidad a los 24 meses

es mayor, si bien el porcentaje de longevidad difiere entre especies.

25



Asociadas al objetivo n°6

a) La densidad estomatica, la densidad de tricomas y la cantidad de ceras en nomofilos
de tres biotipos de E. tristachya y un biotipo de E. indica es distinta, afectando de
manera diferencial la absorcibn y en consecuencia la eficacia de glifosato y
graminicidas.

b) La cuticula de individuos méas desarrollados presenta una mayor acumulacion de
ceras que actian como un compartimento de la acumulaciéon de herbicidas y, por lo
tanto, impiden mayormente la entrada de graminicidas y en menor medida de

glifosato.

Asociadas al objetivo n°7

c) El dafio anatémico foliar en plantas E. tristachya y E. indica difiere con los herbicidas

glifosato, cletodim y haloxifop; y con el estadio de desarrollo de la maleza.

Estructura de la tesis

El presente trabajo de tesis se organiza de la siguiente manera:

En el Capitulo | - “Introduccién general y descripcién del problema”, se brinda informacion
general del tema de la tesis, se plantea la problemética, se caracterizan tanto la zona como
las especies estudiadas y se plantean los objetivos.

En el Capitulo Il - “Efecto de los herbicidas y dosis en el control de Eleusine indica y
Eleusine tristachya”, se cuantifica la sensibilidad de cada maleza a glifosato y graminicidas
inhibidores de ACCasa, considerando el estadio de las plantas al momento de la aplicacion
a través de curvas dosis-respuesta.

En el Capitulo Il — “Competencia de Eleusine indica y Eleusine tristachya entre si y con el
cultivo de soja”, se analizan a través de un disefio aditivo diversos indices para cuantificar la
complementariedad de recursos y la habilidad competitiva, relacionando la produccion de
biomasa y de semillas de cada especie en monocultura y en mezcla.

En el Capitulo IV — “Demografia de Eleusine indica y Eleusine tristachya en barbecho y en
el cultivo de soja”, se estudia la dinAmica poblacional a través de los cambios en densidad
en los distintos estadios de ambas especies (semillas en el banco, plantulas, adultos y
produccion de semillas) a fin de identificar los procesos demograficos mas vulnerables al
empleo de herbicidas.

En el Capitulo V — “Factores de las hojas que afectan la absorcion de herbicidas y dafio

anatomico foliar causado por herbicidas en Eleusine indica y Eleusine tristachya en dos
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estados de desarrollo”, se comparan la densidad de tricomas, estomas, y la cantidad de
ceras epicuticulares en Eleusine indica y en tres biotipos de Eleusine tristachya (Aranguren,
Crespo y Zavalla) con el objetivo de analizar si estas caracteristicas morfolégicas
contribuyen a una menor susceptibilidad a los herbicidas, y ademas se analizan las
alteraciones producidas en la anatomia foliar de estas malezas luego de la aplicacion de
glifosato y graminicidas.

En el Capitulo VI- “Consideraciones finales, conclusién y estudios futuros”, se integran los
conocimientos alcanzados en los capitulos precedentes y se sefialan las perspectivas de

posibles futuros estudios sobre el manejo de ambas malezas.
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CAPITULO Il

Control Quimico

Efecto de las dosis de herbicidas postemergentes sobre el control a corto plazo de Eleusine
indica, y a corto y largo plazo de Eleusine tristachya
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CAPITULO II

Control Quimico. Efecto de las dosis de herbicidas postemergentes sobre el control a

corto plazo de Eleusine indica, y a corto y largo plazo de Eleusine tristachya

Resumen

Eleusine indica y E. tristachya se han constituido en Argentina como malezas probleméticas
gue pueden estar presentes en altas densidades en primavera y verano en barbechos y en
maiz y soja. En particular, la razén del aumento de las poblaciones de E. tristachya, es que
una vez que se establece la maleza, es dificil de eliminar ya que produce una gran cantidad
de semillas y se genera un nuevo crecimiento de las plantas después de los tratamientos
con herbicidas. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de los herbicidas
(glifosato, haloxifop-metil y cletodim) en el corto plazo (biomasa 30 dias después de la
aplicacion-DDA-) y en el largo plazo (hnumero de macollos, altura y produccion de semilla -
rebrote 330 DDA) - de biotipos de E. tristachya y E. indica aplicados en el estado de
plantula, vegetativo y reproductivo. Los datos de biomasa fueron ajustados a un modelo log-
logistico. El control de E. indica en el estado de plantula y de los biotipos de E. tristachya en
los estados de plantula y vegetativo en el corto plazo se logré con EDsq y EDgo menores o
iguales a las recomendadas para todos herbicidas. En cambio, E.indica en los estados
vegetativo y reproductivo y E. tristachya en el estado reproductivo requirieron mayores dosis
con los tres herbicidas. En E. tristachya los valores de EDg en estado reproductivo
mostraron un aumento en relacion al de plantula de 3 a 6 veces (glifosato), 6 a 52 veces
(haloxifop-metil) y de 5 a 13 veces (cletodim). En E. indica este aumento fue de 2 a 4 veces
para glifosato y no se pudo cuantificar para haloxifop-metil ni cletodim ya que los datos no
ajustaron en estado reproductivo por el escaso control logrado a las maximas dosis
ensayadas. El control a largo plazo de E. tristachya a la dosis recomendada o inferior no es
aceptable en el estado reproductivo ya que el crecimiento de los macollos y la produccion
de semillas ocurrieron con todos los herbicidas. En consecuencia, se recomienda el control
de E. tristachya al comienzo de la temporada de crecimiento ya que permite evitar
infestaciones debidas al rebrote al afio siguiente. Un programa de manejo basado en la
combinacion de glifosato con graminicidas post-emergencia aplicados en etapas tempranas

sera efectivo para controlar futuras infestaciones de la maleza.
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Introduccion

Eleusine indica y E. tristachya son capaces de colonizar rapidamente una variedad de
ambientes diferentes. Ambas especies se propagan por semillas incrementando el banco en
el suelo, y ademas E. tristachya lo hace también por rizomas lo que le permite reanudar el
crecimiento luego del invierno. En Argentina, los cultivos agricolas en la region sojera
nacleo se encuentran mayoritariamente bajo sistemas de siembra directa (Alvarez y
Steinbach, 2009) en los cuales la ausencia de remocion del suelo favorece la germinacion y
la emergencia de gramineas de semillas pequefias (Teasdale et al., 1991).

A partir de la década del 90 a nivel mundial y en Argentina en particular, los
productores adoptaron rapidamente el maiz y la soja resistente a glifosato en sus esquemas
productivos (Sikkema y Soltani, 2007). En los Ultimos afios en Argentina, las aplicaciones de
glifosato en el barbecho y en los cultivos han aumentado significativamente (Benbrook,
2016). El glifosato es un herbicida foliar no selectivo que puede ser aplicado en presiembra,
preemergencia y postemergencia para el control de un amplio espectro de malezas anuales,
bienales y perennes (Shaner, 2014). Ademas, el control de malezas gramineas anuales y
perennes se puede lograr mediante el uso de herbicidas inhibidores de la acetil coenzima
carboxilasa (ACCasa) en los barbechos y en los cultivos agricolas (Burton et al.,, 1989)
siendo ampliamente utilizados en soja (Vidrine, 1989, Vidrine et al., 1995; Wall y Smith,
2000). Estos herbicidas se clasifican en ariloxifenoxipropionatos (FOP), ciclohexanodionas
(DIM) y fenilpirazolina (DEN) segun sus estructuras quimicas (Hochberg et al., 2009).
Aunque los herbicidas inhibidores de la ACCasa han demostrado ser muy eficaces en el
control de malezas gramineas, se han observado diferencias en los niveles de control entre
distintas especies de gramineas y biotipos. Eleusine indica posee varios biotipos resistentes
al glifosato y ACCasa en distintas partes del mundo como se ha comentado en el Capitulo
1.

Norsworthy et al. (2012) han informado que aplicaciones tardias de glifosato o
graminicidas en los cultivos es una opcién potencial para disminuir la produccién de semillas
y los escapes de gramineas perennes como Sorghum halepense. Sin embargo, como se ha
comentado, en E. tristachya se han observado rebrotes después de tratamientos de dichos
herbicidas postemergentes en plantas provenientes de semillas, lo cual la convierte en una
especie de dificil manejo con herbicidas en el largo plazo.

La determinacion de la dosis de herbicida mas adecuada de acuerdo al estado de
desarrollo de las malezas ayuda a los productores a maximizar el control de las malezas y
el rendimiento del cultivo. El pequefio tamafio de las plantas de malezas en el momento de
la aplicacion de herbicida es un factor clave para lograr un control adecuado, ya que en un

estado temprano las malezas son mas susceptibles (Klingman et al., 1992; Soltani et al.,
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2016). El tamafio de la maleza influye particularmente en la eficacia de glifosato (Shrestha
et al., 2007) y graminicidas (Friesen et al., 1976). Para E. tristachya y E. indica no hay
informacion sobre la dosis biolégicamente efectiva de herbicidas postemergentes en funcion
de sus estados de desarrollo, y una mejor comprension de las diferencias en el control entre
los biotipos es esencial para desarrollar estrategias de manejo a corto y largo plazo. Los
objetivos de este capitulo fueron determinar el control de los herbicidas postemergentes
(glifosato, haloxifop-metil y cletodim) a diferentes dosis entre biotipos de E. tristachya y un
biotipo de E. indicaen tres etapas (plantula, vegetativa y reproductiva) a corto plazo
mediante la reduccion de la biomasa y en el largo plazo a través del efecto sobre el nimero

de macollos, altura de la planta y la produccion de semillas.

Hipotesis

a) La sensibilidad medida a nivel de DLso con glifosato del biotipo de E. indica es mayor
gue la de los biotipos de E. tristachya.

b) La sensibilidad medida a nivel de DLy (que expresa el control esparado a campo),
con glifosato del biotipo de E. indica es mayor que la de los biotipos de E. tristachya.

c) Existe al menos un biotipo de E. tristachya que al estado de plantula posee una
DL50 que supera en 4 veces o mas la DL50 del resto indicando asi la existencia de
biotipos susceptibles y resistentes dentro de la especie.

d) La DLg con glifosato de E. indica es mayor que la de E. tristachya en todos los
estados de crecimiento y biotipos.

e) Considerando la DLgoen relacién a la dosis de uso, se requiere mas dosis de
glifosato que de graminicidas para controlar a todos los biotipos de E. tristachya y de
E. indica.

f) El rebrote de las plantas de E. tristachya aplicadas a la dosis de uso en estado

reproductivo se produce con glifosato, pero no con graminicidas.

Materiales y métodos
Los experimentos se realizaron en el Campo Experimental de la Facultad de Ciencias

Agrarias UNR (lat. 33°01'S, long. 60°53'0), Zavalla, Santa Fe, Argentina.

Identificacion de los biotipos

En 2016 se recolectaron semillas en tres campos de la region sojera central de Argentina:
Aranguren, Entre Rios (A) {Lat. 32° 14’ S Long. 60° 07’ O}; Crespo, Entre Rios (C) {Lat. 32°
02" S, Long. 60° 21' O} y Zavalla, Santa Fe (Zt) {Lat. 33°02'S Long. 60°52'0O} para E.
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tristachya. Asimismo, en Zavalla (Santa Fe) se recolectd semilla de E. indica (Zi). Los
muestreos se realizaron en 100 plantas en cada sitio. Los campos en cada region
comparten una historia agricola de al menos 10 afios caracterizada por el uso recurrente de
glifosato y aplicaciones ocasionales de graminicidas. Todos los biotipos de E. tristachya
utilizados habian sobrevivido a multiples aplicaciones de glifosato con un efecto adverso
reducido, mientras que el biotipo de E. indica habia presentado algunas dificultades en su
control con glifosato a la dosis de uso.

Las muestras de semillas se almacenaron a temperatura ambiente por 6 meses en el
laboratorio hasta su siembra. Parte de esas semillas fueron sembradas en macetas aisladas
en invernadero para la multiplicacién y conservacion de cada biotipo.

En cada afio se sembraron semillas de los cuatro biotipos en macetas de 5 L (19 cm de
profundidad, 20 cm de ancho) con orificios de drenaje. La tierra fue tamizada a través de
una zaranda de 5 mm y luego desinfectada durante 24 h a 80 ° C. Las macetas se
mantuvieron al aire libre para representar las condiciones naturales de luz y temperatura
durante el barbecho primavero-estival, y se regaron regularmente. Cuando las plantas
tuvieron dos hojas se ralearon a una planta por maceta. Cada maceta que contenia una

plantula fue considerada una unidad experimental.

Disefio experimental
El disefio experimental fue factorial con cuatro repeticiones donde el primer factor fue la

especie/biotipo con cuatro niveles [A, C, Zt y Zi];el segundo factor fue el estado de
desarrollo con tres niveles [plantula (A, C, Zt con 4 macollos y 7 cm de altura en promedio,
y Zi con con 2,5 macollos y 13 cm de altura, en promedio), vegetativo (A,C, Zt con 12
macollos y 20 cm de altura en promedio y Zi con 4 macollos y 50 cm de altura en promedio),
y reproductivo (A,C, Zt con 25 macollos y 37 cm de altura, en promedio y Zi con 5 macollos
y 70 cm de altura en promedio)]; el tercer factor fue el herbicida con tres niveles [sin
herbicida, Glifosato (Round up Ultra® SL, 360 g e.a. L, Monsanto), haloxifop-metil
(Galant® HL EC, 540 g i.a. L, Dow) y cletodim (Select® EC, 240 g i.a. L, Arysta
Lifescience)]. Se utilizaron coadyuvantes, aceite vegetal (Optimizer® EC, Bayer) al 1% para
los graminicidas y alcohol etoxilado (Eco Rizospray® SL, 480 g a.i. L-1, Rizobacter) al
0,05% para glifosato]. El cuarto factor fue la dosis con 10 niveles [0X, 1/16X, 1/4X, 1/8X,
1/2X, 1X, 2X, 4X, 8X y 16X (siendo X = 1080 g e.a. ha de glifosato, 64,8 g i.a. ha* de
haloxifop-metil, y 120 g i.a. hade cletodim)]. El quinto factor fue el afio [2016 y 2017].

La aplicacion de herbicidas se realiz6 cada afio en diciembre con las malezas en tres
estados de desarrollo en una cabina de pulverizacién con boquilla hidraulica abanico plano

8002 a 3 bares de presion, erogando una tasa de aplicacion de 114 L.ha™ ™.
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a) Control a corto plazo

A los 30 dias después de la aplicacion (DDA) se realizé la estimacion de dafio visual
respecto a un testigo sin tratar (0 X) utilizando una escala de 0 a 100%, donde cero
representd ningun dafio y 100% la muerte total de la planta. Se cortaron las plantas por
maceta y en bolsas rotuladas fueron llevadas a estufa por 48 horas a 72 °C. Se determin¢ el
peso seco por tratamiento que se expresd como porcentaje respecto a plantas testigos sin
control.

Los datos fueron analizados con ANVA y ajustados a una curva sigmoidea log-

logistica de cuatro parametros.

b) Control a largo plazo

El rebrote y la produccion de semillas solo se evaluaron para los tres biotipos de E.
tristachya utilizando un disefio factorial con los mismos factores del disefio mencionado
anteriormente, con cuatro repeticiones. Después de la aplicacion, las macetas fueron
mantenidas al aire libre con riegos periédicos hasta noviembre del siguiente afio (330 DDA)
momento en el cual se determind el nimero de macollos, altura y fecundidad. El nimero de
semillas por planta se estimé con el peso de dos submuestras de 100 semillas por cada
planta. El total de semillas por planta fue calculado con el uso de la ecuacién 1 (Mager et al.
2006):

w L
S = (X) * 100 ecuacion 1

Donde S es el total de semillas de cada planta, W es el peso total de las semillas de cada

planta, y A es el promedio del peso de las dos submuestras.

Analisis estadistico

Se utilizaron los coeficientes de correlacion de Pearson y de Spearmans entre la estimacion
visual y el peso de materia seca de las malezas. Los datos se analizaron con Shapiro Wilks
para comprobar su normalidad. Se evaluaron las diferencias e interacciones entre los
factores con ANVA. Para cada especie/biotipo se realizaron regresiones entre la reduccion
de la biomasa vegetal de la maleza y la dosis de herbicida usando el modelo log-logistico de
cuatro parametros descripto por Seefeldt et al (1995) como se indica en la siguiente
ecuacion:

y=C+ D=0 ecuacion2

B 1+ (x/EDs)?
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Donde y es la variable respuesta (peso seco, dafio en la maleza), c representa el limite
inferior de la curva, d representa el limite superior, b es la pendiente de la curva, x es la
dosis del herbicida, y EDso es la dosis efectiva que produce el 50% de la respuesta (por
ejemplo 50% de dafio, de biomasa o control visual respecto al testigo sin control).

Los andlisis de las curvas dosis respuesta yla comparacion de los parametrosfueron
realizados con el software estadistico de licencia libreR3.5.2 (R Development Core Team,
2018) y el paquete de software drc (Ritz y Streibig, 2005; Knezevic, et al., 2007).

Se determinaron para cada especie/biotipos la dosis de herbicida efectiva que reduce
el crecimiento en un 50 % y un 90 % respecto al control sin tratar (EDso y EDgo
respectivamente). Se analizaron las diferencias por un lado entre los distintos estados de
crecimiento para cada maleza y por el otro para un mismo estado de crecimiento entre las
distintas especies bajo estudio. Entre distintos estados de crecimiento se elaboraron
cocientes de dosis efectivas (EDgo/EDgo) @ modo de indicar el incremento en la dosis de

herbicida para producir un control aceptable a campo de 90 %.

Resultados

a) Control a corto plazo

Los coeficientes de correlacion entre la estimacion visual y el peso de materia seca de las
malezas fueron significativos (P<0,01). En consecuencia, se analizaron los datos de materia
seca como porcentaje de reduccion respecto al testigo sin control. Se determiné una
interaccion significativa entre los herbicidas, la dosis y estado de todas las especies/biotipos
pero no para afios. En consecuencia, los datos de los dos afios se agruparon y se
consideraron 8 repeticiones por tratamiento. Las pruebas de falta de ajuste indicaron que
las regresiones describieron adecuadamente los datos de todos los herbicidas y
especies/biotipos, excepto para E. indica en el estado reproductivo con cletodim y haloxifop-
metil (P<0,05). En los casos en que no hubo ajuste no se consideraron la EDsy y EDgo
obtenidas.

Los experimentos mostraron que la susceptibilidad de todas las malezas a glifosato,
haloxifop-metil y cletodim pudo ser cuantificada en los diferentes estados de crecimiento a
través de la EDsoy EDgo a los 30 DDA y también considerando el control de 100 % relativo a
la dosis recomendada (1X) a los 30 DDA.

Glifosato

Los resultados se muestran en la Figura 1y Tabla 1.
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Las comparaciones de EDso entre los biotipos fueron las siguientes: en el estado de plantula
(A = C = Zt = Zi); en el estado vegetativo (Zi> A > C = Zt), y en la etapa reproductiva (C =
Zt>Zi> A). Se observé un aumento de 2 veces la dosis en EDsq para el estado reproductivo
en relacion con los estados de plantula y vegetativo para C y Zt. Para Zi el incremento fue

de 1,4 veces entre estado de plantula, vegetativo y reproductivo.
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Tabla 1. Parametros de la regresion (Ecuacion 2) y dosis de glifosato (g e.a. ha') que provee un 90% de control (EDgo) en el corto plazo (30
DDA) calculado como porcentaje de materia seca respecto a un testigo sin control para cada estado de crecimiento y biotipo de Eleusine
tristachya: Aranguren (A), Crespo (C), Zavalla (Zt) y Eleusine Indica: Zavalla (Zi)

Parametros de la regresion
b c d EDso

Herbicida Estado de crecimiento Biotipo EDgo

Glifosato
Plantula

Aranguren (A) -13,4 (4,66) 0,0 (0,12) 1000 (0,11) 591,5 (52,28) 646,3  (76,00)
Crespo (C) -10,0 (8,76) -0,1 (0,72) 100,0 (0,59) 523,4 (48,36) 5950  (130,00)
Zavalla (Zt) -10,0 (7,60) -0,1 (0,42) 100,0 (0,35) 530,4 (37,77) 599,2  (88,40)
Zavalla(zZi)  -54 (0,33) -0,1 (0,71) 100,0 (0,71) 6822 (62,34) 1023,0  (39,50)
Vegetativo
Aranguren (A)  -5,3 (0,50) -0,1 (0,67) 99,8 (0,66) 600,0 (867) 906,6  (49,50)
Crespo (C) 6,3 (1,11) -0,3 (0,62) 99,3 (0,53) 532,8 (4,45 609,4  (42,20)
Zavalla (Zt)  -9,4 (3,56) -0,1 (0,46) 99,6 (0,36) 512,9 (18,20) 5654  (120,00)

Zavala(zi L8 (009 -15 (113) 1019 (1,10) 7179 (2424)

2391,0 (1430,00)
Reproductivo
Aranguren (A)  -1,3 (0,09) -3,8 (2,01) 1030 (1,91) 6152 (38,17) 2803,0 (207,00)
Crespo (C) 20 (0,200 1,9 (1,55) 1035 (1,69) 1189,2 (54,06) 3409,0 (199,00)
Zavalla (Zt)  -2,8 (0,10) -0,2 (0,50) 100,7 (0,61) 1178,4 (24,54) 2530,7 (119,00)

1,7 (0,07) -1,0 (0,81) 102,4 (0,99) 1010,2 (27,38)

Zavalla (Zi) 3558,0  (244,40)

Leyenda: Error estandar (ES) entre paréntesis. ED= dosis efectiva.




Para EDgo, los resultados de comparacion fueron los siguientes: en el estado de plantula (Zi
> A = C = Zt); en el estado vegetativo (Zi > A> C = Zt); y en el estado reproductivo (Zi = C>
A = Zt). Al considerar todos los biotipos de E. tristachya, EDqgy en el estado reproductivo fue
de 3 a 6 veces mayor en relacion con los otros estados, mientras que para E. indica
aumento entre 2y 4 veces.

Para todos los biotipos de E. tristachya, se alcanz6 control de 100 % con 1X al estado
de plantula y al estado vegetativo y con 4X al estado reproductivo (Fotos 1, 2 y 3). Para E.
indica el 100 % de control en los estados de plantula, vegetativo y reproductivo se alcanz6
con 2X, 4X y 8X respectivamente (Fotos 4, 5y 6).

En la presente tesis, solo se muestran las fotos de un biotipo por especie: Eleusine

tristachya Zavalla y E. indica Zavalla.
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Fig. 1. Porcentaje de control de materia seca respecto a un testigo sin control de los biotipos Eleusine
tristachya Aranguren: (A), Crespo (C), Zavalla (Zt) y Eleusine indica Zavalla (Zi) a los 30 DDA con diferentes
dosis de glifosato aplicados en tres estados de crecimiento de las malezas: (1) Plantula, (2) Vegetativo y (3)
Reproductivo. Las lineas de regresion fueron construidas utilizando la Ecuacién 2 y los valores de los
pardmetros de la tabla 2. Cada punto corresponde al promedio de los afios 2016 y 2017.

10000
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Foto 1. Control de Eleusine tristachya Zavalla a los 30 DDA de glifosato en estado de
plantula

Foto 2. Control de Eleusine tristachya Zavalla a los 30 DDA de glifosato en estado de
plantula

Foto 3. Control de Eleusine tristachya Zavalla a los 30 DDA de glifosato en estado de
plantula
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Foto 6. Control de Eleusine indica Zavalla a los 30 DDA de glifosato en estado reproductivo
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Haloxifop-metil

Se muestran los resultados en la Figura 2 y Tabla 3.

Los resultados de las comparaciones de EDsp entre los biotipos fueron los siguientes: en el
estado de plantula (Zi = A = Zt > C); en el estado vegetativo (Z i> Zt > A> C); y en el estado
reproductivo (A = C>Zt). En E. tristachya se determind un aumento de dosis de 6 a 11 veces
en la EDso para el estado reproductivo en relacion con el estado de plantula.

Para EDg se observaron las siguientes ordenes de eficacia para los biotipos: en
estado de plantula (A = Zt > Zi > C), en estado vegetativo (Zi > A > C > Zt) y en estado
reproductivo (C > Zt > A). En E. tristachya se observé un aumento de la dosis de 6 a 52
veces en EDqgy para el estado reproductivo en relacion con el estado de plantula, mientras
gue en E. indica el incremento fue de 5 veces la dosis en EDg al cambiar de estado de
plantula a vegetativo.

El control del 100% de todos los biotipos de E. tristachya en el estado de plantula se
puede lograr con 1/4X o 1/2X mientras que en el estado vegetativo se control6 con 1X
(Fotos 7 y 8). En el estado reproductivo, el control del 100% se obtuvo con 8X para los
biotipos C y Zt y con 16X para A (Foto 9). En E. indica el 100 % se logré con 1/2X en

plantula, 8X en vegetativo (Foto 10) y 16X en reproductivo.
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Tabla 2. Parametros de la regresion (Ecuacion 2) y dosis de Haloxifop metil (g i.a. ha) que provee un 90% de control (EDgo) en el corto plazo

(30 DDA) calculado como porcentaje de materia seca respecto a un testigo sin control para cada estado de crecimiento y biotipo de Eleusine

tristachya: Aranguren (A), Crespo (C), Zavalla (Zt) y Eleusine Indica: Zavalla (Zi)

Parametros de la regresion

Herbicida Estado de crecimiento Biotipo c d EDeo EDgo
Haloxifop
Plantula
Aranguren (A)  -4,2 (0,51) 1,8 (1,41) 100,0 (0,26) 16,3  (0,35) 27,5 (1,64)
Crespo (C) -10,8 (7,17) -0,0 (1,38) 100,0 (0,74) 83  (0,83) 9,0 (2,64)
Zavalla (Zt)  -3,3 (0,28) 1,2 (1,57) 101,1 (0,86) 153  (0,44) 31,1 (1,54)
Zavalla (zi) -12,1 (6,6) 0,0 (0,11) 1000 (0,08) 14,9  (1,25) 21,6 (8,19)
Vegetativo
Aranguren (A)  -3,6 (0,24) -0,8 (1,22) 100,2 (0,91) 21,4  (0,54) 38,8 (1,83)
Crespo (C) 25 (0,15) -2,1 (1,65) 100,7 (0,93) 125  (0,40) 30,2 (1,78)
Zavalla(zt)  -3,5 (0,32) 1,0 (1,21) 101,2 (0,95 31,6 (0,79 21,6 (88,19)
Zavalla(zi)  -1,8 (0,12) -36 (1,26) 97,1 (1,28) 33,0  (1,29) 1092 (10,65)
Reproductivo
Aranguren (A) -4,0 (0,34) -0,3 (0,96) 950 (1,30) 955  (2,59)  164,0 (8,82)
Crespo (C) -1,3 (0,13) -3,6 (1,81) 1032 (3,71) 885  (8,20)  454,7 (66,13)
Zavalla (zt)  -1,7 (0,11) -2,2 (1,16) 99,1 (1,43) 57,0 (2,27)  199,0 (18,27)
Zavalla (zZi)  -0,7 (0,11) -1,0 (1,47) 1258 (33,43) 897,5 (613,44) 17666,1 (19692,42)

Leyenda: Error estandar (ES) entre paréntesis. ED= dosis efectiva.
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Fig. 2. Porcentaje de control de materia seca respecto a un testigo sin control de los biotipos Eleusine
tristachya Aranguren: (A), Crespo (C), Zavalla (Zt) y Eleusine indica Zavalla (Zi) a los 30 DDA con diferentes
dosis de haloxyfop-metil aplicados en tres estados de crecimiento de las malezas: (1) Plantula, (2) Vegetativo
y (3) Reproductivo. Las lineas de regresion fueron construidas utilizando la Ecuacion 2 y los valores de los
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Foto 7. Control de Eleusine tristachya Zavalla a los 30 DDA de haloxifop-metil en estado de
plantula

.

Foto 8. Control de Eleusine tristachya Zavalla a los 30 DDA de haloxifop-metil en estado
vegetativo
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Foto 9. Control de Eleusine tristachya Zavalla a los 30 DDA de haloxifop-metil en estado
reproductivo
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Foto 10. Control de Eleusine indica Zavalla a los 30 DDA de haloxifop-metil en estado
vegetativo. Las fotografias al estado de plantula y reproductivo no se encuentran disponibles.

Cletodim

Se muestran los resultados en la Figura 3 y Tabla 3.

Los resultados de las comparaciones de EDso entre los biotipos fueron los siguientes: en el
estado de plantula (Zi > A > C > Zt); en el estado vegetativo (Zi > A > C > Zt); y en la etapa
reproductiva (A = C > Zt). Para los biotipos de E. tristachya se increment6 6 veces la EDso
entre el estado de plantula y reproductivo.

Para EDg se observaron las siguientes clasificaciones para los biotipos: en la etapa
de la plantula (A = C > Zt = Zi), en el estado vegetativo (Zi > A = C = Zt) y en la etapa
reproductiva (A = C > Zt). Se observo en los biotipos de E. tristachya un aumento en la
dosis de 5 a 13 veces en EDg entre el estado de plantula y reproductivo, mientras que en E.
indica el incremento fue de 7 veces la dosis en EDgy al pasar de estado de plantula a
vegetativo.

El control del 100 % de todos los biotipos de E. tristachya en el estado de plantula y
vegetativo se logro con 1X (Fotos 11 y 12) mientras que en el estado reproductivo con 16X
(Foto 13). En cambio, para E. indica el 100 % de control en estado de plantula se logré con
1X (Foto 14), en estado vegetativo con 8 X (Foto 15) y en estado reproductivo no se
observo ya que a la maxima dosis utilizada en este experimento (16X) fue de 80% (Foto
16).
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Table 3. Parametros de la regresion (Ecuacion 2) y dosis de cletodim (g i.a. ha') que provee un 90 % de control (EDgo) en el corto plazo (30
DDA) calculado como porcentaje de materia seca respecto a un testigo sin control para cada estado de crecimiento y biotipo de Eleusine
tristachya: Aranguren (A), Crespo (C), Zavalla (Zt) y Eleusine Indica: Zavalla (Zi)

Parametros de la regresion
b c d EDso

Herbicida Estado de crecimiento Biotipo EDgo

Cletodim
Plantula

Aranguren (A) -3,0 (0,24) -2,0 (1,43) 100,0 (0,39) 54,7 (1,50) 111,8 (5,68)
Crespo (C) -2,0 (0,11) 0,3 (0,21) 100,0 (0,20) 34,4 (1,16) 985 (6,07)
Zavalla (zt) -2,1 (0,11) -2,0 (1,47) 100,0 (0,27) 31,2 (1,04) 883 (5,51)
Zavalla (Zi) -85 (2,28) 24 (0,54) 100,1 (0,55) 68,7 (2550) 89,5 (6,31)
Vegetativo
Aranguren (A) -3,2 (0,28) -1,1 (1,21) 1015 (0,77) 61,6 (1,58) 120,9 (6,32)
Crespo (C) -2,3 (0,11) 0,6 (1,04) 1015 (0,71) 4455 (1,090 1123 (4,79)
Zavalla (zt) -2,2 (0,12) 1,4 (1,17) 101,7 (0,78) 450 (1,26) 120,1 (5,91)
Zavalla (Zi) -1,4 (0,06) -1,9 (0,94) 1035 (1,38) 1357 (4,94) 617,6  (71,58)
Reproductivo
Aranguren (A) -1,0 (0,07) -2,2 (1,39) 104,0 (2,94) 177,9 (13,43) 13452 (218,80)
Crespo (C) -1,1 (0,09) -2,2 (1,49 97,7 (3,50) 190,8 (17,55) 1350,9  (240,20)
Zavalla (Zt) -1,3 (0,08) -4,2 (1,49 99,3 (1,77) 77,8 (4,45) 4191  (53,40)
Zavalla (Zi) -0,8 (0,08) -3,2 (1,02) 925 (543) 364,08 (56,27) 4218,8 (1347,50)

Leyenda: Error estandar (ES) entre paréntesis. ED= dosis efectiva.
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Fig. 3. Porcentaje de control de materia seca respecto a un testigo sin control de los biotipos Eleusine
tristachya Aranguren: (A), Crespo (C), Zavalla (Zt) y Eleusine indica Zavalla (Zi) a los 30 DDA con diferentes
dosis de cletodim aplicados en tres estados de crecimiento de las malezas: (1) Plantula, (2) Vegetativo y (3)
Reproductivo. Las lineas de regresion fueron construidas utilizando la Ecuacién 2 y los valores de los
parametros de la tabla 2. Cada punto corresponde al promedio de 2016 y 2017.
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Foto 11. Control de Eleusine tristachya Zavalla a los 30 DDA de cletodim en estado de
plantula

EX i

Foto 12. Control de Eleusine tristachya Zavalla a los 30 DDA de cletodim en estado
vegetativo
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Foto 13. Control de Eleusine tristachya Zavalla a los 30 DDA de cletodim en estado
reproductivo
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Foto 15. Control de Eleusine indica Zavalla a los 30 DDA de cletodim en estado vegetativo
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Foto 16. Control de Eleusine indica Zavalla a los 30 DDA de cletodim en estado reproductivo
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Para cada herbicida y estado de crecimiento el ordenamiento de los biotipos y especies
segun EDsy 0 EDg fue diferente. No fue posible determinar la existencia de un biotipo
susceptible y otro resistente de E. tristachya y, por consiguiente, no se pudo evaluar la
resistencia a los herbicidas.

Por otro lado, si se realiza la comparacion entre herbicidas se observa que a medida
gue aumenta el tamafio de la maleza se requiere mayor cantidad de DLg en relacion a la

dosis de uso en graminicidas que en glifosato (Tabla 4).

Tabla 4. Unidades de dosis de uso de los herbicidas glifosato, haloxifop-metil y cletodim que
proveen un 90% de control (EDgo) en el corto plazo (30 DDA) calculado como porcentaje de
materia seca respecto a un testigo sin control para cada estado de crecimiento y
especie/biotipo de Eleusine tristachya: Aranguren (A), Crespo (C), Zavalla (Zt) y Eleusine
Indica: Zavalla (Zi)

Estado de Co Herbicida
o Especie/biotipo , . . .
crecimiento Glifosato Haloxifop-metil Cletodim
Plantula
Aranguren (A) 0,60 0,42 0,93
Crespo (C) 0,55 0,14 0,82
Zavalla (Zt) 0,55 0,48 0,74
Zavalla (Zi) 0,95 0,33 0,75
Vegetativo
Aranguren (A) 0,84 0,60 1,01
Crespo (C) 0,56 0,47 0,94
Zavalla (Zt) 0,52 0,33 1,00
Zavalla (Zi) 2,21 1,69 5,14
Reproductivo
Aranguren (A) 2,60 2,53 11,21
Crespo (C) 3,16 7,02 11,26
Zavalla (Zt) 2,34 3,07 3,49
Zavalla (Zi) 3,29 - -

Leyenda: Las celdas verdes indican dosis menores a 0,90 dosis de uso, las celdas amarillas
indican dosis cercanas a la dosis de uso (0,90-1,10), y las celdas rojas indican dosis
mayores a la dosis de uso (>1,10). (1= a la dosis de uso para cada herbicida). Un guion (-)
significa que no se pudo calcular este indice.
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b) Control a largo plazo

A 330 DAT, no hubo diferencias en la respuesta entre los biotipos para cada herbicida y en
cada crecimiento de la maleza, por lo que solo se muestran los resultados para el biotipo A
(Tabla 5).

Para glifosato, el rebrote con aplicaciones en el estado de plantula y vegetativo se
produjo en el rango de dosis entre 0X a 1/2X, mientras que, en estado reproductivo, se
observaron nuevos macollos con dosis que oscilaron entre 0X y 1X. Para todos los estados
de crecimiento, con 1/16X y 1/8X el nimero de macollos y semillas fue mayor que para 0X,
mientras que la altura de las plantas fue similar. El nUmero de macollos y semillas aumenté
con el desarrollo de la maleza y con la reduccién de la dosis.

Para los graminicidas, en el estado de plantula, el rebrote se produjo de 0X a 1/4X
para haloxifop-metil y de 0X a 1/2X para cletodim. Para ambos herbicidas en el estado
vegetativo, se observo rebrote con dosis entre 0X a 1/2X. El nUmero de macollos y semillas
mostrdé una respuesta erratica con el estado de desarrollo de la maleza, pero los nimeros
siempre aumentaron con la reduccién de la dosis.

Comparando glifosato versus graminicidas, con dosis inferiores a 1X, el rebrote fue
mayor para glifosato en todos los estados de crecimiento de la planta. En cambio, a 1X, el
numero de macollos fue mas bajo para glifosato, intermedio para cletodim y mas alto para
haloxifop-metil. A 2X el rebrote se produjo solo con graminicidas. La produccién de semillas
en el estado reproductivo a 1X fue mayor con glifosato, intermedio para cletodim y menor
para haloxifop-metil, mientras que con 2X solo se observé produccion de semillas con

graminicidas.

51



Tabla 5. Efecto a largo plazo de las dosis de herbicidas aplicadas en diferentes estados de crecimientos de E. tristachya sobre el nimero y
altura de macollos y la produccion de semilla

Herbicida Erset;(rﬁ:rsto Variable Dosis (X = dosis recomendada de herbicida)
0X 1/16X 1/8X 1/4X 1/2X 1X 2X 4X - 8X - 16X
Glifosato
Plantula
Macollos 232 (1,82 27,6 (2,35) 25,0 (2,33) 18,1  (1,51) 13,4  (1,38) - - - - -
Altura 21,0 (0,96) 21,3 (1,42 22,6 (0,81) 17,4  (1,15) 15,9 (0,63) - - - - -
Semillas  923,2 (100,12) 1146,0 (111,87) 1188,0 (92,45) 9482 (84,93) 3951 (14,84) - - - - -
Vegetativo
Macollos 241  (1,94) 37,8 (3,56) 355 (3,26) 223 (1,66) 10,3 (1,31) - - - - -
Altura 23,3 (1,28) 245 (1,93) 22,6 (2,52 21,7 (2,14 13,8 (1,55) - - - - -
Semillas 9881 (98,53) 1392,0 (11532) 1309,0 (12509) 11357 (99,72) 609,8 (43,23) - - - - -
Reproduct.
Macollos 25,7 (2,24) 44,4 (3,31) 45,6  (2,90) 40,1 (3,10) 28,7 (2,17) 9,2 (1,40) - - -
Altura 23,4 (1,72) 23,6  (1,55) 25,5 (1,73) 22,1 (1,91) 15,8 (2,21) 15,4 (2,06) - - -
Semillas 1054 (81,56) 1446,3 (130,46) 1458,4 (12574) 1352,7 (117,68) 1082,6 (97,20) 630,55 (48,78) - - -
Haloxifop
metil
Plantula
Macollos 26,3 (1,84) 24,1 (2,13) 17,5 (1,56) 11,4 (1,88) - - - - - - -
Altura 21,2 (1,78) 223 (2,02 19.4  (1,98) 15,6  (2,26) - - - - - - -
Semillas 874,0 (90,49) 764,8 (56,76) 784,6 (52,63) 658,2 (48,41) - - - - - - -
Vegetativo
Macollos 25,5 (1,63) 27  (1,47) 25,1 (1,55) 16,4 (1,26) 12,6  (0,99) - - - - -
Altura 232 (1,92 241  (2,14) 224 (1,23) 21,8  (1,63) 20,6  (1,48) - - - - -
Semillas 1011 (106,24) 954,7 (70,32) 9350 (60,17) 878,3 (77,87) 841,2 (64,26) - - - - -
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Cletodim

Reproduct..

Plantula

Vegetativo

Reproduct.

Macollos
Altura
Semillas

Macollos
Altura
Semillas

Macollos
Altura
Semillas

Macollos
Altura
Semillas

24,4
24,0
936,7

23,2
21,4
891,3

24,6
25,2
933,8

25,7
22,3
1086

(1,59)
(2,25)
(81,32)

(1,33)
(1,52)
(99,36)

(1,54)
(1,26)
(60,78)

(1,76)
(0,72)
(93,51)

26,3
23,0
850,0

20,1
20,8
1053,0

24,7
25,4
862,4

24,2
22,4
1098,7

(1,27)
(0,99)
(49,18)

(1,18)
(1,66)
(108,31)

(1,85)
(1,74)
(81,34)

(1,86)
(1,33)
(84,80)

24,8
24,0
963,3

19,4
21,9
972,4

21,6
23,6
938,4

22,8
23,8
972,0

(1,26)
(1,24)
(75,27)

(1,96)
(2,03)
(81,54)

(1,57)
(1,58)
(76,84)

(1,06)
(1,80)
(101,44)

25,4
24,0
1036,7

16,5
18,4
729,8

22,6
19,7
847,1

18,4
18,6
904,2

(1,26)
(1,55)
(70,97)

(1,20)
(1,92)
(67,68)

(0,99)
(1,26)
(50,74)

(1,75)
(1,21)
(91,38)

26,0
23,0
935,0

10,8
10,7
648,6

17,5
12,5
756,8

15,9
16,7
695,4

(1,21) 294 (151) 17,6
(1,25) 20,0 (1,24) 150
(4956) 513,3 (53,77) 267,0

w73 - - -
(218) - - -
(51,46) - - -

126) - - -
0,91 - - -
(66,43) - - -

(1,59) 16,2  (1,4) 16,57
(0,658) 156  (0,8) 14,76
(62,74) 435 (33,2) 255,01

(1,86)
(0,71)
(28,35)

(1,14)
(1,13)
(28,70)

Leyenda: Error estandar en paréntesis (ES). El guién medio (-) indica que no se produjo rebrote.

Reproduct: reproductivo.
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Discusién

No hay trabajos publicados sobre el efecto del estado de desarrollo de E. indica y E.
tristachya sobre la eficacia de herbicidas. Para todos los herbicidas estudiados, a los 30
DDA (control a corto plazo), EDsy y EDgy aumentaron con el estado de desarrollo con
excepcion de la EDso del biotipo A de E. tristachya con glifosato. Queda demostrado que el
estado de la planta al momento de la aplicacion es un factor clave para controlar la biomasa
de ambas especies de Eleusine. Estos resultados concuerdan con otros estudios con
glifosato en los cuales las especies de malezas son generalmente mas susceptibles a los
herbicidas en las etapas iniciales de crecimiento en comparacion con las plantas mas
grandes (Jordan et al., 1997; Kudsk, 2008; Soltani et al., 2016). En estudios con otras
especies, se establecid que fue necesario mayor dosis de glifosato para controlar Conyza
spp en estados avanzados de crecimiento (Shrestha et al., 2007) y alrededor del doble de la
dosis para controlar S. halepense cuando se aplicé a individuos mas grandes al final del
ciclo en comparacidon con las plantas que tienen 30 cm o menos al comienzo del ciclo
(Johnson et al., 2009; Johnson y Norsworthy, 2014). La eficacia de los graminicidas en el
presente estudio también disminuyé en estados avanzados lo que coincide con Friesen et al.
(1976), posiblemente debido a que en plantas mas desarrolladas se reduce la absorcién y el
metabolismo (Singh y Singh, 2004).

El hecho de que en el presente estudio se alcanzé mejor o igual control con menos
dosis en relacién a la dosis de uso con haloxifop-metil en comparaciéono con cletodim,
especialmente en el estado de plantula, concuerda con otro estudio que muestra que los
FOP fueron mas efectivos que los DIM en Setariaviridis (L.) Beauv. y Avena fatua L., cuando
se aplicaron en una etapa temprana de crecimiento (Friesen et al., 1976). En contraste, en
otro estudio, el cletodim controlé mejor plantulas y plantas con rizomas de S. halepense que
FOP cuando se aplicaron con 3 a 4 hojas de la maleza (Rosales-Robleset al., 1999).

Aunque todos los tipos de E. tristachya se recolectaron en campos con aplicaciones
repetidas de glifosato, no demostraron ser resistentes a este herbicida ni a los graminicidas.
Sin embargo, en la especie relacionada E. indica, existen precedentes de evolucién de
resistencia a varios modos de accion, como los inhibidores de la EPSPS (Lee y Ngim, 2000)
y los inhibidores de la ACCasa (McCullough et al., 2016). Ademas, E. tristachya es una
graminea perenne y hay abundante bibliografia sobre la resistencia a los herbicidas para
este grupo de malezas como por ejemplo S. halepense (Smeda et al., 1997, Vila-Aiub, 2007)

por lo cual es probable que se encuentren en el futuro biotipos resistentes de E. tristachya.
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La hormesis puede explicar el mayor crecimiento a largo plazo (330 DDA) en dosis
bajas de glifosato en relacién con el control sin herbicidas determinado en el presente
estudio. Otros estudios también informan que las dosis subtéxicas de glifosato inducen
consistentemente la hormesis en una variedad de especies de plantas, en varios 6rganos.
Como este efecto no es inducido por los graminicidas, es probable que esté relacionado con
el sitio de accion del glifosato (Duke et al., 2006; Velini et al. 2008; Duke, 2018). La
estimulacion del crecimiento de las plantas cuando se aplica glifosato a dosis bajas (<50 %
EDso) generalmente ocurre en un solo rasgo de las plantas (Duke et al., 2006) si bien en el
presente estudio se observé en dos rasgos para E. tristachya, a nivel de numero de semillas
y de macollos, pero no para altura. En un estudio previo, la hormesis no se prolongé con el
tiempo (Cedergreen, 2008), pero en el presente experimento se demostré que el efecto se
observo varios meses después de la aplicacion (330 DAT).

Cuando se realiz6 la aplicacion de herbicidas en el estado reproductivo, el control a
largo plazo fue dificil con glifosato a la dosis recomendada y con graminicidas a dos veces la
dosis recomendada, debido a la capacidad de E. tristachya de producir macollos de rebrote.
Esto sugiere que los herbicidas no se translocaron lo suficiente hacia los tejidos
subterraneos, o que los herbicidas se metabolizaron en los tejidos como se observé en un
estudio de Obrigawitchet et al., (1990) sobre control de S. halepense con glifosato.

La produccion de semillas en las malezas anuales y perennes con mayor éxito
ecoldgico puede variar ampliamente entre especies relacionadas, biotipos de una misma
especie, sitios y tipo de herbicida. En consecuencia, los programas de control de malezas en
postemergencia han mostrado resultados variables en la reduccion de la producciéon de
semillas de malezas (Defeliceet al., 1989; Steckel et al., 1990; Walker y Oliver, 2008).
Muchos autores han mencionado que glifosato reduce la produccion de semillas cuando se
aplica en o cerca de la floraciéon (Biniak y Aldrich, 1986; Isaacs et al., 1989; Shuma y Raju
1993; Shuma et al., 1995; Taylor y Oliver, 1997; Clay y Griffin, 2000; Walker y Oliver, 2008).
En el presente estudio, la produccion de semillas de plantas de rebrote de E. tristachya
dependié principalmente del tipo de herbicida y fue mayor con glifosato en cualquiera de las

dosis consideradas.

Conclusiones

Se concluye que la dosis de glifosato o de graminicida para controlar la biomasa en los
distintos estados de desarrollo varia entre los biotipos de E. tristachya y E. indica para el

control a corto plazo. Por otro lado, las dosis requeridas se acrecientan sustancialmente con
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el aumento en el desarrollo de ambas especies de malezas, aunque en forma variable entre
herbicidas y especies/biotipos. En el estado reproductivo aun con la mayor dosis ensayada
no fue posible lograr un control aceptable de E. indica con graminicidas. Teniendo en cuenta
el control a largo plazo, todos los biotipos muestran el mismo comportamiento, que consiste
en el rebrote y la produccion de semillas cuando la aplicacion fue realizada a dosis de uso
en la etapa reproductiva. En consecuencia, un control adecuado a corto plazo implica una
buena respuesta a largo plazo que puede obtenerse a través de un programa de aplicacion
en postemergencia a la dosis recomendada o incluso a dosis mas bajas, pero siempre en
los estados de plantula o vegetativo. En cambio, en el estado reproductivo se necesitan
dosis muy altas de herbicida postemergente para evitar nuevas infestaciones debidas al

rebrote.
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CAPITULO Il

Competencia entre el cultivo de sojay las malezas Eleusine indicay Eleusine
tristachya
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CAPITULO Il

Competencia entre el cultivo de sojay las malezas Eleusine indicay Eleusine
tristachya

Resumen

La interferencia es una interaccion entre dos especies que incluye a la alelopatia y la
competencia. No hay informacion publicada sobre competencia entre cultivos y E. tristachya
y existen pocos estudios sobre E. indica. Los disefios aditivos incluyen monoculturas con la
misma densidad y una mezcla binaria también con la misma densidad de cada uno de los
componentes en monoculturas. Este tipo de experimento es apropiado para iniciar estudios
de competencia entre especies, considerando que el factor de interés es el tipo de vecino y
no la densidad o la proporcién de la mezcla. El rendimiento relativo total (RYT) consiste en
la adicion de los rendimientos relativos de cultivos y malezas e indica la complementariedad
de recursos. La agresividad tiene en cuenta el efecto de la competencia tanto en el cultivo
como en la maleza e indica la habilidad competitiva que es una funcion de muchos atributos
de una especie que hace que la misma obtenga una mayor proporcién de recursos
limitadosen relacion a otras especies. No se han determinado RYT y agresividad para E.
indica ni para E. tristachya, si bien existen estudios que lo han evaluado para otras malezas
en Argentina. Los objetivos de este capitulofueron evaluar para E. tristachya y E. indica: a)
la complementariedad de recursos para biomasa (RYToiomasa) ¥ semillas (RY Tsemilas), la
habilidad competitiva para biomasa (RYToomasa) ¥ Semillas (RYTsemilas)y la altura, en
competencia entre si y con el cultivo de soja; y b) la materia seca total por planta (TDM) y la
tasa de crecimiento relativo (RGR). La cantidad de semillas producidas por planta
fuesuperior para E. indica vs E. tristachya. Ambos afios, RYToiomasa ¥ RY Tsemilas €ntre
malezas no fue significativamente diferente de 1, indicando competencia completa o
ausencia de complementariedad de recursos. La biomasa de E. indica en presencia de E.
tristachya en relacibn con su monocultura creci6 80 %, mientras que E. tristachya en
presencia de E. indica aumentd 26 %. Por lo tanto, la reduccion del crecimiento debido a la
competencia fue menor para E. indica. En los estadios R3 y R5 de la soja, E. indica
presentd mayor altura que el cultivo y que E. tristachya. RGR entre ambas especies de
Eleusine no difirid, excepto a los 7 dias después de la emergencia (DDE) y en los momentos
de RGR maximo para cada especie (0,37 a 42 DDE en E. indica y 0,32 a 49 DDE en E.

tristachya). Estos resultados también sefialan que E. indica alcanzé su maximo RGR antes
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gue E. tristachya. La TDM al final del ciclo de crecimiento en E. indica es 90 g superior que

la de E. tristachya.

Introduccién

Definicion de interferencia, competencia y alelopatia

La interferencia es una interaccion entre dos especies que incluye a la alelopatia y la
competencia. Se considera que la alelopatia es relativamente poco importante y muy dificil
de demostrar en condiciones de campo. En la competencia, las malezas y los cultivos se
afectan de manera adversa por compartir recursos limitados (Goldberg, 1990, Gaudet y
Keddy, 1988; Keddy y Shipley, 1989; Aarssen, 1992, Swanton et al., 2015) lo que puede
conducir a una menor supervivencia, o reduccion en el crecimiento o reproduccion de los
individuos intervinientes (Harper, 1977). Es importante remarcar que la competencia resulta
en perjuicio para ambas especies involucradas (Radosevich y Ghersa 1997). Asi, la
competencia es un proceso clave que afecta a las poblaciones o comunidades de plantas
(Casper y Jackson, 1997; Berger et al., 2008, Jha, 2017).

Por su rusticidad, las malezas competitivas se destacan por la velocidad y la eficiencia
de utilizacion de los recursos ambientales (Myers & Anderson, 2003), asegurando su
supervivencia y ventajas de crecimiento yafectando a las plantas cultivadas, aunque en
muchos casos los cultivos son también competitivos con las malezas. Asi, los principales
cultivos agricolas presentan capacidad variable para competir con las malezas, lo que
comprendedesde cultivos que practicamente no proporcionan competencia hasta
competidores muy agresivos. Los cultivares competitivos tienen el potencial de reducir el
crecimiento y la produccion de semillas de malezas evitando la reposicion del banco de
semillas por lo que pueden servir como una herramienta de bajo costo en el manejo de
malezas (Holt, 1995, Kumar et al., 2013, Sardana et al., 2017). Muchos cultivares modernos
pueden reducir la competencia causada por las malezas durante las primeras semanas
después de la siembra, etapa de cultivo donde existe una gran competencia por los recursos

del ambiente.

El éxito de la competencia entre especies vegetales se ha atribuido a:

a) la fenologia como la velocidad de crecimiento (Buchanan y Burns, 1971; Kropff, 1988,
Rizzardi et al., 2003; Bianchi et al., 2006a)

b) las caracteristicas fisioldgicas como la eficiencia de los recursos ambientales, incluyendo
agua, luz y nutrientes (Regnier y Stoller, 1989; Ballaré y Casal, 2000; Bianchi et al., 2006b;
Marin y Weiner, 2014)

59



c) las diferencias morfoldgicas como la altura (Kissmann, 1997; Kumar, 2016)
d) la relacion entre el tamafio y el tiempo de establecimiento, es decir, plantas que se

establecen antes que otras plantas y probablemente crezcan mas.

Estas diferencias entre las malezas y el cultivo pueden explicar los cambios en la
habilidad competitiva. A su vez, las especies de malezas, y a veces las especies dentro de
un mismo género, pueden variar mucho en sus hébitos de crecimiento presentando tasas de
crecimiento por planta marcadamente diferentes y alcanzando alturas muy variables. Las
malezas de alto porte que no son controladas durante el establecimiento de los cultivos,
pueden superarlos en altura y causar grandes pérdidas de rendimiento debido al sombreo.
El objetivo del manejo de malezas es fortalecer la competitividad del cultivo al reducir o
retrasar el crecimiento y desarrollo de las malezas, lo que hace posible que el cultivo
obtenga una mayor proporciéon de los recursos limitados. Es importante contar con métodos
culturales complementarios al control quimico a raiz del aumento en la cantidad de especies
de malezas resistentes, a la seleccion de especies tolerantes y los problemas ambientales
gue los herbicidas generan. No hay informacion publicada sobre competencia entre los
cultivos y E. tristachya, por lo que solo se mencionaran estudios sobre E. indica, si bien
hasta la fecha, tampoco se cuenta con suficientes investigaciones sobre la competencia de
dicha especie.

En maiz, Rambakudzibga et al. (2002) indican que E. indica puede reducir el
crecimiento, desarrollo y rendimiento. Wandscheer et al. (2013) evaluaron el impacto de E.
indica con el modelo de serie de reemplazo y encontraron reduccién de la productividad
cuando la densidad de las malezas fue mayor que la del maiz.

Por otra parte, en algoddn, E. indica crece semipostrada y rara vez supera los 90 cm,
permaneciendo a menor altura que el cultivo durante todo el periodo de crecimiento. Esto
resulta en un uso menos eficiente de la luz que el algodén, lo que podria ser una de las
razones por las que E. indica no es competitiva con este cultivo a bajas densidades. Sin
embargo, en otros estudios se demostré que, siendo que E. indica es una graminea de
raices profundas, cuanto mas densa es su poblacién, mas agua y nutrientes requiere, lo que
reduce el rendimiento del algodén (Buchanan et al., 1977; Rushing et al. 1985). En otro
estudio, se demuestra que la competencia de E. indica puede reducir significativamente el
rendimiento del algodén a una densidad de 4 plantas.m™ en la fila por lo que se recomienda
controlar E. indica aln con bajas densidades temprano en la temporada de crecimiento para

mantener el rendimiento del algoddn (Ismail et al., 2003).
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La soja es el principal cultivo oleaginoso en Sud América y en particular en Argentina
(Cerdeira et al, 2011). Para una gestion exitosa y sostenible de las dos especies de Eleusine
presentes en Argentina, es relevante conocer sus habitos de crecimiento, la
complementariedad de recursos, la capacidad competitiva y la produccion de semillas entre
el cultivo de soja y E. indica o E. tristachya y entre ambas malezas, por lo tanto, los estudios
sobre la biologia y las relaciones de competencia de estas especies son fundamentales. No
hay estudios publicados sobre la competencia entre dos especies que pertenecen a un

mismo género.

Evaluacién de la competencia

Los disefios aditivos incluyen monoculturas con la misma densidad y una mezcla binaria con
la misma densidad de cada uno de los componentes en monoculturas (Cousens, 1991).
Este tipo de experimento es apropiado para iniciar estudios de competencia entre especies,
considerando que el factor de interés es el tipo de vecino y no la densidad o la proporcién de
la mezcla (Cousens, 1991).

Se utilizan diferentes indices para evaluar la competencia. Algunos de esos indices son:

a) Rendimiento relativo total

El rendimiento relativo total (RYT) (De Wit, 1960) consiste en la adicion de los rendimientos
relativos de cultivos y malezas e indica la complementariedad de recursos. RYT no se ha
determinado para E. indica ni para E. tristachya si bien existen estudios que lo han evaluado

para otras malezas en Argentina (Puricelli et al., 2003; Puricelli et al., 2012).

b) Agresividad

La agresividad tiene en cuenta el efecto de la competencia tanto en el cultivo como en la
maleza e indica la capacidad competitiva. La capacidad competitiva es una funcién de
muchos atributos de una especie que hace que la misma obtenga una mayor proporcion de
recursos limitantes que otras especies (Holt, 1988). Hay estudios sobre la capacidad
competitiva de varias malezas en un cultivo determinado (Welbank, 1963; Farahbakhsh et
al., 1987; Wilson y Wright, 1990) y se sabe que la agresividad de una maleza puede ser

mayor o menor que la del cultivo (Dawson, 1965; Moraes et al. 2009; Silva et al. 2014).
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Anélisis del crecimiento de las plantas

El analisis del crecimiento es una herramienta analitica empleada para caracterizar las
especies de plantas, con datos de la biomasa acumulada en los diferentes 6rganos a lo
largo del ciclo (Poorter et al., 2012). Por lo general, las plantas que presentan un crecimiento
mas rapido y un mayor tamafio son aquellas que estan més capacitadas para competir por
los recursos del ambiente (Roush y Radosevich, 1985). Las evaluaciones de la biomasa y
de los érganos reproductivos asociados con el crecimiento y desarrollo de las poblaciones
de malezas se considera un requisito previo para mejorar las practicas de manejo
(Lamichhane et al., 2017).

La tasa de crecimiento relativo (RGR) se ha propuesto como un medio para integrar
los atributos fisiol6gicos de una planta (Evans 1972; Grime y Hunt 1975; Benincasa, 2003).
En ecologia vegetal, se considera que RGR es una de las caracteristicas clave de las
plantas que se correlacionan positivamente con la capacidad competitiva (Grime 1977;
Grace 1990). Como el RGR tiene en cuenta la biomasa preexistente, un RGR alto indica que
un cultivo o una especie de maleza aumenta de tamafio mas rapidamente y puede ocupar
un espacio mas grande que sus vecinos (Poorter et al., 2012). Un estudio realizado por
Mohammadi (2007) revelé que, entre los parametros de crecimiento, el RGR fue el mejor
predictor de la competitividad del maiz.

La flora herbacea anual esta formada generalmente por especies ruderales que se
adaptan a ambientes perturbados y fértiles. Una de las caracteristicas de los ruderales es un
alto RGR en la fase de plantula (Grime, 2001). El conocimiento del RGR de las plantulas es
fundamental para comprender la ecologia funcional de las especies (Grime y Hunt, 1975;
Grime et al.,, 1997; Hunt y Cornelissen, 1997; Poorter y Garnier, 1999). Dentro de una
comunidad de malezas hay un rango de RGR (Seibert y Pearce, 1993) y es importante
determinar este parametro para las especies principales de malezas en una region a fin de
desarrollar sistemas de manejo de malezas sostenibles econémica y ambientalmente. El

analisis de crecimiento de las malezas Poaceae ha recibido poca atencion.

Hipotesis

a) el rendimiento relativo (RY) evaluado a través de biomasa vegetal es mayor para la soja
gue para ambas malezas (E. indica y E. tristachya)

b) el RY es mayor para E. indica en relacion con E. tristachya

¢) la complementariedad de recursos evaluada a través de la biomasa vegetal es mayor

para la combinacién soja - E. tristachya que para soja- E. indica
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d) la complementariedad de recursos evaluada a través de la biomasa vegetal es mayor
para la combinacion soja-malezas que para las malezas entre si

e) la habilidad competitiva evaluada a través de biomasa vegetal es mayor para la soja que
para ambas malezas (E. indica y E. tristachya)

f) la habilidad competitiva evaluada a través de biomasa vegetal es mayor para E. indica
en relacion con E. tristachya

g) el RY evaluado a través de la produccion de semillas es mayor para la soja que para
ambas malezas (E. indica y E. tristachya)

h) el RY evaluado a través de la produccion de semillas es mayor para E. indica en relacion
con E. tristachya

i) Latasa de crecimiento relativa de E. indica es mayor que la de E. tristachya durante todo

el ciclo

Los objetivos de este capitulo fueron:
1) evaluar para E. tristachya y E. indica en competencia de las malezas entre si y de cada
una con el cultivo de soja:
a) la complementariedad de recursos en base a biomasa (RY Toiomasa) Y @ produccion de
semillas (RY Tsemillas)
b) la habilidad competitiva en base a biomasa y produccién de semillas
c) laaltura
2) Analizar la biomasa total por planta (TDM), tasa de crecimiento relativo (RGR) y la

produccion de semillas de E. tristachya y E. indica

Materiales y métodos

El experimento se realizd en la Estacion Experimental de la Universidad de Rosario, en
Zavalla (1at.33°01'S, long. 60°53'0), Argentina, en 2015/16 y 2016/17 durante la temporada
de crecimiento de las malezas y la soja.

Dependiendo del tratamiento (monocultura o mezclas binarias), las semillas de
malezas y/o soja se sembraron en macetas de 15 L con orificios de drenaje (40 cm de
profundidad, 30 cm de ancho). Este tamafio de maceta minimiza las restricciones de
crecimiento de la raiz. Las macetas contenian un suelo tamizado de 5 kg. que se obtuvo del
sitio, se tamiz6 a través de una malla de 5 mm y se pasteurizé durante 24 horas a 80 °C. Las

semillas de malezas y soja se sembraron a una profundidad de 2-3 cm y 1-2 cm,
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respectivamente. Se permitié que las plantulas se establecieran al aire libre y se regaron
regularmente. Las plantas de maleza se ralearon cuando tenian 2 hojas verdaderas y las de
soja al estado cotiledonar, para dejar una planta por especie. El suelo de las macetas no se
fertilizo y las plantas se trataron con insecticidas cuando fue necesario. Las plantas distintas
de las malezas estudiadas y de la soja fueron eliminadas. Las macetas se rotaron dos veces
a la semana durante el experimento para evitar cualquier sesgo asociado con la disposicion
de la maceta. En estas rotaciones, las macetas se movieron en sentido contrario a las

agujas del reloj por bloque.

Rendimiento relativo total (RYT) e indice de agresividad (Al)

Los tratamientos consistieron en monoculturas de cada una de las malezas y de soja,
mezclas de soja creciendo con E. indica o E. tristachya, y mezcla entre ambas malezas; se
organizaron en un disefio de bloques completos al azar con cuatro repeticiones. La densidad
total de plantas en mezclas de malezas (2 plantas por maceta) fue igual a la suma de la
densidad de cultivos y malezas en monocultivos (1 planta por maceta), un disefio totalmente
aditivo segun Snaydon (1991).

Los RYT se calcularon utilizando la ecuacion 1 propuesta por McGilchrist y Trenbath (1971):

RYT = (RYan / RYaa) + (RYba / RYhp) ecuacion 1

donde RYaa Y RYu son los pesos (RYTbiomasa) O semillas (RYTsemilas) por planta de las
especies 'a' y 'b' cuando se cultivan en monocultivos y RYa, Yy RYpa SON l0S pesos por planta
o semillas de las especies en mezclas entre si.

Los valores de RYT se muestran en diagramas bivariados (Snaydon y Satorre, 1989)
trazando la biomasa relativa de la soja contra la de cada una de las malezas y la biomasa
relativa de E. tristachya contra la de E. indica. Para un experimento aditivo, un valor RYT de
1 significa competencia completa entre especies, y un valor RYT de 2 significa no
competencia. Cualquier valor de RYT entre 1 y 2 significa que la competencia es parcial, es
decir, que existe cierta complementariedad de recursos entre las especies.

Para medir la agresividad de las malezas cuando se cultivan en mezcla con la soja, se
calculo el indice de agresividad (Al) (McGilchrist y Trenbath 1971). Los valores de Al de
malezas por debajo de cero indican que la especie de maleza es menos competitiva que la
soja y los valores de Al por encima de cero indican que la maleza es mas competitiva que la
soja. Los valores de Al para biomasa o semillas se determinaron para cada especie de

maleza con soja mediante la ecuacion 2:
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Al = (RYan / RYaa) - (RYba/ RYb) ecuacion 2

donde RYaa Yy RYw, son los pesos o semillas por planta de las especies de malezas
correspondientes (a) y soja (b) cuando se cultivan en monocultivos y RYa, ¥ RYpa Son los
pesos por planta o semillas de las especies en mezclas entre si. En mezclas de ambas

malezas, (a) corresponde a E. indica y (b) a E. tristachya.

Pardmetros de crecimiento

Los tratamientos consistieron en monoculturas de E. indica y E. tristachya (1 planta por
maceta). Las cosechas de plantas se realizaron semanalmente en 16 fechas durante la
temporada de crecimiento: de 7 a 135 dias después de la emergencia (DDE). El disefio
experimental fue completamente aleatorizado, con cuatro repeticiones. En cada fecha de
muestreo, se determind la altura de las plantas y luego se cortaron las mismas a nivel del
suelo para evaluar la materia seca a fin de calcular la tasa de crecimiento relativo (RGR),
gue expresa el crecimiento de una planta en un periodo de tiempo, considerando la materia

seca acumulada al inicio de este intervalo, calculado por la siguiente ecuacion:

RGR = (In W; —In Wl) /(tz - tl) ecuacion 3

donde W,y W;: son el peso de la planta (g) en los tiempos 2 y 1 (dias) (2 y ti,

respectivamente). RGR es la tasa de crecimiento relativo (g g* dia™?).

Asimismo, para describir la dinAmica de crecimiento de cada especie, los datos se ajustaron

a la siguiente logistica de 4 parametros:

L-0) .
y=CrT 070 (/o) ecuacion 4

Donde y es la variable respuesta (materia seca), ¢ representa el limite inferior de la curva, d
representa el limite superior, b es la pendiente de la curva, x es es la cantidad de dias

acumulados, y tsees la cantidad de dias que proporciona el 50% de la variable de respuesta

Producciéon de semillas

El nimero de semillas por planta se estim6 con la metodologia del Capitulo 2 (ecuacion 1).
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Analisis estadistico

Los andlisis y la comparacion de los pardmetros fueron realizados con el software
estadistico de licencia libre R3.5.2 (R Development Core Team, 2018).

Antes del andlisis, la materia seca se transformé en logaritmo (log (x*2)+1) para
homogeneizar la varianza y mejorar la normalidad. Se utilizé un ANVA (P <0,05) para probar
el efecto del afo, los tratamientos y todas las posibles interacciones.

Los valores de rendimiento relativo total (RY Thiomasa Y RY Tsemila) de todos los tratamientos se
sometieron a ANVA (P <0,05), y se calculé el LSD (P <0,05) para comparar los valores
medios con un RYT de 1. Agresividad, y altura de todos los tratamientos se sometieron a
ANVA (P <0,05). Las comparaciones de TDM y RGR por fecha entre E. indica y E. tristachya

se realizaron utilizando una prueba t (P <0,05).

Resultados y discusion

RYT biomasa

La interaccion afio x tratamiento no fue significativa en RY Toiomasa Y RY Tsemilas para E. indica
en mezcla con E. tristachya y para ambas malezas en mezcla con soja, por lo que los datos
agruparon entre afios.

Ambos afios, RY Thiomasa ¥ RY Tsemilas €ntre malezas no fue significativamente diferente
de 1, indicando competencia completa o no complementariedad de recursos (Figura 1). En
otros experimentos sobre competencia entre especies de gramineas perennes, se demostro
que después de algun periodo de establecimiento, RYTuiomasa fue 1 indicando que las
especies a menudo se excluyen mutuamente, (De Wit y Van Den Bergh; 1965). La biomasa
de E. indica en presencia de E. tristachya en relacion con su monocultura crecié 80 %,
mientras que E. tristachya en presencia de E. indica crecié 26 %, por lo tanto, la reduccién
del crecimiento debido a la competencia fue menor para E. indica (Figura 1 y Foto 1). En un
estudio en el que se comparo de a pares el crecimiento de distintas especies de plantas se
determiné que la competencia es generalmente asimétrica en el sentido de que una especie

es mas afectada que la otra (Keddy et al., 1997).
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Eleusine tristachya en monocultura (b)

Foto 1. Eleusine indica (a) y E. tristachya (b) creciendo en monocultura y en mezcla binaria (a + b)
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Figura 1. Diagrama bivariado basado en la biomasa relativa de Eleusine indica en
competencia con E. tristachya en (o) 2016 y (e) 2017. La linea diagonal indica las
condiciones de RY Toiomasa = 1. La barra indica un LSD (P = 0,05).

RYThiomasa de soja en mezcla con E. indica fue significativamente mayor que 1, mostrando
una competencia parcial o complementariedad de recursos (Figura 2 y Foto 2) y cierto grado
de diferenciacién de nicho (Fowler, 1982). En general, la complementariedad de recursos se
observa en mezclas de leguminosas y especies de gramineas, debido a la fijacion de
nitrégeno por Rhizobium asociado con la leguminosa (De Wit et al., 1966; Hartfield y
Stewart, 1994; Liebman et al., 2001) como es el caso de la soja. Radosevich et al. (1997)
sefialan que existe menor pérdida de productividad en mezclas ya que las plantas de
distintas especies tienen diferente nicho ecoldgico.

En presencia de E. indica, la biomasa de soja en relaciéon con su monocultura fue del
53 % (Figura 2 y Foto 2). Estos valores fueron mas bajos que para el cultivo de soja con E.
tristachya (81 %) (Figura 2 y Foto 2). Esto implica que la soja mostr6 una mayor

complementariedad de recursos con E. tristachya que con E. indica. Por lo tanto, la mayor
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evitacion parcial de la competencia de la soja en relacion a ambas especies de malezas fue

evidente. Los valores de RYThiomasa SUperiores a 1 se determinaron en otros estudios con

especies de malezas en barbechos entre si (Puricelli et al., 2012) y con malezas en soja

(Crotser y Witt 2000; Vitta y Satorre 1999; Puricelli et al., 2003). Asimismo, se ha observado

competencia completa en un estudio con soja en coexistencia con Brachiaria plantaginea en

la misma proporcién de individuos (Agostinetto et al., 2009).

La biomasa de E. indica en presencia de soja en relacion con su monocultura crecio

87 %, mientras que E. tristachya en presencia de soja crecidé 83 %, por lo tanto, la reduccién

del crecimiento debido a la competencia es menor para E. indica (Figura 3 y Foto 3).
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Figura 2. Diagrama bivariado basado en la biomasa relativa de Glicine max (soja) en
competencia con Eleusine indica en (o) 2016 y (o) 2017 y Glicine max en competencia con
Eleusine tristachya en (A) 2016 y (A) 2017. La linea diagonal indica las condiciones de

RYThiomasa= 1. La barra indica un LSD (P = 0,05).
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Soja en monocultura (a)

Sojay E. indica en mezcla binaria (a + b)

Eleusine indica en monocultura (b)

Foto 2. Soja (a) y Eleusine indica (b) creciendo en monocultura y en mezcla binaria (a + b)
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Soja en monocultura (a)

LB

Sojay E. tristachya en mezcla binaria (a + b)

Eleusine tristachya en monocultura (b)

Foto 3. Soja (a) y Eleusine tristachya (b) creciendo en monocultura y en mezcla binaria (a + b)
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Agresividad biomasa
Para la |Aniomasa, NO Se detectd una interaccion significativa afio x tratamiento; por lo tanto, se

agruparon los datos de cada afio.

1. 1A entre cultivo (en esta tesis el cultivo de soja) y malezas pueden existir tres relaciones

distintas:

1.1 La maleza tiene mayor habilidad competitiva que el cultivo

IA para la mezcla de soja y E. indica fue de 0,34. Otros experimentos también muestran que
las malezas pueden tener mayor habilidad competitiva que la soja (Regnier y Stoller, 1989,
Puricelli et al., 2003, Lamego et al., 2005; Bianchi et al. 2006). La alta habilidad competitiva
de E. indicaremarca el beneficio de controlar esta especie para optimizar el manejo de
malezas. Roush y Radosevich (1985) han indicado que la aplicacion de herbicidas debe

dirigirse solo a las malezas mas competitivas.

1.2 La malezay el cultivo tienen la misma habilidad competitiva
IA para la mezcla de soja y E. tristachyafue de 0,02, lo que indica que lo que también ha

sido observado en otro estudio con E. indica en maiz (Wandscheer, 2013).

1.3 La maleza tiene menor habilidad competitiva que el cultivo

Esta relaciéon no fue observada en el presente estudio pero ha sido descripta en otros
trabajos (Christoffoleti et al, 1996; Hoffman y Buhler, 2002; Moraes et al., 2009; Yamauti et
al., 2011; Guglielmini et al., 2016)

2. IA de la mezcla de E. indica y E. tristachya

IA para la mezcla de ambas malezas fue de 0,54, siendo E. indica mas competitiva que E.
tristachya. Esto ha sido observado en Galium aparine, cuya habilidad competitiva fue mayor
a otras especies de malezas aparentemente debido a su mayor tasa de crecimiento,
especialmente en las Ultimas etapas y con plantas grandes (Wilson, 1986; Peters, 1984;
Wilson y Wright, 1987).

RYTsemiIIas
La interaccion del afio x tratamiento no fue significativa para E. indica en mezcla con E.
tristachya y para ambas malezas en mezcla con soja, por lo que los datos se agruparon

entre afos.
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RYTsemilas fue significativamente menor que 1, lo que indica que ambas malezas en
competencia producen menos semillas que en su monocultura (Figura 3). La produccion de
semillas de E. indica en presencia de E. tristachya en relacion con su monocultura fue de
79%, mientras que la de E. tristachya en presencia de E. indica fue de 26%. Por lo tanto, la
reduccion de la produccion de semillas debido a la competencia es menor para E. indica. Se
ha demostrado que cuando las especies nativas crecen junto con especies exoticas reducen
sustancialmente su produccioén de semillas (Cook-Patton y Agrawal, 2014), lo que puede
explicar la menor produccion de semillas de E. tristachya (nativa) en presencia de E. indica

(exdtica).
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Figura 3. Diagrama bivariado basado en la produccién de semillas relativa de Eleusine
indica en competencia con E. tristachya en (o) 2016 y (e) 2017. La linea diagonal indica las
condiciones de RY Thiomasa = 1. La barra indica un LSD (P = 0,05).
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RYTsemilas de soja en mezcla con E. indica fue significativamente mayor que 1, indicando

competencia parcial o complementariedad de recursos (Figura 4). La cantidad de semillas

de soja en relacion con su monocultura fue del 53%. Estos valores fueron més bajos que

para el cultivo de soja con E. tristachya (81%). No se conocen estudios que comparen

RY Tsemilas de diferentes especies de malezas o cultivos.
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Figura 4. Diagrama bivariado basado en la produccion de semilla relativa de Glicinemax
(soja) en competencia con Eleusine indica en (o) 2016 y (e) 2017 y Glicine max en
competencia con Eleusine tristachya en (A) 2016 y (A) 2017. La linea diagonal indica las

condiciones de RY Toiomasa= 1. La barra indica un LSD (P = 0,05).

Agresividad semillas

Para la l1Asemilas, NO Se detectd una interaccion significativa afio por tratamiento, por lo tanto,

se agruparon los datos de cada afio.

74



IA para la mezcla de soja y E. indica fue de 0,36 lo cual indica la mayor competencia de esta
maleza en la produccién de semillas. En cambio, IA de la mezcla de soja y E. tristachya no
fue significativamente diferente de 0, sefialando igual habilidad competitiva.

Se determind correlacion entre Albiomasa Y Alsenmila.

A continuacién, en la Tabla 1 se puede observar las distintas relaciones y el grado de
intensidad entre las mezclas estudiadas para RYT biomasa y semillas y Al biomasa y

semilla:

Tabla 1. Relaciones e intensidad entre las mezclas Eleusine indica — Soja, Eleusine
tristachya — Soja y Eleusine indica — Eleusine tristachya para los indices RY pbiomasa, RY semila,

Albiomasa Y Alsemilla

Combinaciones de especies

E. indica — Soja E. tristachya - Soja E. indica — E. tristachya

RY piomasa ++ +++ +
RYsemiIIa ++ +++ -
Alpomasa  E. indica>Soja  E. tristachya=Soja  E. indica>E. tristachya

Alsemita  E. indica>Soja  E. tristachya= Soja  E. indica>E. tristachya

Leyenda: el signo positivo indica valores mayores a 1. El signo negativo indica valores
menores a 1. La intensidad estéa expresada con la cantidad de signos+/-, tres signos indican
mayor intensidad, dos signos intensidad intermedia y un signo menor intensidad.

Altura de la planta

El efecto competitivo esté relacionado con la adquisicion de recursos con plantas grandes o
altas que deprimen a las mas pequefas (Gaudet y Keddy, 1988; Keddy y Shipley, 1989;
Goldberg, 1990; Aarssen, 1992). En varios estudios, se muestra que la altura de la planta
puede influir en la competencia entre las malezas y los cultivos en funcién de las especies
involucradas, sus comportamientos de crecimiento y su periodo de coexistencia (Zanine y
Santos, 2004; Blackshaw, 1994; Huel y Hucl, 1996; Lemerle et al., 2001). En el presente
estudio, la altura de la soja y las malezas no difiri6 entre mezclas y monoculturas. Como se
muestra en la Figura 5, la soja en el estadio V2 fue mas alta que las malezas, las cuales no
difirieron entre si en altura. En R3 y R5, E. indica presenté mayor altura que la soja y que E.
tristachya. Algunas especies de malezas que producen follaje por encima del canopeo del
cultivo de soja causan pérdidas en el rendimiento de la soja al competir por la luz (Coble et
al., 1981; Stoller y Woolley, 1985; Wiles y Wilkerson, 1991; Silva et al., 2004; Bianchi et al.,
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2006; Rezende et al., 2012). En otros estudios, la altura de la soja fue superior a la de la
maleza (Jannink et al., 2000; Puricelli et al., 2003).

100
V2 mR3 mR5

S+Ei S+ Et Ei Ei+S Ei+Et Et Et+S Et+E

Altura (cm)
Iy (o} [0}
o o o

N
o

o

Soja, E. indica y E. tristachya en monocultura y en mezcla

Figura 5. Altura de Soja (S), Eleusine indica (Ei) y Eleusine tristachya (Et) en monocultura y
en mezcla binaria evaluados en tres estadios fenolégicos de la soja: V2, R3 y R5 (Fehr
y Caviness,1977), a los 25, 45 y 90 dias después de la emergencia del cultivo y las malezas.
Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas para cada estadio fenoldgico
entre la soja y cada una de las malezas.

Parametros de crecimiento

TDMy RGR

En el presente estudio, E. indica y E. tristachya no mostraron diferencias en la biomasa por
planta hasta los 35 DDE (Figura 6) segun una prueba de t (P<0,05). La acumulacion de
materia seca fue baja durante este periodo inicial, lo que coincide con otros estudios en
Poaceae, como Digitaria insularis y Chloris polydactyla, que también muestran una
acumulacion lenta de materia seca hasta alrededor de 45 DDE (Carvalho et al., 2005;
Machado et al., 2006).
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Figura 6. (TDM) Materia seca total por planta (g dia®) a lo largo del ciclo de desarrollo de
Eleusine indica (e) y Eleusine tristachya (A ) creciendo en monocultura

A partir de 35 DDE en E. indica y de 42 en E. tristachya, se determin6 un aumento
exponencial en la acumulacion de biomasa hasta llegar a un punto de inflexiéon a los74 DDE
para las dos malezas. En otro estudio en un invernadero con E. indica, el punto de inflexion
se produjo mas temprano en la temporada de crecimiento, probablemente debido a las
temperaturas mas altas durante el experimento (Takano, 2016). Luego del punto de
inflexion, se redujo la acumulacién, siendo RGR muy baja (Figura 6) hasta el final del ciclo
de crecimiento, lo que concuerda con el estudio realizado por Takano (2016). La baja
acumulacion se debe a que el gran aumento en la produccién de materia seca resulta en
nuevas estructuras de la planta que requieren fotoasimilados para su mantenimiento, lo que
disminuye la cantidad de energia disponible para desarrollar nuevas estructuras (Benincasa,
2003). Las diferencias en TDM se maximizan en el final del ciclo de crecimiento, con 90

gramos mas por planta en E. indica que E. tristachya (Foto 4 y Figura 6).
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Foto 4. De izquierda a derecha: Eleusine indica y Eleusine tristachya a los 107 dias de
crecimiento en monocultura

En ecologia vegetal, se considera que RGR es una de las caracteristicas claves de las
plantas que se correlaciona positivamente con la capacidad competitiva (Grime, 1977,
Grace, 1990). Los ambientes agricolas més productivos tienden a tener especies con mayor
RGR (Grime y Hunt, 1975) que pueden competir mejor por recursos limitantes (Roush y
Radosevich, 1985). Sin embargo, en otro estudio en arroz RGR no se asoci6 a la mayor
competitividad, mientras que la biomasa al momento del macollaje del arroz fue el mejor
predictor de la competitividad contra malezas (Ni et al., 2000). En el presente estudio, RGR
entre ambas especies de Eleusine no difirid, excepto a los 7 DDE y en los momentos de
RGR maximo para cada especie (0,37 a 42 DDE en E. indica y 0,32 a 49 DDS en E.
tristachya). Estos resultados también indican que E. indica alcanza su maximo RGR antes

que E. tristachya.
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Figura 7. Tasa de crecimiento relativo (gg™dia) de Eleusine indica (e) y Eleusine tristachya
(A) en el tiempo (dias después de la emergencia) creciendo en monocultura. Un asterisco
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(*) indica para cada fecha diferencias estadisticas significativas de RGR entre ambas
especies, segln una prueba de t (P<0,05).

Como se observa en la Figura 7, los valores maximos de RGR son mayores a los
determinados en E. indica de 0,15 g g* dia® (Takano, 2016) y de otras malezas C4, como
Digitaria insularis (Machado et al., 2006) y Cyperus rotundus (Brighenti et al., 1997), que
exhiben un RGR maximo que varia de 0,12 a 0,14 g g* dia. En gramineas, Storkey (2004)
encontré valores (g g* dia?) de 0,18 para Bromussterilis, 0,20 para Loliummultiflorum, y 0,21
en Poa annua.

En consecuencia, de los resultados se infiere que es importante controlar E. indica antes de
qgue la planta alcance el RGR mas alto. La eficacia de los herbicidas de post emergencia
(glifosato o inhibidores de ACCasa) se reduce considerablemente con el aumento de la
etapa de desarrollo y se optimiza con aplicaciones realizadas hasta cuatro hojas como lo ha
determinado Ulguim et al. (2013) lo que coincide también con lo demostrado en el capitulo 2

de la presente tesis.

Produccion de semillas

La reproduccién sexual contribuye al mantenimiento de una alta variabilidad genética y
permite a las especies de malezas colonizar nuevos habitats mediante la dispersion a gran
distancia de las semillas (Heimann y Cussans, 1996). No hay informacion publicada sobre la
produccion de semillas de E. tristachya. Los datos de crecimiento y produccion de semillas
de E. indica y E. tristachya obtenidos en el presente y en otros estudios se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 2. Duracion de la estacién de crecimiento, inicio de la produccion de semillas, periodo
de produccién de semillas y produccion de semillas por planta de Eleusine indica y Eleusine
tristachya en el presente estudio y en la literatura.

E. indica * E. indica E. tristachya *

Duracion de la estacion de

o 142 120 (Takano, 2016) 142
crecimiento (dias)
Inicio de la produccion de
semillas (dias después de la 100 38 84
siembra)
Periodo de produccién de 40 70 (Takano, 2016) 58
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semillas (dias) 40 (Ismail et al. 2002,
2003)

4000 (Mailett, 1991)
120000 (Takano, 2016)
20127 140000 (Chin, 1979) 3502
400000 (Ismail et al.
2002, 2003)

Produccion de semillas por

planta (n° semillas / planta)

Leyenda: Un asterisco (*) indica los datos del presente estudio.

Un largo periodo de produccion y dispersion de semillas contribuye a la reposicion del banco
de semillas in situ y la dispersibn a nuevas éareas (Walsh & Powles, 2014). Se ha
determinado que E. indica puede propagarse rapidamente en areas cultivadas ya que su
alta fecundidad contribuye a su éxito como una maleza en todo el mundo (Ismail, 2003) y
ademés porque las semillas pueden ser transportadas por el viento (Kissmann, 1997). La
cantidad de semillas producidas por planta fue superior para E. indica vs E. tristachya. La
menor produccién de semillas de E. tristachya puede deberse a que esta maleza también se

reproduce por via vegetativa.
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CAPITULO IV

Demografia de Eleusine indica y Eleusine tristachya en barbecho y en el cultivo de

soja

81



CAPITULO IV

Demografia de Eleusine indica y Eleusine tristachya en barbecho y en el cultivo de
soja

Resumen

El conocimiento de la composicion y la abundancia de los bancos de semillas de las
especies de malezas en cultivos agricolas es necesario para poder anticipar los efectos de
las practicas de manejo en la dinamica de la poblacibn de malezas. El objetivo de este
capitulo es examinar en un banco de semillas establecido artificialmente la dindmica
poblacional de Eleusine tristachya y Eleusine indica, evaluando el impacto de los herbicidas
postemergentes (glifosato y cletodim) en términos de emergencia, banco de semillas,
reclutamiento, mortalidad de plantulas, biomasa vegetal y produccion de semillas durante 3
ciclos de crecimiento de las malezas; y la longevidad de las semillas. Se identificaron tres
cohortes diferentes todos los afios. En E. indica y E. tristachya en 2016 no hubo diferencias
en el nimero de plantas con y sin herbicida y la segunda cohorte present6 el mayor nimero
de emergencias. En 2017 en ambas especies hubo mayor nimero de plantas sin herbicidas.
La tercera cohorte produjo menos plantas que las dos primeras. Sin aplicacion de herbicida
en la primera cohorte, la mortalidad de E. indica en 2016 fue 0,3 plantas.m?, lo que
representa un porcentaje del 17 % de la cohorte. Este valor fue significativamente menor
que el de E. tristachya que alcanzé 0,7 plantas.m?, representando un porcentaje del 33 %.
En 2017 no hubo diferencias en densidad, pero si en porcentaje. La mortalidad de E. indica
fue de 2 plantas.m? lo que representa un 38 % y la de E. tristachya fue de 3 plantas m=
siendo en porcentaje del 22 %. En la segunda y tercera cohorte la mortalidad fue del 100 %,
lo que se atribuye a la competencia ejercida por el canopeo, ya que en el momento de
emergencia de la segunda cohorte, la soja se encontraba en el estado V3-V4. La biomasa
por planta (g planta) de la primera cohorte sin herbicidas (la Gnica sobreviviente) fue mayor
para E. indica que para E. tristachya. La produccién de semilla.m? de malezas de la primera
cohorte sin herbicidas no difirid entre las especies. Se puede concluir que el incremento en
los bancos de semillas y en la producciéon de semillas de E. indica y E. tristachya puede
reducirse marcadamente mediante la eliminacion de las plantas emergidas por aplicacién de
herbicidas postemergentes al estado de plantula, lo que concuerda con otros estudios en

malezas gramineas.
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Introduccién

La dindmica poblacional consiste en estudiar los cambios en densidad en los distintos
estadios de una especie (semillas en el banco, plantulas, adultos y produccion de semillas).
El conocimiento de la dinamica poblacional de una maleza permite identificar los procesos
demograficos méas vulnerables a través del empleo de herbicidas u otras medidas de control
(Figura 1) (Cousens y Mortimer, 1995). En la mayoria de las especies, el estadio de plantula
es el mas vulnerable (Fenner, 1987; Buhler, 1999).
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Figura 1. Un ciclo de vida idealizado en una asociacion maleza graminea — cultivo de soja
(Adaptado de Cousens y Mortimer, 1995)

Es necesario conocer la dindmica poblacional para mejorar las decisiones de manejo
(Buhler, 1996) ya que una correcta practica de control a largo plazo debe tener en cuenta la
disminucion del aporte de semillas al banco de semillas de malezas en los campos agricolas
(Dyer, 1995).

Existe abundante bibliografia sobre los cambios en la composicion y la abundancia
de los bancos de semillas de las especies de malezas en cultivos agricolas (Cavers, 1983;
Forcella et al., 1992; Holst et al., 2007; Poggio, 2012). El conocimiento de estas diferencias
es necesario para poder anticipar los efectos de las practicas de manejo en la dinamica de

la poblaciéon de malezas (Ball y Miller, 1989; Buhler et al., 1997; Ambrosio et al., 2004;
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Puricelli y Tuesca, 2005; Tuesca y Puricelli, 2007; Creech et al., 2008). El banco de semillas
es la fuente para la renovacién de la mayoria de las malezas y es responsable de los
eventos de emergencia en cohortes de las plantas que permiten que la maleza persista a las
perturbaciones creadas por el hombre mediante la dispersion exitosa a través del espacio
(colonizacion) y el tiempo (es decir, persistiendo como semillas en un sitio) (Buhler et al.
,1997; Buhler, 1999). La creciente preocupacion sobre la resistencia a los herbicidas y la
sostenibilidad agrondémica y ambiental del control de malezas actualmente dominado por
herbicidas muestran la necesidad de un manejo integrado de malezas que se basa en el
conocimiento de la biologia y ecologia de las malezas (Mortensen et al.; 2000, Van Acker,
2009). Para los fines del control, los estudios cuantitativos de la demografia de malezas
pueden ayudar a identificar los cambios en las poblaciones y, en consecuencia, pueden ser
Gtiles para interrumpir el ciclo de vida de las malezas en el punto méas vulnerable (Crawley,
2007). Estos cambios pueden implicar la disminucién (outputs) como emergencia o0

predacion o aumentos (inputs) del banco de semillas como produccion de semillas.

Emergencia de plantulas

Las semillas son 6rganos de almacenamiento de compuestos de alta energia que
suministran a los embriones los recursos necesarios para germinar y establecerse. La
germinacion de semillas de malezas a menudo resulta en la emergencia exitosa de las
plantulas desde la superficie del suelo (Kennedy, 1999; Benvenuti et al., 2001; Van Mourik et
al., 2005) y gran parte del trabajo realizado en la ciencia de las malezas en las ultimas dos
décadas ha tenido como objetivo el conocimiento del momento y la magnitud de la
emergencia de las plantulas de malezas para optimizar los métodos de control (Davis y
Renner, 2007).

Mortalidad de plantulas

Dadas las altas tasas de reproduccion de malezas anuales (Liebman et al., 2001), las tasas
de supervivencia reportadas parecen sorprendentemente altas, y probablemente indican que
la mayor mortalidad de malezas ocurre antes de la emergencia o se debe a medidas de
control posteriores a la emergencia. La tasa de mortalidad generalmente disminuye al
aumentar el tamafio o la edad de la planta (Weiss, 1981; Mahler y Callaway, 1992; Buhler y
Owen, 1997). En cambio, la mortalidad artificial por las practicas de cultivo desarrolladas por
el hombre son una fuente importante que afecta a semillas germinadas y plantulas recién
emergidas a través de los herbicidas preemergentes y plantulas y plantas de malezas por

parte de los herbicidas postemergentes (Faccini y Puricelli, 2007; Puricelli y Faccini, 2009).
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La mortalidad artificial puede también deberse a la utilizacion del control mecanico y cultural
(Gunsolus, 1990; Puricelli et al., 2002). El uso de estos controles en conjunto con el control
quimico permite el manejo integrado de malezas (Harker y O'Donovan, 2013). Aunque la
etapa de semilla es comparativamente menos vulnerable al manejo que la etapa de plantula,
los modelos de simulacion sugieren que la dinamica de la poblacion es particularmente
sensible a la mortalidad de las semillas (Jordan et al., 1995; Puricelli et al., 2007). Segun
Forcella et al. (1992), 50-90% del total de semillas en el banco de semillas se compone de

semillas muertas.

Produccion de semillas

En los agroecosistemas, las semillas ingresan al suelo a través de muchas fuentes, pero la
principal es la produccion de semillas por parte de plantas que escapan al control y se
reproducen dentro del campo (Cavers, 1983). Las semillas acumuladas en el perfil del suelo
contribuyen a aumentar el banco de semillas (Forcella et al., 2003). Poseer un alto
rendimiento reproductivo es un rasgo clave de las malezas exitosas (Perrone et al., 2014).
En particular, las malezas gramineas de verano tienen por lo general una elevada
fecundidad especialmente cuando se encuentran en densidades bajas (Nisensohn et al.,
2011). Incluso en suelos con baja densidad de poblacién de semillas, el nimero de malezas
puede aumentar rapidamente si las plantas pueden producir semillas (Burnside et al. 1986;
Buhler et al. 1998).

Banco de semillas

Banco natural

Los experimentos de campo se pueden realizar con poblaciones de malezas ya establecidas
en forma natural. Los bancos naturales de semillas proporcionan un escenario real de como
las especies respondieron a las condiciones a las que estuvieron expuestas (Mulugeta y
Stoltenberg, 1997). Los estudios con bancos naturales se han realizado creando recintos
para evitar la dispersion de semillas (Peart, 1989), eliminacion de la produccion de semillas
(Putwain et al., 1968) o la eliminacién de las contribuciones del banco de semillas (Edwards
y Crawley, 1999; Rogers y Hartnett, 2001). Estos enfoques permiten un examen explicito de
la contribucion del reclutamiento de plantulas a los bancos de semillas establecidos
naturalmente frente a la produccion de semillas de las generaciones anteriores, pero en

presencia de bancos naturales no son posibles estudios demograficos precisos porque es
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dificil determinar con precision el numero de semillas presentes inicialmente en el suelo (Ter
Heerdt et al., 1996).

Banco artificial

Muchos de los experimentos disefiados para evaluar el banco de semillas a lo largo del
tiempo teniendo en cuenta factores como la germinacion, la emergencia, la descomposicion
y la predacion, se han realizado utilizando bancos de semillas artificiales (Bello et al., 1998;
Gallagher y Cardina, 1998; Kegode et al., 1998; Rehman y Park, 2000; Puricelli et al., 2005).
Los bancos de semillas artificiales consisten en una cantidad conocida de semillas
sembradas en una parcela libre de la especie de maleza considerada, permitiendo asi seguir
el destino de una cantidad conocida de semillas a lo largo del tiempo en diferentes
condiciones (Hartzler et al. 1999; Hussain et al., 2017). Segun diversos autores, los estudios
de bancos de semillas artificiales han proporcionado informacién Util sobre los patrones de

ganancia y pérdida de propagulos (Roberts y Feast, 1973; Buhler y Hartlzler, 2001).

Reclutamiento

El reclutamiento es la proporcion del banco de semillas de malezas que emerge cada afio
(Mortimer et al., 1980) y depende de varios factores (Webster, 2003) que se analizardn mas
adelante: la persistencia de las semillas en el suelo y la capacidad de las semillas para

emerger.

Predacion

La predacion es otro mecanismo importante de pérdida de semillas (Westerman et al.,
2003). Las reservas de energia de las semillas son una excelente fuente de alimento para
una variedad de animales que viven en o cerca de los campos agricolas. Los predadores
gue actian luego de la dispersion de semillas incluyen muchos invertebrados como
carabidos y hormigas (Brust y House, 1988; Zhang et al. 1997; Aslan et al., 2019) y
vertebrados generalistas como aves y roedores (Mittelbach y Gross, 1984, Chambers y
MacMahon, 1994). La importancia relativa de los diversos gremios de predadores de
semillas varia segun los habitats (Hulme, 1998; Menalled et al., 2000; Gallant, 2005). Los
sistemas sin labranza como el estudiado en la presente tesis poseen condiciones propicias
para la predacion (Murdock y Ellis, 1992; Puricelli et al., 2005; Baraibar et al., 2009). Se ha
informado que un 90 % o mas de las semillas de un lote agricola pueden ser removidas por

predacion (Zhang et al., 1997). Por otro lado, el hecho de que el agotamiento de los bancos

86



de semillas poco profundos sea mas rapido que de los mas profundos, es posiblemente

debido a la predacién (Roberts y Feast, 1972; Roberts y Feast, 1973a).

Hipotesis

a) La emergencia de ambas especies de Eleusine difieren en el inicio y en la cantidad de
individuos.

b) La mortalidad natural en el cultivo de soja de las plantulas es reducida en ambas
especies en el primer afio aumentando en el segundo en E. indica y en E. tristachya.

c) La mortalidad artificial de plantas producida por glifosato es menor que la producida por el
graminicida.

d) El reclutamiento de ambas especies de Eleusine es estable entre afios.

e) El control del graminicida sobre la produccion de semillas en todas las cohortes es
superior al de glifosato.

f) En el cultivo de soja, Eleusine indica posee mayor produccién de semillas.m que E.
tristachya.

g) El banco de semillas sin control quimico en postemergencia se incrementa mas en E.

tristachya que en E. indica.

Objetivos

El objetivo de este capitulo es examinar en un banco de semillas establecido artificialmente
la dinAmica poblacional de E. tristachya y E. indica con y sin herbicidas postemergentes
(glifosato y cletodim) en el barbecho y en el cultivo de soja, evaluando la emergencia,
mortalidad de plantulas, biomasa vegetal, produccién de semillas, banco de semillas y

reclutamiento durante 2 cultivos de soja y 3 barbechos.

Sitio experimental

En el Campo Experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional
de Rosario en 2016, 2017 y 2018 se realizaron dos experimentos. El sitio experimental se
encontraba libre de E. indica y E. tristachya y habia estado bajo un sistema de siembra

directa durante mas de 15 afios.

Lluvia
La precipitaciéon diaria se obtuvo en la Estacion Agrometeoroldgica ubicada a 500 m del sitio

de estudio. Hubo suficiente humedad cada afio en la fecha de siembra de soja y en
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consecuencia la emergencia del cultivo ocurrié siempre entre los 6 y los 8 dias después de
la siembra (DDS).

Material vegetal

Las semillas maduras de E. indica y E. tristachya se recolectaron directamente de al menos
50 plantas al azar mediante la agitacion de las inflorescencias dentro de bolsas de papel.
Las semillas se limpiaron, contaron y almacenaron en la oscuridad a una humedad relativa
del 40% a temperatura ambiente hasta su disposicion en el suelo. El porcentaje de
germinacion inicial y la viabilidad de las semillas se determinaron justo antes de la siembra
mediante la colocacion de cuatro repeticiones de 200 semillas de cada especie, en placas
de Petri. Se procedi6 a la incubacion de las cajas en una camara de crecimiento a 20-30 °C
en la luz a 30 mmol m? s2. Las semillas con radicula emergente fueron definidas como
germinadas. Después de 14 dias, las semillas restantes se retiraron, se cortaron y se
trataron con cloruro de tetrazolio (TTC) al 0,1% (Moore, 1985) para determinar la viabilidad.
Las semillas que mostraron un color rosado a rojizo después de 48 h se consideraron
viables. El nimero de semillas viables se determind agregando el nimero de semillas que

germinaron y el numero de semillas que dieron positivo en la prueba TTC.

Experimento 1. Demografia de E. indicay E. tristachya en el barbecho y en soja

Disefio experimental

Se utilizé un disefio de parcelas divididas en bloques completos aleatorizados con tres
repeticiones, siendo el primer factor la especie con dos niveles (E. indica y E. tristachya) y el
segundo factor el herbicida con tres niveles (sin herbicida, glifosato y cletodim). Las parcelas
consistieron en cuadros fijos de 2 x 1 m. En cada tratamiento, una mitad del cuadro se utilizé
para determinar la demografia y la otra para cuantificar la densidad del banco de semillas a
la cosecha de soja. Los cuadros se reubicaron en el mismo lugar luego de la siembra de

soja.

Procedimientos experimentales
A mediados de noviembre de cada afio se realizé la siembra de soja cultivar FN 4505 (Feria
del Norte) plantado a 52 cm entre hileras a una densidad 250.000 plantas ha. Los estadios

fenoldgicos promedio de la soja (Fehr y Cavinness, 1977) se determinaron en cada fecha de
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registro en cinco plantas por parcela. En abril de cada afio y cuando la soja se encontraba
en R8 se procedid a su cosecha.

El control de las malezas en el barbecho se realizé con aplicaciones de herbicidas no
residuales como glifosato y/o glifosato + 2,4-D para un mayor control de latifoliadas cuando
fue necesario hasta fines de septiembre que es el momento donde comienzan a emergen
las maleza del estudio durante el barbecho. Luego, previo a la siembra del cultivo de soja en
noviembre, se realiz6 una aplicacion de glifosato para diferenciar el periodo de barbecho
con el inicio de las cohortes de malezas en el cultivo.

El experimento finaliz6 en noviembre de 2018 inmediatamente después de la

siembra de soja.

Emergencia y mortalidad
Para cada tratamiento, en un cuadro de 1 x 1 m se cuantificaron y marcaron semanalmente
las plantulas emergidas de la especie de maleza correspondiente con fichas de un color
diferente en cada una de las 3 cohortes durante todo el ciclo del cultivo (plantulas emergidas
entre 0 y 30 dias después de la siembra—DDS-, entre 31 y 60 DDS y entre 61 y 150 DDS).
La mortalidad de plantas en cada cohorte se determind contando el nimero de fichas de
cada color sin plantas o con plantas muertas.

Durante todo el experimento, se eliminaron a mano las malezas distintas de E. indica
y E. tristachya que crecieron en los cuadros y alrededor de los mismos para evitar el

sombreado y la lluvia de semillas que podrian afectar los resultados

Produccion de biomasa de malezas

Las plantas de E. tristachya y E. indica se cortaron a nivel del suelo para determinar la
biomasa a la cosecha del cultivo de soja en el cuadro utilizado para la demografia. Se
separaron las plantas entre cohortes y se pesaron después de secarlas a 70 °C durante 48
h.

Produccion de semillas
La produccion de semillas se evalué mediante la recoleccion periddica de inflorescencias
maduras separadas por cohorte y el posterior el conteo de las semillas. Luego del conteo las

semillas se esparcieron en la parcela de la cual se habian extraido las inflorescencias.
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Banco de semillas
Al comienzo del experimento (14 de mayo de 2016), las semillas de E. indica y E. tristachya
se sembraron superficialmente a una densidad de 1650 semillas.m™. La viabilidad de las
semillas utilizadas para establecer el banco artificial de E. indica y E. tristachya fue del 100
%. Se realizé la siembra de semillas de malezas en la superficie porque la parcela estaba
bajo un sistema de siembra directa que es el sistema de labranza mas utilizado en la region.
En 2017 y 2018, a la cosecha del cultivo de soja, se tomaron 6 muestras de suelo en
cada cuadro correspondiente a los distintos tratamientos con un barreno de 5,5 cm de
diametro a una profundidad de 2 cm. Las muestras dentro de cada cuadro se agruparon, se
tamizaron a través de un tamiz de alambre de malla de 0,5 mm y las semillas se separaron a
mano, se contaron y se colocaron en cajas de Petri durante 14 dias para determinar la
germinacion realizando a continuacion pruebas de TTC de las semillas restantes como se

describié antes para la determinacion inicial de viabilidad.

Reclutamiento
El numero de semillas en el banco determinado a la cosecha de soja en otofio se utilizé

como base para calcular el reclutamiento de la siguiente manera:

(Nimero de plantas emergidas entre mayo afio; y mayo afioi.1.m?/nimero de semillas en el

banco en abril afio;.m2)*100

En el dltimo periodo (6 meses) comprendido entre mayo de 2018 y noviembre de 2018
también se evaluo el reclutamiento con las emergencias del barbecho, como se indica a

continuacion:

(Nimero de plantas emergidas entre mayo afiozs Yy noviembre afozos.m?/nimero de

semillas en el banco en abril afioz15.m2)*100

Andlisis estadistico

Para cada afno, la densidad de plantas de E. indica y E. tristachya, el porcentaje de
emergencia y la mortalidad en cada cohorte, la densidad de semillas del banco, el
reclutamiento, la biomasa de la maleza y la produccién de semillas, se analizaron utilizando
ANVA con disefio factorial en parcelas divididas. El analisis permite obtener un efecto
principal del afio y de las repeticiones dentro del afio, y luego los efectos principales de

especies, herbicidas y cohortes, junto con las interacciones entre pares de tratamientos
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(afo, especies, herbicidas y cohortes) y la interaccion de los tres factores. Antes de realizar
los analisis estadisticos, la densidad de plantulas emergidas y muertas y la cantidad de
semillas se transformaron a raiz cuadrada, se realizdé transformacion angular del
reclutamiento, la biomasa se transformé a logaritmo natural siendo la constante agregada de
0,375 y se realiz6 una transformacion logit de la mortalidad de las plantas en porcentaje

para estabilizar las variancias.

Resultados
El registro de las lluvias y la temperatura de Zavalla durante los afios del estudio se

muestran en la Figura 2a, 2b y 2c.
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Figura 2. Lluvia y temperatura durante 2016 (a), 2017 (b) y 2018 (c) registrada en la
Estacion meteorolégica de Zavalla, de la Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad de
Rosario (Lat. 33° 01 'S; long. 60° 53') ubicada aproximadamente a 500 m del sitio
experimental.

Emergencia
La interaccion entre especies, afios y herbicidas fue significativa (P>0,05) (Tabla 1).

Para ambas especies, en el barbecho, la emergencia aumenté a lo largo del
experimento solo en las parcelas no tratadas. La emergencia fue igual en E. indica que en E.
tristachya en 2016 mientras que fue mayor en E. indica en 2017 y 2018. Con ambos
herbicidas, en E. indica la emergencia aumentd en 2017 mientras que disminuyé
notablemente en 2018. En E. tristachya, la emergencia fue baja en el barbecho sin

diferencia entre afos.
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En el cultivo de soja, sin herbicida, la emergencia disminuy6 con los afios para E.
indica y aumentd para E. tristachya. La emergencia fue mayor en 2016 para E. indica,
mientras que en 2016 fue mayor para E. tristachya.

La emergencia (%) en las parcelas no tratadas y con herbicidas en el primer afio fue
mayor en soja que en el barbecho para E. indica y E. tristachya mientras que la emergencia
del segundo afio fue mayor en el barbecho para E. indica, no observandose diferencias en

E. tristachya. No hubo diferencias en la emergencia entre herbicidas.
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Tabla 1. Emergencia en numero y porcentaje de las plantulas en el barbecho (desde la cosecha del cultivo hasta la siembra de soja) y en
el cultivo de soja con tres practicas de manejo: sin aplicacion de herbicidas postemergentes en el cultivo de soja, con cletodim y con
glifosato.

Sin herbicida Cletodim Glifosato
B S B+S B S B+S B S B+S
E. indica

May 16/17 5 b* 25 a* 30 5 b* 24 a* 28 4 b 21 a 25

(%) 17 83 100 16 83 100 15 85 100

May 17/18 61 a* 12 ¢ 73 53 b* 6 d 50 49 b* 5 d 54

(%) 83 16 100 90 10 100 90 10 100

Mayl8/Nov18 84 a* SD 84 8b SD - 8b SD -

(%)
E. tristachya
May 16/17 2 b 18 a 20 2 Db 16 a 19 3 b 17 a 20

(%) 11 88 100 13 87 100 15 84 100

May 17/18 23 a 26 a* 50 6 b 9 b 15 6 b 7 b 13

(%) 53 47 100 39 61 100 46 54 100
May18/Nov 18 31 a SD 31 9 b SD 9 8 b SD 8

Para barbecho (B) y soja (S) en May 16/17 y May 17 /18 y para B en May18/Nov18, en cada especie y dentro de una misma fecha, letras
distintas indican diferencias significativas para la emergencia en nimero segun una prueba de LSD (P<0,05). Para una misma columna y
afio, * indica diferencias entre especies segun una prueba t (P< 0,05). SD = sin datos. El experimento terminé en noviembre de 2018
después de la siembra de soja. B + S = Barbecho +Soja (total).
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En la Tabla 2 se muestra la emergencia por cohortes durante el ciclo de crecimiento

del cultivo de soja.

Tabla 2. Emergencia de plantas por cohortes durante el ciclo de crecimiento del cultivo
de soja

Cohorte Estadio DDS Sin Cletodim Glifosato
soja (1) herbicida
E. indica
2016 1° Ve-V3 0-30 2 aB 3 aB 2 aB
2° V3-R2 31-60 18 aA 14 aA 15 aA
3° R>-Rs  61-150 5 aB 7 aB 4 aB *
2017 1° Ve-V3 0-30 6 aA 3 bA 3 bA *
2° V3-R2 31-60 6 aA 2 bA 3 bA
3° R>-Rg  61-150 1 aB 0 bB 0 bB
E.
tristachya
2016 1° Ve-V3 0-30 2 aB 2 aB 2 aB
2° V3-R2 31-60 15 aA 14 aA 14 aA
3° R>-Rs  61-150 1 aB 1 aB 1 aB
2017 1° Ve-V3 0-30 12 aA 6 bA 6 bA
2° V3-R2 31-60 11 aA 4 bA 2 bA
3° R>-Rg  61-150 3 aB 0 bB 0 bB

Para cada fila, letras minUsculas distintas indican diferencias significativas entre los
tratamientos segun LSD (P<0,05). Para cada tratamiento, especie y afo, letras
mayusculas distintas indican diferencias significativas entre cohortes segin LSD
(P<0,05). Para cada tratamiento, cohorte y afio, * indica diferencias significativas entre
las especies segun una prueba t (P<0,05). Los herbicidas se aplicaron a los 30 DDS.
(1) Fehr y Caviness, 1977.

Se identificaron tres cohortes todos los afios en E. indica y E. tristachya (Figuras 2, 3,
4 y 5). En 2016 no hubo diferencias en el numero de plantas con y sin herbicida en
cada cohorte y la que presentd el mayor nimero de emergencias fue la segunda. En
2017 en ambas especies hubo mayor nimero de plantas sin herbicidas. La tercera
cohorte produjo menos plantas que las dos primeras, las cuales no mostraron

diferencias entre si.
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En el primer afio la tercera cohorte con y sin herbicida de E. indica fue superior
a la de E. tristachya. En el segundo afio, la primera cohorte con y sin herbicida fue
superior para E. tristachya respecto a E. indica y la segunda cohorte de E. tristachya
fue superior a la de E. indica sin herbicidas y con cletodim, no mostrando diferencias
con glifosato.

En las Figuras 3, 4, 5 y 6 se muestran la emergencia total y por cohorte de las
malezas cada 7 dias durante el barbecho y el cultivo de soja con y sin aplicacion de
herbicidas a los 30 DDS en los afios 2016/2017 y 2017/2018.
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Figura 3. Emergencia de Eleusine indica cada 7 dias en el barbecho O, y en el
cultivo de soja por cohortes (1" m; 2% m; 3 O) sin herbicidas (a) y con herbicidas
(b) aplicados a los 30 DDS en 2016/2017. Las emergencias con herbicida son el
promedio de cletodim y glifosato, ya no que mostraron diferencias significativas.
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Figura 4. Emergencia de Eleusine tristachya cada 7 dias en el barbecho O, y en el
cultivo de soja por cohortes (1 B; 2% m; 3" 0O) sin herbicidas (a) y con herbicidas
(b) aplicados a los 30 DDS en 2016/2017. Las emergencias con herbicida son el
promedio de cletodim y glifosato, ya no que mostraron diferencias significativas.
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Figura 5. Emergencia de Eleusine indica cada 7 dias en el barbecho O, y en el
cultivo de soja por cohortes (1 m; 2% m; 3™ O) sin herbicidas (a) y con herbicidas
(b) aplicados a los 30 DDS en 2017/2018. Las emergencias con herbicida son el
promedio de cletodim y glifosato, ya no que mostraron diferencias significativas.
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Figura 6. Emergencia de Eleusine tristachya cada 7 dias en el barbecho 0, y en el
cultivo de soja por cohortes (1 B; 2% m; 3" O) sin herbicidas (a) y con herbicidas
(b) aplicados a los 30 DDS en 2017/2018. Las emergencias con herbicida son el
promedio de cletodim y glifosato, ya no que mostraron diferencias significativas.
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A continuacidon, se muestra la evolucion de Eleusine indica y E. tristachya en
2017/2018 en parcelas testigo (Foto 1, 2, 3, 4 y 5) desde el estadio fenolégico de la
soja V3 hasta R8. En la Foto 6 se puede observar parcelas de Eleusine indica y E.

tristachya con glifosato y cletodim en el estadio fenoldgico R8.

b - - gy ", St~ A ] . gy 1

I |

Foto 1. Plantas de la primera cohorte de Eleusine indica (izquierda) y Eleusine
tristachya (derecha) cuando el cultivo de soja se encontraba en V3 (diciembre de
2017).

Foto 2. Plantas de distintas cohortes de Eleusine indica (izquierda) y Eleusine
tristachya (derecha) cuando el cultivo de soja se encontraba en R2. Las fichas verdes
identifican la segunda cohorte (enero de 2018).
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Foto 3. Plantas en parcelas testigo de la primera cohorte de Eleusine indica con
inflorescencias sobrepasando el canopeo de soja (&) y en el entresurco (b); y de
Eleusine tristachya (c) en el entresurco, cuando el cultivo de soja se encontraba en R5
(febrero de 2018).
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Foto 4. Plantas en parcelas testigo de la primera cohorte de Eleusine indica con
inflorescencias sobrepasando el canopeo de soja (&) y en el entresurco (b); y de
Eleusine tristachya (c) en el entresurco, cuando el cultivo de soja se encontraba en R6
(marzo de 2018).
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Foto 5. Plantas de la primera cohorte de Eleusine indica (izquierda) y Eleusine
tristachya (derecha) en parcelas testigo, cuando el cultivo de soja se encontraba en R8
(abril de 2018).
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Foto 6. Ausencia de malezas en parcela tratada con glifosato (izquierda) y cletodim
(derecha) a los 30 DDS, cuando el cultivo de soja se encontraba en R8 (abril de 2018).

Mortalidad
Se encontré interaccion entre los porcentajes de mortalidad de E. indica y E.
tristachya, con y sin herbicida, afio y cohortes. En consecuencia, los datos se
analizaron por separado (Figuras 7 ay b, y Figura 8 a y b). Sin aplicacion de herbicida
en la primera cohorte, la mortalidad de E. indica en 2016 fue 0,3 plantas.m?, lo que
representa un porcentaje del 17 % de la cohorte. Este valor fue significativamente
menor que el de E. tristachya que alcanz6 0,7 plantas.m?, representando un
porcentaje del 33 % de la cohorte. En 2017 no hubo diferencias en densidad pero si en
porcentaje. La mortalidad de E. indica fue de 2 plantas.m™lo que representa un 38 %y
la de E. tristachya fue de 3 plantas m? siendo en porcentaje el 22 %. En la segunda y
tercera cohorte la mortalidad fue del 100 %, lo que se atribuye a la competencia
ejercida por el canopeo, ya que en el momento de emergencia de la segunda cohorte,
la soja se encontraba en el estadio fenolégico V3-V4 (Fehr y Caviness, 1977).

La mortalidad de plantulas de semilla de E. indica y E. tristachya en el barbecho
en los afos 2016, 2017 y 2018 con una aplicacién de glifosato en presiembra del
cultivo de soja fue total. Sin embargo, la mortalidad de plantas de E. tristachya que se

establecieron como perennes en 2017 y rebrotaron en 2018 fue apenas del 25 % lo
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cual pone de manifiesto la dificultad para controlar esta especie cuando reanuda su
crecimiento en la primavera (Foto 7).
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Figura 7. Porcentaje de mortalidad de Eleusine indica (a) y E. tristachya (b) sin
herbicida (m), con glifosato (O) y con cletodim (=) aplicados a los 30 DDS, en el
barbecho y en cada cohorte de plantas en el cultivo de soja en 2016/2017. Letras
distintas indican para el barbecho y cada una de las cohortes en el cultivo de soja,
diferencias significativas entre tratamientos segun una prueba de LSD (P < 0,05).
Asterisco (*) indica diferencias entre especies para cada tratamiento en el barbecho y
en cada cohorte en soja.
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Figura 8. Porcentajes de mortalidad de Eleusine indica (a) y E. tristachya (b) sin
herbicida (M), con glifosato (O) y con cletodim (H) aplicados a los 30 DDS, en el
barbecho y en cada cohorte de plantas en el cultivo de soja en 2017/2018. Letras
distintas indican para el barbecho y cada una de las cohortes en soja, diferencias
significativas entre tratamientos segun una prueba de LSD (P < 0,05). Asterisco (*)

indica diferencias entre especies para cada tratamiento en el barbecho y en cada
cohorte en soja

Foto 7. Parcelas en barbecho en 2018 luego de una aplicacién de glifosato en las
gue se observa control total de Eleusine indica (izquierda) y escaso control de los
rebrotes de E. tristachya (octubre de 2018)
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Produccion de biomasa de las malezas

La biomasa por planta (g.planta?) de la primera cohorte sin herbicidas (la Unica
sobreviviente) fue mayor para E. indica (18,4 con una densidad promedio de 2
plantas.m? en 2016 y de 23,3 con una densidad promedio de 5 plantas.m? en 2017)
que para E. tristachya (4,8 con una densidad promedio de 2 plantas.m?en 2016 y 5,7
con una densidad promedio de 11 plantas.m™). En la siguiente foto se puede observar
una planta de la primera cohorte de cada especie en la parcela testigo cuando el
cultivo de soja se encontraba en R8.

Foto 8. Planta de la primera cohorte de Eleusine indica (izquierda) y de E. tristachya
(derecha) en la parcela testigo cuando el cultivo de soja se encontraba en R8 en el
afio 2018

Produccion de semillas de las malezas

La produccién de semillas.m™ de la primera cohorte sin herbicidas no difirié entre las
especies y fue para E. indica de 1216 en 2016 y 6336 en 2017 y para E. tristachya
1433 en 2016 y 6890 en 2017. En cambio, en el barbecho de 2018, E. tristachya
produjo 8880 semillas.m™ de plantas de rebrote mientras que las plantulas de E. indica

no produjeron semillas.
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Banco de semillas

Se observo interaccion significativa (P<0,05) entre especies y tratamientos para el
namero de semillas del banco al momento de la cosecha del cultivo de soja (mayo de
2016, 2017 y 2018) y su siembra (noviembre de 2018), por lo que se analizé en forma
separada para cada afio y especies entre tratamientos de manejo; y por otro lado,
entre especies para cada tratamiento. Se determind que sin herbicida el nimero de
semillas se increment6 con el tiempo desde mayo de 2016 a mayo 2018 para E. indica

(Figura 9 a) y durante todo el experimento para E. tristachya (Figura 9 b).

La mayor cantidad de semillas de E. tristachya en noviembre 2018 se debe a que los
vastagos de rebrote produjeron semillas. Ambos herbicidas controlaron todas las
plantas emergidas por lo cual no hubo producciéon de semilla observandose una
disminucion marcada de la poblacién en el banco con el tiempo, lo cual fue mas
acentuado en E. indica que en E. tristachya debido a la menor longevidad de las

semillas de E. indica (ver experimento 2).
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Figura 9. Banco de semillas de Eleusine tristachya (a) y Eleusine indica (b) sin
herbicida (m), con glifosato (3) y con cletodim (E) a la cosecha (mayo) en 2016, 2017
y 2018; y a la siembra del cultivo de soja (noviembre) en 2018. Letras distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos segun una prueba de LSD (P<0,05).
Asterisco (*) indica diferencias entre especies para el mismo afio y tratamiento segun
una pruebat (P<0,05).
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Reclutamiento
El reclutamiento para E. indica y E. tristachya en tres periodos de tiempo se indica en
la Tabla 3.

Tabla 3. Porcentaje de reclutamiento en Eleusine indica y Eleusine tristachya sin
control quimico (testigo) en postemergencia, con graminicida y con glifosato aplicados

a los 30 después de la siembra del cultivo de soja en tres periodos de tiempo.

Eleusine indica Eleusine tristachya
Periodo Testigo Cletodim Glifosato Testigo Cletodim  Glifosato
May 16/17 18a* 1,7a* l15a* 12a l1la 12a
May 17/18 36b* 59a* 58a* 19a 11b 11b
May18/Nov 18 13b* 48a* 40a* 0,4b 10a 09a

Para un mismo periodo y especie, letras distintas indican diferencias significativas
segun LSD (P<0,05). Para cada tratamiento, * indica diferencias significativas entre
especies seguln una prueba de t (P<0,05).

Se observo interaccidn entre especies y tratamientos. En E. indica el reclutamiento fue
mayor que en E. tristachya en los tres periodos determinados. Solamente en el
segundo y tercer periodo se observaron diferencias entre tratamientos. Entre mayo de
2017 y 2018 en E. indica el reclutamiento fue mayor en las parcelas tratadas con
herbicidas, mientras que en E. tristachya fue superior en la parcela testigo (sin
herbicida). Entre mayo y noviembre de 2018, el reclutamiento fue superior en las

parcelas tratadas con herbicidas en las dos especies.

Discusion

Emergencia

Un componente clave de los modelos de la demografia de las plantas es la
emergencia de las plantulas y el conocimiento de los factores que la controlan
(Maxwell et al., 1988; Buhler et. al., 1997; Werle, 2004; Masin, 2012). La flora de
malezas estd dominada por la dindmica de las plantulas que a su vez esta fuertemente
influenciada por los sistemas de cultivo prevalecientes. El presente estudio se realiz6
en un sistema de siembra directa de soja donde la mayoria de las semillas
permanecen en la superficie del suelo después de la siembra del cultivo (Chauhan et
al., 2006; Refsell y Hartzler, 2009) lo que estimula la germinacion y emergencia de
varias especies de malezas Poaceae que representan algunas de los principales

problemas en sistemas de siembra directa en Argentina (Tuesca y Puricelli, 2005). Las
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semillas recién recolectadas de Eleusine indica y de Eleusine tristachya mostraron un
alto nivel de dormicion por lo cual hubo escasa germinacion en el barbecho del primer
afio. Esta alta dormicion inicial también fue observada en la graminea anual Setaria
viridis tanto a campo como en cajas de Petri (Born, 1971).

El periodo de emergencia de E. indica y de E. tristachya en el presente estudio
tuvo una duracion de alrededor de 90 dias. En otros estudios la emergencia continto
en el cultivo de soja hasta fines de otofio (Chuah et al., 2004). El ciclo de E. indica y de
E. tristachya duré 150 dias. En un estudio en Brasil con mayores temperaturas que en
la region pampeana, el ciclo de E. indica tuvo una duracion menor (120 dias),
considerandose terminado en el momento en que la planta inicia la senescencia
natural (Takano et al., 2016). Es relevante conocer la densidad de plantas emergidas
en cada cohorte (Mulugeta y Stoltenberg, 1997). En este estudio, sin herbicidas, la
primera cohorte fue la Unica capaz de sobrevivir y producir semillas lo que coincide
con otro estudio de malezas en soja (Puricelli et al., 2002).

La temperatura se ha propuesto como el factor ambiental mas importante que
limita la germinacion de semillas de malezas en regiones templadas y se ha utilizado
para describir el potencial de emergencia y el tiempo de los bancos de semillas
(Washitani y Takenaka, 1984; Baskin y Baskin, 1989; Forcella, 1993). Es posible que
las diferentes condiciones climaticas o los diferentes niveles de dormicion de las
semillas en el presente estudio sean responsables de las diferencias entre E. indica y
E. tristachya ya que la emergencia comenz6 después de un periodo de temperaturas
frias. La mayoria de las especies de ciclo primavero estival como las gramineas objeto
de la presente tesis poseen mecanismos para posponer la germinacion (Hoyle et al.,
2015). Eleusine indica germina cuando las temperaturas del suelo son superiores a
18° C (Chauhan y Johnson, 2008). La emergencia de E. indica ocurrié antes de la
emergencia de E. tristachya, lo que siguiere que esta Ultima tiene una temperatura
base mas alta para la germinacion y la emergencia que E. indica.

Ademds de la temperatura como desencadenante importante para romper la
dormicion de las semillas en algunas especies, la germinacién de las semillas se
puede vincular también con otros factores ambientales como la lluvia (Werth et al.,
2017). En los barbechos de 2016, 2017 y 2018 las lluvias a partir de agosto fueron
suficientes para permitir la emergencia a partir de octubre en 2016 y setiembre de
2017 y 2018. En 2017, la emergencia de ambas especies durante la soja fue menor
por la presencia de lluvias escasas en diciembre de 2017 a marzo de 2018. Por falta
de lluvias los niveles de humedad del suelo pueden ser insuficientes para la imbibicion
y la emergencia de plantulas (Bittencourt et al., 2016). El efecto de las lluvias en el

patrébn de emergencia de las plantulas de Eleusine spp, se apoya en observaciones
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realizadas en otras especies de malezas (Stoller y Wax, 1973; Mulugeta y Stoltenberg,
1997; Puricelli et al., 2003). Se concluye en este punto que las semillas de E. indica y
E. tristachya perciben y responden a su entorno (Vleeshouwers et al., 1995) para
evitar una respuesta de germinacion a la temperatura o la lluvia que no respaldaria el

crecimiento posterior de las plantulas (Hoyle et al., 2015).

Mortalidad

Otro componente bioldgico requerido para modelar la dinamica del banco de semillas
es una estimacion de la mortalidad de las plantulas (Chauhan, 2006; Davis et al.,
2016). El bajo porcentaje de mortalidad natural de plantulas de la primera cohorte del
presente ensayo asegurd un alto retorno de semillas al banco. Las plantas emergidas
pueden desaparecer debido a la mortalidad natural ya que la emergencia exitosa de
las plantulas de malezas disminuye en respuesta a la baja o muy alta humedad del
suelo y las temperaturas extremas (Weaver, 1988). Las tasas de mortalidad natural
debido a enfermedades, herbivoria y sequia son generalmente bajas para las malezas
establecidas en los cultivos anuales (Liebman et al., 2001). En ausencia de control de
malezas después de la emergencia, las tasas de supervivencia de las malezas
anuales desde la germinaciéon hasta la emergencia se encuentran entre 25 % y 75 %
(Sagar y Mortimer, 1976; Weiss, 1981; Mack y Pyke, 1983; Lapointe et al., 1984;
Mohler y Callaway, 1992) y ocasionalmente superan el 90% (Young, 1986) o se
acercan al 0 % (Lindquist et al., 1995). En cambio, las plantas de E. indica y E.
tristachya de la segunda y tercera cohorte no fueron capaces de sobrevivir bajo el
canopeo denso de la soja que reduce la luz que penetra a través del dosel.

En cuanto a la mortalidad artificial, los herbicidas desempefian un papel
importante en la reduccién de la composicion, la diversidad y la abundancia de
malezas que debe ser bien estudiado en cada agroecosistema (Tuesca et al., 2001,
Puricelli et. al., 2003; Vitta et al., 2004; Puricelli y Tuesca 2005; Andreasen y Streibig,
2011). En el presente estudio, la densidad de ambas especies de Eleusine disminuy6
por efecto de los herbicidas postemergentes, ya sea glifosato o graminicidas a las
dosis de uso ya que las poblaciones fueron susceptibles a estos herbicidas y a que
estos productos poseen accion relativamente rapida después de la emergencia sin
causar dafnos a la soja. Si bien no tienen actividad residual, realizaron un control total
debido a que fueron aplicados al estado de plantula. Este control total elimin6 la
posibilidad de que ambas especies de Eleusine generen semillas y, por lo tanto, una
emergencia considerable de plantulas en el periodo siguiente. En los ultimos afios se
han producido cambios rapidos y drasticos en las poblaciones de malezas como

resultado del uso incorrecto de los herbicidas causando problemas de resistencia y
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ambientales (Evans et al., 2006). Uno de los principales motivos por los que los
sistemas de control basados en herbicidas se han convertido en los méas utilizados en
todo el mundo en un gran nimero de especies, es su alta eficacia para mantener los
bancos de semillas en niveles bajos por reducir el aporte de semillas, en comparacion
con otros métodos de control de malezas. Harker y O'Donovan (2013) determinaron
una mayor produccion de semillas de malezas en una rotacion de maiz/soja con
control mecanico en comparacion con control con herbicidas. Se recomienda utilizar
herbicidas para eliminar las plantulas durante el barbecho antes de la siembra
(Puricelli y Papa, 2006; Oliveira et al., 2017) para asegurar el control de mayor
cantidad de plantas. Los herbicidas postemergentes incluidos en este trabajo
pertenecen a dos mecanismos de accion muy utilizados para control de gramineas: la
inhibicién de EPSP sintasaen el caso del glifosato y la inhibicion de ACCasa en el caso
de los graminicidas, como cletodim y setoxydim (Parker et al., 2006).En evaluaciones
del control de diferentes herbicidas en cultivos de verano en E. indica, el glifosato es
eficaz en biotipos no resistentes si bien en muchos estudios se muestra que solo tuvo
un méaximo de 70% de control sobre plantas pequefas y 55% de control sobre plantas
grandes Takano (2018). En este ultimo trabajo el autor determiné que todos los
graminicidas solos o asociados con glifosato mostraron una eficacia superior al 80%
en las plantas de E. indica, con la excepcion de glifosato + fenoxaprop. En E. indica
resistente al glifosato, con plantas con cuatro macollos, las Unicas opciones eficaces
fueron cletodim, haloxyfop-metil, quizalofop-tefuril, quizalofop-metil y fluazifop solos o
en mezclas con glifosato en aplicaciones de post-emergencia en la soja convencional
o la soja resistente a glifosato (Prachand et al., 2015; Takano et al., 2018). Se cuenta
con abundante informacion sobre el momento de control de E. indica recomendandose
adoptar medidas antes de los 9 dias después de la emergencia (Takano, 2016) y se
sabe que cuando la especie es resistente a glifosato puede requerir dosis mayores a
de 680 g e.a. ha™' de glifosato (Chen et al, 2015). En cambio, antes de la presente
tesis (Capitulo 2) no se disponia de sobre el control quimico de E. tristachya. La
comprension del efecto del control quimico sobre la mortalidad de la poblacion de
malezas de ambas especies de Eleusine puede contribuir a un enfoque integrado para

el manejo en la region de estudio.

Biomasa de las plantas de malezas

En el presente estudio, los pesos secos por planta fueron muy inferiores a los citados
para E. indica en algodon donde se observé un efecto denso dependiente en el peso
por planta que varia entre 42 y 387 g de peso seco a la cosecha (Ma et al, 2015). Esta

diferencia es debida probablemente a que la competencia de la soja es mayor que la

114



de algoddén ya que Job Franco et al. (2017) muestran que la soja ejerce un efecto

competitivo marcado contra E. indica.

Produccion de semillas de malezas

Las gramineas estdn adaptadas a condiciones ambientales cambiantes en cuanto a
temperatura y lluvias, como se ha mencionado anteriormente en relacion a la
germinacion. En consecuencia, son capaces de producir una gran cantidad de semillas
en condiciones variables poco tiempo después de su dispersion (Leon y Owen, 2003;
Leony Owen, 2004; Loddo et al., 2016). La cantidad de semillas producidas es también
variable en las diferentes especies dentro de la familia como es el caso de dos
gramineas como Digitaria sanguinalis que produjo hasta 140 veces mas semillas que
Brachiaria decumbens (Johnson y Coble, 1986). Sin control con herbicidas, las
gramineas pueden producir de 5.460 a 1.259.900 semillas.planta?, incluso creciendo
asociadas a cultivos como el maiz (Johnson y Coble, 1986). En el presente estudio, E.
indica y E. tristachya tuvieron un alto rendimiento reproductivo, que es un rasgo clave
de la reposicién del banco de semillas compartidas por la mayoria de las malezas
exitosas. En otros estudios, la produccion de semillas de E. indica fue aun mayor y
estuvo entre 40.000 (Holm et al., 1977) a 140.000 semillas.planta® (Takano, 2016).

Banco de semillas

Los bancos de semillas varian desde cerca de O hasta 1 millén de semillas m™
(Radosevich et al., 1997). En el presente estudio, la densidad del banco inicial de E.
indica y E. tristachya y la densidad mé&xima alcanzada con herbicidas en 2018 coincide
con otros estudios en los cuales la densidad total de semillas de todas las malezas
entre 0 y 10 cm de profundidad fue de alrededor de 1.300 semillas.m™ en rotaciones
de cultivos en siembra directa (Webster et al., 2003) y 2000 semillas.m? en sistemas
de cultivo convencionales y de altos insumos (Koocheki et al., 2009). Otro estudio
considera que un banco de semillas de malezas de <100 semillas m™? no requeriria
manejo, si posee entre 100 y 1000 semillas m? seria suficiente un control mecanico
mientras que con > 1000 semillas m es seguramente necesario una combinacion de
control mecanico y aplicacion de herbicida para evitar la pérdida de rendimiento del
cultivo (Forcella et al., 1993). Esto indica que una alta densidad en el banco de
semillas del suelo como la considerada en esta tesis puede ocasionar problemas de
manejo considerables debido a la ventaja competitiva de las malezas gramineas sobre
muchos cultivos, particularmente si las especies de malezas dominantes crecen mas

rapido que el cultivo.

115



En el presente estudio se consideré el comportamiento de un banco de
semillas artificial. Este tipo de bancos puede reflejar el comportamiento de un banco
natural especialmente en sistemas con laboreo donde la dormicién de las semillas esta
influida por las fluctuaciones ambientales (temperatura o humedad) que se producen al
invertir el suelo (Pareja y Staniforth, 1985). Sin embargo, ya que no no hubo remocion
del suelo las condiciones en cuanto a cambios en la humedad y la temperatura del
suelo no difirieron de las de un banco natural como los presentes la regién donde esta

generalizada la siembra directa.

Reclutamiento

El reclutamiento involucra el célculo de la emergencia anual de plantulas basada en el
conjunto de semillas que permanecen en el suelo y proporciona una evaluacion
realista del comportamiento de las semillas de malezas en el suelo (Bulher y Hartzler,
2001). Muchos otros estudios han analizado el reclutamiento de plantulas de malezas
en campos (Chancellor, 1964; Grundy et al., 2003; Sester et al, 2006) o en
condiciones controladas (Benvenuti et al., 2001). En el caso de E. indica y E.
tristachya, el reclutamiento estuvo dentro del rango de 0,1 a 5,9 %, que es mas
reducido en amplitud y con limite superior menor al observado por Forcella et al.,
(1992) y Forcella et al. (1997) que estuvo entre 0,1 y 30 %. En otros estudios, el
reclutamiento de las plantulas de las gramineas anuales Setaria glauca, Setaria faberi
y Panicum dichotomiflorum especie oscil6 entre el 3 y el 25% mientras que el de
Digitaria sanguinalis fue de 41 % (Webster et al., 2003). En siembra directa, el
reclutamiento de plantulas fue de 11 a 17% para Lolium rigidum, 8% para Vulpia
bromoides y 32% para Avena fatua (Chauhan et al., 2006). En el presente estudio, el
reclutamiento fue estable y con valores similares a otros experimentos en E. indica
donde la proporcién de plantulas que emergio fue constante y de alrededor del 7 % en
varios cultivos (Chauhan y Johnson, 2008). La estabilidad en el reclutamiento
observada en el presente estudio indica que seria posible predecir la emergencia de E.
indica y E. tristachya a partir de la cantidad de semillas en el banco en la region.

Estos resultados difieren de otros estudios que sefialan que, en muchas
especies de malezas, existe gran variabilidad entre el banco de semillas y las
poblaciones de plantulas (Ball y Miller, 1989; Forcella et al.; 1997; Webster et al.,
2003). Esta variabilidad puede tener varias causas entre las cuales se encuentran el
tamano de la muestra del banco de semillas, el tiempo de la muestra y los diferentes
patrones de reclutamiento en invernadero frente al campo (Derksen y Watson, 1998).
Analizando en el presente estudio las parcelas tratadas y no tratadas se observo

mayor valor de reclutamiento en las parcelas no tratadas. Esto se debe a que se
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establecieron plantas que produjeron semillas incrementando el banco mientras que el
mayor reclutamiento de E. tristachya vs E. indica se atribuye a la mayor longevidad de
E. tristachya. En el ultimo periodo analizado que fue mas reducido que los anteriores,
el porcentaje de reclutamiento menor o igual a 1 en las parcelas testigo de ambas
especies se debe por un lado al abultado banco de semillas formado luego de la
dispersion de semillas del periodo anterior y por el otro a que solo se considero la

emergencia de las plantas en el barbecho.

Predacion

La predacién no se determin6 en el presente estudio, pero es probable que haya
contribuido a la pérdida de semillas debido a que los predadores oportunistas de
semillas pueden realizar un control biol6gico significativo de malezas, lo que reduce la
longevidad del banco de semillas, como se ha observado en otros estudios (Zhang et
al. 1997; Vander Wall et al. 2005; Puricelli et al., 2005; Benvenuti, 2007). La predacion
en gramineas se ha cuantificado en aproximadamente 20 % en Echinochloa colona en

un sistema conservacionista (Cromar et al., 1999).

Experimento 2. Efecto de la profundidad de entierro en la longevidad de la
semilla de Eleusine indica y Eleusine tristachya.

Introduccién

La longevidad de una semilla se define como la vida atil de la semilla desde que es
producida por la planta madre hasta que germina. Esta informacién es importante para
comprender los cambios del banco de semillas en el tiempo ya sea en superficie 0 en
profundidad (Davis y Renner, 2007).

El decaimiento implica la descomposicion de las semillas como resultado del
envejecimiento y el ataque de patdgenos (Lonsdale, 1993; Kremer, 1993; Gallandt,
2006) que en algunos casos se encuentran en las mismas semillas de malezas
(Kirkpatrick y Bazzaz, 1979).

El objetivo de este experimento fue estudiar la longevidad de las semillas de

Eleusine tristachya y Eleusine indica.

Hipotesis
La longevidad de las semillas en superficie vs 5 cm de profundidad a los 24 meses es

mayor, si bien el porcentaje de longevidad difiere entre especies.
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Disefio experimental

El experimento de entierro de semillas de ambas malezas se inicié en mayo de 2016 y
aun continta. El disefio experimental fue factorial en parcelas divididas con cuatro
réplicas de la subparcela especies anidadas dentro de la duracion del entierro de la
parcela principal. Se seleccionaron al azar 100 semillas viables de E. indica y E.
tristachya de las poblaciones de Zavalla y se colocaron en una bolsa semipermeable
de 5 cm x 5 cm hecha de malla plastica de 0,5 mm a profundidades de O (superficie) y
5 cm en el campo. La malla utilizada permitio el flujo natural de agua y patégenos y
resguardé a las semillas de la predacion. Para determinar el efecto de la profundidad
de enterramiento en ambas especies, se recogié una bolsa de cada profundidad
semestralmente. Las semillas recuperadas se sacaron de las bolsas de malla, se
lavaron con agua esterilizada y se colocaron en cajas de Petri en incubadores a 14 h
luz y 10 h de oscuridad con 30-20 °C respectivamente para determinar la germinacion.
A las semillas no germinadas se les realiz6 una prueba de TTC como se indicé para el
experimento 1. El decaimiento fue calculado como n° de semillas iniciales - (n°

semillas recuperadas - semillas germinadas - semillas viables) * 100.

Resultados

Como se observa en la Figura 8, a los 6 y 12 meses la longevidad de E. indica y E.
tristachya fue similar entre profundidades. A los 6 y 12 meses fue menor para E. indica
con 76 % y 65 % respectivamente, que para E. tristachya con valores de 96 % y 89 %.

Entre los 18 y los 30 meses fue menor en E. indica que para E. tristachya. A los
18 meses fue para E. indica de 44 % a0 cmy 61 % a 5 cm y para E. tristachya de 87
% en ambas profundidades. A los 24 meses para E. indica fue de 32 % a0 cmy 49 %
5 cmy en E. tristachya de 80-85 % sin diferencia entre profundidades. A los 30 meses
para E. indica fue de 20 % a0 cmy 35 % a 5 cm y en E. tristachya de 70-80 % sin
diferencia entre profundidades.

A los 36 meses hay diferencias en la longevidad en ambas profundidades
siendo menor en E. indica (10 % a0cmy 23 % a5 cm) que en E. tristachya (50 % a 0

cmyde 60 % a5 cm).
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Figura 8. Efecto de la profundidad de entierro sobre la longevidad (%) de semillas de
Eleusine indica en superficie ( ) y a 5 cm de profundidad ( ) y de Eleusine
tristachya en superficie (===) y a 5 cm de profundidad ( ) en condiciones de
campo. Cada punto es un promedio del nimero total (%) de semillas que no
germinaron en el campo, y que respondieron positivamente a la prueba de viabilidad.

Discusién

La longevidad de semillas de malezas desempefia un papel clave en el
comportamiento de la poblacién de malezas a lo largo del tiempo (Loddo et al., 2015).
Los experimentos de entierro de semillas y las pruebas posteriores de germinabilidad
o viabilidad pueden identificar con bastante precision la longevidad del banco de
semillas del suelo. En el presente experimento se observéd una gran disminucién en las
semillas del banco de E. indica a los 36 meses del entierro. En contraste, en otro
estudio, E. indica en profundidad demostré6 un comportamiento diferente, con mayor
longevidad y sin dormicién (Masin et al., 2006).

La mayoria de las gramineas tienden a germinar en gran medida en los
primeros afios después de la dispersion y generalmente se caracterizan por una
menor longevidad en el suelo que las latifoliadas (Buhler 1999; Bulher y Harztler, 2001,
Masin et al. 2006). Zorner et al. (1984) encontraron pérdidas de 80 % por decaimiento
en semillas de gramineas luego de permanecer 6 meses en la superficie del suelo. En
consecuencia, si se controlan las emergencias, la reduccién del banco de semillas se

puede lograr mas facilmente con malezas gramineas en relacion con las malezas de
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hoja ancha, como Abutilon theophrasti, que se considera una de las semillas méas
longevas en condiciones agricolas (Lueschen et al., 1993; Buhler y Hartzler, 2001).
Por otro lado, en E. tristachya el banco se redujo solo a la mitad lo que indica que
muchas semillas tienen la capacidad de permanecer viables en condiciones de campo
durante al menos 36 meses después de la dispersion desde la planta madre.
Posiblemente esto se atribuya a que E. tristachya es perenne ya que la longevidad de
las semillas de muchas gramineas perennes como Sorghum halepense es mayor que
el de gramineas anuales como Echinochloa colona y Avena sterilis (Burnside et al.,
1996). Los resultados también coinciden con estudios de Burnside et al., (1986)
guienes encontraron que la densidad de las semillas en el suelo disminuy6 en un 95 %
después de un periodo de 5 afios y con Humphries et al. (2018) que han identificado
gue entre el 74 % y el 91 % de las semillas de la graminea N. trichotoma germinan en
los primeros seis a doce meses, y que algunas semillas permanecen latentes en el
suelo hasta tres afios antes de perder su viabilidad. En general, la menor cantidad de
semillas recuperadas de profundidad se debe a la degradaciéon microbiana (Buhler et
al.,, 1997). Asi, el entierro a 5 cm tuvo un efecto protector sobre las semillas,
especialmente en E. indica, ya que estas semillas tenian una mayor viabilidad en
comparacion con aquellas expuestas a las condiciones de la superficie. La
descomposicién microbiana de las semillas en el banco de semillas es un mecanismo
potencial de control biolégico de malezas que se dirige directamente a las semillas
(Kennedy, 1999; Kremer, 1993). Esto ha sido observado en un gran numero de
estudios de longevidad de semillas de malezas (Lewis, 1973; Dawson y Bruns, 1975;
Egley y Chandler, 1983). La ausencia de germinacion en profundidad puede deberse a
la hipoxia y las bajas tasas de difusibn gaseosa en el suelo (Benvenuti, 2003;
Chauhan, 2008).

En otro estudio las diferencias en longevidad de las semillas entre las especies
se hicieron evidentes después de 18 meses (Saatkamp et al., 2009) por lo que los
autores proponen que se utilice la densidad de semillas en el suelo y el porcentaje de
longevidad de las semillas después de 1,5 afios de entierro como los dos factores
principales en la formacion de bancos de semillas en el suelo. Considerando los datos
de abundancia de semillas sin herbicidas en el suelo del experimento 1 y el de
longevidad del Experimento 2 se observa que a los 24 meses que la densidad de E.
indica fue de 6440 semillas.m? y la longevidad en superficie fue 22 % mientras que la
densidad de E. tristachya fue de 8500 semillas.m? y su longevidad de 80 %. De estos
datos se infiere que el banco de semillas de E. tristachya es mas persistente que el de

E. indica.
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CAPITULO V

Factores de las hojas que afectan la absorciéon de herbicidas y dafio anatémico
foliar causado por herbicidas en Eleusine indica y Eleusine tristachya en dos

estados de crecimiento
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CAPITULO V

Factores de las hojas que afectan la absorciéon de herbicidas y dafio anatémico
foliar causado por herbicidas en Eleusine indica y Eleusine tristachya en dos
estados de crecimiento

Resumen

La superficie foliar es la primera barrera que debe atravesar un herbicida
postemergente para ingresar en una planta. La absorcion foliar y la eficacia biolégica
de los herbicidas depende de la morfologia y composicién quimica de la superficie
foliar, de la permeabilidad de la cuticula y de la anatomia foliar de las malezas. Las
caracteristicas de la superficie foliar como las ceras cuticulares y epicuticulares, y la
presencia de tricomas y estomas, pueden variar entre especies, biotipos y estados de
crecimiento de las malezas. Esta informacién es escasa en Eleusine indica y se
encuentra ausente en Eleusine tristachya ya que es una maleza de reciente aparicion
en los sistemas agricolas y no ha sido estudiada previamente. El objetivo de este
capitulo fue caracterizar morfolégicamente las hojas de Eleusine indica y de tres
biotipos de Eleusine tristachya (Aranguren, Crespo y Zavalla) en estado vegetativo y
reproductivo a través de la comparacion de la densidad de tricomas, estomas, y la
cantidad de ceras epicuticulares para analizar si estas caracteristicas morfoldgicas
contribuyen a una menor susceptibilidad a los herbicidas; y anatbmicamente a través
del estudio en las alteraciones producidas en la anatomia de estas malezas luego de
la aplicacion de glifosato, haloxifop y cletodim. En estado vegetativo la densidad
estomatica en Eleusine indica fue menor con respecto a los biotipos de E. tristachya
Crespo y Zavalla. El biotipo de E. tristachya Aranguren no mostré diferencias con el
resto de los biotipos ni con E. indica. Cuando las plantas alcanzaron el estado
reproductivo, E. tristachya Aranguren registrd la mayor densidad estomatica. La
densidad estomatica de los nomofilos aument6 en todos los casos al pasar de estado
vegetativo a reproductivo. La cantidad de ceras epicuticulares en estado vegetativo y
reproductivo fueron mayores para los biotipos de E. tristachya Aranguren y Crespo.
Para cada especie y biotipo no se hallaron diferencias entre estados de crecimiento.
No se pudo correlacionar el nimero de estomas con la sensibilidad a los herbicidas, a
excepcion del biotipo de E. tristachya Aranguren en estado reproductivo con glifosato
en el cual fue positiva. En el resto de los biotipos las caracteristicas morfolégicas no

explicaron la sensibilidad mostrada en el capitulo dos.
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Todos los herbicidas produjeron cambios en la anatomia foliar de las malezas a
las 96 horas después de su aplicacion, principalmente en el espesor de los tejidos de

la hoja.

Introduccién

La superficie foliar es la primera barrera que debe atravesar un herbicida
postemergente para ingresar en una planta. La absorcion foliar y la eficacia de los
herbicidas depende de la morfologia y composicion quimica de la superficie foliar y de
la permeabilidad de la cuticula de los cultivos y de las malezas (Franke, 1969; Hull et
al., 1975; Baker, 1982; Bukovac et al., 1990; Dayan et al., 1996a, b; Burghardt et al.,
1998; Beattie y Marcell, 2002; Bondada y Oosterhuis, 2002). En particular, la cuticula
estd conformada por ceras cuticulares y epicuticulares de naturaleza hidrofébica, y
tiene por funcion proteger a las células de la deshidratacién y evitar que sustancias y
organismos nocivos para la planta (xenobidticos), ingresen a la misma. (Puricelli,
2016).

La actividad de los herbicidas de contacto depende en mayor medida de esta capa
(Chamel, 1986), mientras que la de los sistémicos como los evaluados en esta tesis,
dependen, también de su capacidad para translocarse hasta el resto de la planta
(Franke, 1969; Hull et al., 1975; Bukovac et al., 1990; Dayan et al., 1996a, b; Burghardt
et al., 1998; Beattie y Marcell, 2002; Bondada y Oosterhuis, 2002; Shaner, 2009).

La penetracion de la cuticula es un proceso meramente fisico, que actualmente
es explicado por la “hipétesis de las dos vias”. De acuerdo a este punto de vista, una
de las vias pasa a través de la fase amorfa de ceras cuticulares y es exclusiva para
solutos lipofilicos, mientras que la segunda se da a través de poros con dimensiones
moleculares que se encuentran llenos de agua y es utilizada por iones inorganicos y
compuestos organicos solubles en agua como glifosato (Chamel, 1986; Santier y Cha
mel, 1998; Riederer y Schreiber, 2001; Schreiber et al., 2001; Schreiber, 2002) Devine,
1988; Schreiber, 2002; Beattie y Marcell, 2002; Shaner, 2009). Las ceras presentes en
la cuticula son la barrera principal que controla la tasa de difusion transcuticular de
compuestos lipofilicos como los graminicidas (Schreiber y Schonherr, 1992, 1993;
Schreiber et al., 1996; Santier & Chamel, 1998; Storey y Price, 1999).

La cutiucula, en general, esta formada por varias zonas: la mas externa se llama
cuticula propiamente dicha, contiene cutina y ceras intracuticulares, sin presencia de
compuestos tipicos de la pared celular, generalmente es polilamelada;, mas
internamente se ubica una regién denominada capas cuticulares, que forma la mayor

parte de la cuticula y puede presentar celulosa; y, por Ultimo, una capa de sustancias
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pécticas que continda con la lamina media de la pared celular (Chamel, 1986; Chamel
& Vitton, 1996; Flores-Vindas, 1999). Sobre la cuticula se pueden depositar las ceras
epicuticulares. Estas Ultimas pueden ser depositadas en una variedad de formas:
pelicula fina, placas o cristales (granulos, bastones, tubulos, costras, agregados, etc.)
(Barthlott et al., 1998), existiendo un paralelismo entre la diversidad de formas y la
composicion quimica (Koch y Ensicat, 2008).

La estructura y composicion quimica de la cuticula muestra variaciones entre las
diferentes especies, y dentro de una especie determinada, varia ademas en funcion de
la edad de la hoja. A medida que aumenta la edad existe un incremento en la
deposicion de los diferentes compuestos quimicos de la cuticula provocando una
reduccion en la absorcion de compuestos por la hoja (Hull et al., 1975). Estas y otras
caracteristicas de la superficie foliar como la rugosidad o presencia de tricomas y
estomas y glandulas, ademas de su anatomia foliar pueden afectar la eficacia de
absorcion de herbicida en las malezas, interviniendo en la adherencia y su penetracion
(Wanamarta y Penner, 1989; Mcwhorter y Ouzts, 1994; Monquero et al.,, 2004a;
Huangfu et al., 2009) y varian en forma y cantidad en funcion de la especie (Esau,
1982) y entre individuos de una misma especie cuando crecen ante condiciones
ambientales diferentes (Hatterman-Valenti et al., 2011).

La densidad de estomas y tricomas presentes en la epidermis foliar produce
variaciones en la morfologia de la superficie foliar que se relacionan con la absorcién
diferencial de herbicidas. En distintas poblaciones de Brassica juncea (Huangfu et al.,
2009) encontraron una correlacién positiva entre el nimero de tricomas y la menor
sensibilidad al glifosato, sin embargo en estas especies no se pudo correlacionar de
manera significativa la cantidad de ceras epicuticulares con la distinta sensibilidad. Por
otro lado en Commelina erecta, Ipomoea grandifolia y Petunia axillaris una mayor
cantidad de ceras estuvo asociada con una menor absorcién total o mayor tiempo de
absorcion de glifosato (Monquero, 2004; Dellaferrera, 2013), finalmente se ha
encontrado que la mayor proporcion de compuestos hidrofébicos en la composicion de
la cuticula, asocia con una menor absorcién de glifosato en Parietaria debilis y
Commelina erecta (Monquero, 2004; Dellaferrera, 2013).

Debido a su comportamiento hidrofilico, la primera barrera foliar que debe vencer
el glifosato para su absorcion es la cuticula, conformada por ceras cuticulares y
epicuticulares de naturaleza hidrofébica. También la cuticula actda controlando la tasa
de difusion transcuticular de los compuestos lipofilicos como los graminicidas cletodim
y haloxifop (Schreiber & Schonherr, 1992, 1993; Schreiber et al., 1996; Santier &
Chamel, 1998; Storey & Price, 1999).

124



Luego de pasar por la cuticula, los herbicidas deben atravesar la pared y la membrana
plasmatica para poder ingresar al citoplasma de las células epidérmicas, y
posteriormente atravesar la pared y plasmalema de los tejidos -clorofilianos
subepidérmicos, para llegar luego al floema y/o xilema en el que ocurrird su
translocacion hasta los sitios de accion (Satchivi et al.,, 2000). La cuticula y la
membrana plasmatica son los obstéculos dificiles de sortear, ya que el paso a través
de la pared celuldésica es relativamente facil debido a la presencia de espacios
interfibrilares e intermicelares llamados ectodesmos o teicodos (Franke, 1969; Flores-
Vindas, 1999).

El movimiento del glifosato por el floema sigue la misma ruta que los fotosintatos
desde hojas fotosintéticamente activas hacia los lugares de la planta que los utilizan
(raices, tubérculos, rizomas, hojas jévenes y regiones meristematicas). Es por esto
gue las condiciones que benefician la fotosintesis favorecen también la accién del
glifosato (Della-Cioppa et al., 1986). Se desconoce el mecanismo de reduccién de la
translocacion del glifosato, pero el patron de su movimiento y acumulacion puede
ayudar a identificarlo (Gomez de Enciso, 2009). El herbicida debe entrar en el
protoplasto de las células del floema, presumiblemente por via simplastica. El glifosato
puede hacer esto ya sea por difusion masal en las células del mesdfilo, seguido por el
movimiento hacia el floema a través de los plasmodesmos, o puede ser tomado
activamente en el mesofilo o en células acompafiantes a través de un transportador
fosfato. Una vez que el glifosato entra en el elemento criboso, queda atrapado debido
a sus propiedades hidrdfilas y es transportado hacia los tejidos destino (Shaner, 2009).
En varias especies de malezas la causa de resistencia a glifosato parece ser una
translocacion reducida hacia los meristemas. El glifosato se moviliza menos en los
biotipos resistentes vs los susceptibles, lo cual determina diferencias de 3 a 10 veces
en las concentraciones que inhiben el 50 % del crecimiento (GRsp). Este mecanismo
se ha identificado en biotipos de Conyza canadensis (L.) Cronquist (Feng et al., 2004)
Lolium rigidum Gaudin (Wakelin et al., 2004), Lolium multiflorum Lam. (Perez-Jones et
al., 2007) y Conyza bonariensis (L.) Cronquist (Dinelli et al., 2008).

La absorcion del glifosato se produce rapidamente a través de la cuticula
mientras que la translocacion por simplasto es lenta. La duracion de este proceso
depende de varios factores: la especie, la edad de la planta, las caracteristicas de la
superficie foliar, las condiciones ambientales, la concentracién del glifosato y el
surfactante (Satchivi et al., 2000).

Los tricomas presentes en la superficie foliar pueden interceptar las gotas de una
aspersion impidiendo que estas alcancen la epidermis propiamente dicha (Ricotta &

Masiunas, 1992) y en general, existe una correlacién positiva entre su densidad y la
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absorcion del herbicida (Huangfu et al., 2009). La absorcion foliar puede estar
correlacionada también con el niumero de estomas, sin embargo generalmente solo el
10 % de los estomas contribuyen a la absorcion, como fue estudiado en Allium porrum
L. (cv.Tropita) (Eichert y Burkhardt, 2001). En esta especie la penetracion a través de
los estomas esta controlada por la distribucion de las ceras epicuticulares (Eichert y
Burkhardt, 2001), de esta forma la cantidad y presencia de ceras sobre los estomas
afectard la absorcion por esta via. Sin embargo, entre todas las caracteristicas foliares
la cuticula ha sido considerada como la principal barrera que actta sobre la absorcion
foliar de herbicidas (Bukovac, 1976).

Las ceras se destacan como la principal barrera a las pérdidas por transpiracion
y a la entrada de productos quimicos hidrosolubles (Santier & Chamel, 1998). A pesar
de que la morfologia de las mismas es controlada genéticamente, la cantidad y
distribucién pueden ser modificadas por las condiciones ambientales (Barthlott et al.,
1998) como temperatura, humedad, intensidad de luz, fotoperiodo y pH; aunque la
temperatura es el factor mas importante (Hull et al., 1975; Riederer y Schreiber, 2001).
En varias especies se encontr6 que la mayor tolerancia a los herbicidas era
consecuencia de una mayor cantidad de ceras superficiales, las que blogueaban la
absorcion. En Commelina benghalensis L. se establecié que el principal mecanismo de
tolerancia al glifosato fue la absorcién diferencial relacionada con caracteristicas de las
ceras epicuticulares y la presencia de un metabolismo diferencial (Monquero et al.,
2004a).

Las ceras se depositan sobre la cuticula formando cristales (Baker, 1982; Hess
et al., 1974). Estas ceras epicuticulares contienen principalmente una variedad de
hidrocarburos de cadenas cortas y largas, alcoholes, &cidos, ésteres, aldehidos y
triterpenos (Baker, 1982). La cera es considerada esencialmente no polar lo que le
confiere caracteristicas hidrofébicas, sin embargo existen variaciones entre especies.
Dentro de los compuestos constituyentes de las ceras, los hidrocarburos son
considerados altamente hidrofébicos mientras que los alcoholes, ésteres y 4cidos son
relativamente hidrofilicos (Baker, 1982), ademas compuestos de cadenas carbonadas
mas largas resultan méas hidrofébicos que sus homodlogos de cadenas mas cortas
(Wen et al., 2006). La proporcion relativa de los compuestos que forman las ceras
epicuticulares pueden ofrecer una idea de cual es el grado de hidrofobia de la
superficie foliar de cada planta en particular. La composicion de las ceras tendria una
relacion mas directa con la absorcion que la cantidad total (Monquero et al., 2004a).
Sin embargo, en algunas especies se encontrdé que la mayor tolerancia a los
herbicidas era consecuencia de una mayor cantidad de ceras superficiales, las que

blogueaban la absorcién. La remocion de estas ceras con cloroformo incremento la
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absorcién de glifosato en plantas de coca (Erythroxylum coca var. coca (Lam.))
comparada con individuos con las ceras epicuticulares presentes (Ferreira y Reddy,
2000).

Finalmente, como se indicé previamente, la morfologia de las hojas tiene
influencia sobre la cantidad de herbicida interceptado y retenido; y la anatomia de las
hojas practicamente determina la facilidad con la que estos productos seran
absorbidos, por lo que el estudio anatomico de las hojas puede mejorar la
comprension de las barreras que cada especie impone a la absorcion de los herbicidas

y, consecuentemente, proporcionar estrategias para superar estos obstaculos.

Los caracteres anatémico-foliares del género Eleusine concuerdan en lineas generales
con los asignados a la subfamilia Eragrostoideas, "tipo cloridoide" de Brown (1958).
Dicho tipo se caracteriza por el clorénquima radiado de células dispuestas en una
serie, vaina mestomatica presente por lo menos en los haces vasculares primarios, y
vaina parengquimatica bien desarrollada con cloroplastos. En efecto, en el "tipo
cloridoide" de Brown el haz vascular es el centro de radiacion del clorénquima (Figura
1).

Figura 1. Corte transversal de lamina foliar de Eleusine indica (L.) Gaertn: haz
vascular terciario con su vaina y clorénquima radiado (Sanchez, 1974).

El andlisis anatémico foliar podria ser aplicado con éxito en la identificacion de las
especies sensibles, tolerantes o resistentes a ciertos quimicos, asi como en la
descripcion de los sintomas fitotoxicos, contribuyendo a los estudios de selectividad
del herbicida a las especies terrestres o0 acuaticas (Procopio et al., 2003b). Los
herbicidas generan post aplicacion una serie de cambios anatémicos. En Brachiaria
subquadripara (Trin.) Hitchc. la aplicacion de glifosato aumento el porcentaje de haces
vasculares y de lagunas en el aerénquima a los 16 dias post aplicacion (Costa et al.,
2011). Tuffi Santos et al. (2004) mencionan que el glifosato produce sobre la anatomia

foliar una desorganizacion completa del mesoéfilo que termina con la muerte celular, no
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afecta a los tejidos epidérmicos ni a los vasculares; sin embargo, en otras especies
tolerantes se observo la desaparicion o decoloracion de los plastidios y un colapso del
parénquima en empalizada sin produccién de muerte celular (Traggiay et al., 2009).
Por otro lado, Malpassi (2005) indico que la aplicacion de quizalofop p tefuril en
plantas de E. indica produjo desde vainas con cloroplastos desorganizados o ausentes
hasta hojas que presentaron todo su mesdfilo (incluida la vaina) sin cloroplastos.

El andlisis de la influencia de la superficie y anatomia foliar en la deposicion y
subsecuente absorcién y translocacion del herbicida permitiria comprender mejor el
comportamiento de las especies de maleza Eleusine indica y Eleusine tristachya a los

herbicidas glifosato, cletodim y haloxyfop.

En este capitulo se comparan la densidad de tricomas, estomas, y la cantidad de
ceras epicuticulares en Eleusine indica y en tres biotipos de Eleusine tristachya
(Aranguren, Crespo y Zavalla) con el objetivo de analizar si estas caracteristicas
morfologicas contribuyen a una menor susceptibilidad a los herbicidas, y se estudian
las alteraciones producidas en la anatomia de estas malezas luego de la aplicacién de

glifosato, haloxifop y cletodim.

Hipotesis

Las hipétesis son:

a) La densidad estomatica, la densidad de tricomas y la cantidad de ceras en
nomofilos de tres biotipos de E. tristachya y un biotipo de E. indica son
distintas, afectando de manera diferencial la absorcion y en consecuencia la
eficacia de glifosato y graminicidas.

b) La cuticula de individuos méas desarrollados (con mas de tres macollos)
presenta una mayor acumulacién de ceras que actian como un compartimento
de la acumulacién de herbicidas y, por lo tanto, impiden mayormente la entrada
de graminicidas y en menor medida de glifosato.

c) El dafio anatdbmico foliar en plantas E. tristachya y E. indica difiere con los
herbicidas glifosato, cletodim y haloxifop; y con el estado de desarrollo de la

maleza.
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Objetivo general:
- Caracterizar morfologica y anatémicamente las hojas de E. indica Zavalla y de E.

tristachya en estado vegetativo y reproductivo

Objetivos particulares:

- Caracterizar las estructuras presentes en la epidermis foliar que podrian comportarse
como una barrera mecanica para la absorcion y el posterior traslado de los herbicidas
glifosato, cletodim y haloxifop en un biotipo de E. indica y tres biotipos de E. tristachya
en estado vegetativo y reproductivo.

- Describir el dafio producido por estos herbicidas en la anatomia foliar de E. indica

Zavalla y E. tristachya Crespo en estado vegetativo y reproductivo.

Materiales y Métodos

Se cultivaron plantas de un biotipo de E. indica: Zavalla (Santa Fe) y tres biotipos de E.
tristachya: Aranguren (Entre Rios), Crespo (Entre Rios) y Zavalla (Santa Fe). Todas
las semillas germinaron en papel de filtro himedo dentro de placas de Petri, luego
fueron trasplantadas a macetas que contenian una mezcla de turba y tierra (1:2 v/v) en
sala de crecimiento a una temperatura de 20/30 °C (dia y noche) con un fotoperiodo
de 16 h y una intensidad luminica de 500 umol m?2 s con 60 — 80 % de humedad
relativa. Se realizaron dos siembras en diferentes fechas (con la misma metodologia
gue en el capitulo dos) a fin de obtener plantas en estado vegetativo y reproductivo al

momento de la caracterizacion de la superficie foliar.

Caracterizacion de la superficie foliar

Se contabilizaron los estomas y tricomas en la regién central de la superficie adaxial
de la lamina foliar. Para esto se desprendi6 la epidermis adaxial en la region media de
la lamina foliar correspondiente a la zona inmediata adyacente a la nervadura central.
La seleccién de esta zona de la hoja se fundamenta en que la frecuencia estomatica
generalmente es mayor en el apice y en la base foliar, asi como también es mayor en
los bordes de la lamina comparada con la regién vecina a la nervadura central (Knecht
and Orton, 1970). Las muestras de epidermis fueron montadas en sendos portaobjetos
con agua y se fotografiaron a 400 aumentos con una camara Canon Rebel T3i 600d
montada a un microscopio Leica DM1000 y controlada desde ordenador. Las
imagenes fueron calibradas mediante fotografias a la misma resolucion de una escala

graduada, y analizadas mediante el programa ImageJ (Abramoff et al., 2004). Sobre
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estas imagenes se contd el nimero de estomas y numero de tricomas sobre una
superficie conocida y se expresaron como densidad estomatica (estomas/mm?) y
densidad de tricomas (tricomas/mm?).

Las mediciones se realizaron en 15 preparados por especie y biotipo extraidos
de 5 plantas (3 preparados por planta). En cada estado de crecimiento se analizo
estadisticamente cada factor (densidad estomatica y densidad de tricomas) mediante
el test LSD a nivel de 0,05 de significancia para evaluar si habia diferencias

significativas debidas a la especie y/o el biotipo.

Caracterizacion de cantidad de ceras epicuticulares

Las ceras epicuticulares se extrajeron de 40 hojas de 10 plantas por especie. Las
hojas de cada especie fueron introducidas separadamente en recipientes con
cloroformo y metanol (90:10 ml) por 30 segundos agitandose suavemente para evitar
gue las hojas se rompan y se produzca la liberacién de clorofila y otros compuestos.
Los extractos obtenidos fueron filtrados y evaporados sobre una placa a 55 °C hasta
reducir el volumen a aproximadamente 15 ml. Esta solucién (cloroformo + ceras) fue
transferida a tubos de 25 ml de peso conocido. El cloroformo fue evaporado a
temperatura ambiente y los tubos se pesaron a los 2 y 4 dias (hasta alcanzar peso
constante) después de la obtencién del residuo sélido (ceras). La cantidad de ceras se
expres6 por unidad de area foliar (ug/cm?). Para esto se determind el area foliar de
todas las hojas utilizadas previo a la extraccion con un medidor de &rea foliar LI-COR
modelo 3000. En cada estado de crecimiento se analizé estadisticamente la cantidad
de ceras para evaluar diferencias significativas debido a la especie y/o al biotipo

mediante el test LSD a nivel de 0,05 de significancia.

Estudios anatémicos foliares

Para evaluar el dafio anatémico foliar causado por el herbicida se aplicG sobre
individuos de Eleusine indica Zavalla y Eleusine tristachya Crespo una dosis de 1080 g
i.a. ha'! de glifosato (sal potasica 62 % p/v); 60 g i.a. ha® de Cletodim (cletodim
24%plv) y 60 g ia ha' de Haloxifop (haloxifop—R—metil ester (54 %p/v). Todas las
aplicaciones se realizaron con una camara de asperjado de laboratorio equipada con
pastillas de abanico plano magnojet 8001, calibradas para asperjar 175 L ha' a una
presion de 275 kPa.

Posteriormente, se extrajeron muestras de la regién central de la penultima hoja
expandida al momento de la aplicacion de cada especie a las 0, y 96 horas post

tratamiento, las mismas fueron fijadas en FAA a continuacion se deshidrataron en una
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serie creciente de alcoholes y luego fueron incluidas en parafina-cera para la
obtencion de los preparados histologicos permanentes. Se efectuaron cortes
transversales normalizados de la hemilamina con micrétomo rotativo, los que fueron
coloreados con safranina-fast green. Se digitalizaron iméagenes a partir de los
preparados los cuales fueron fotografiados con una camara Canon Rebel T3i 600d
montada a un microscopio Leica DM1000 y controlada desde ordenador. Las
imagenes fueron calibradas mediante fotografias a la misma resoluciéon de una escala
graduada y analizadas mediante el programa ImageJ; las que fueron utilizadas para la
descripcion anatomica de cada especie. Ademas se cuantificaron los espesores de los
tejidos encontrados y se determiné para cada especie/biotipo y estado de crecimiento
si existian diferencias significativas debidas a la aplicacién del herbicida mediante un
test de LSD (P<0,05). Ademas, para cada especie/biotipo sin aplicaciéon de herbicida
se realiz6 una prueba t (P<0,05) para determinar diferencias entre estados de

crecimiento.

Resultados

Caracterizacion de la superficie foliar y cantidad de ceras epicuticulares

Los estomas en Eleusine indica y Eleusine tristachya se hallan al mismo nivel que las
células epidérmicas propiamente dichas, estan formados por dos células oclusivas en
forma de pesas acompafadas por dos células subsidiarias y se distribuyen de manera
ordenada, en filas paralelas al eje longitudinal de la lamina, como es caracteristico de

en las Poaceas (Foto 1y 2).

En estado vegetativo (Foto 1) la densidad estomatica en Eleusine indica fue menor
con respecto a los biotipos de E. tristachya Crespo y Zavalla. El biotipo de E. tristachya

Aranguren no mostrd diferencias con el resto de los biotipos ni con E. indica (Tabla 1).

Cuando las plantas alcanzaron el estado reproductivo (Foto 2), E. tristachya Aranguren
registr6 la mayor densidad estomatica. La densidad estomatica de los nomofilos

aumento en todos los casos al pasar de estado vegetativo a reproductivo (Tabla 1).
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Foto 1. Superficie foliar de Eleusine indica Zavalla (a) y Eleusin
(b), Crespo (c) y Zavalla (d), en estado vegetativo.
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Foto 2. Superficie foliar de Eleusine indica Zavalla (a) y Eleusine tristachya Aranguren
(b), Crespo (c) y Zavalla (d), en estado reproductivo.
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Tabla 1. Pardmetros epidérmicos de Eleusine indica Zavalla y de los biotipos de
Eleusine tristachya Aranguren, Crespo y Zavalla.

Estado de o
o Especie/biotipo Estomas /mm? E.E. Ceras yg/cm? E.E.
crecimiento
Eleusine indica 653 b 9,87 21,70 a 0,35
Zavalla
Eleusine tristachya 99,6 ba 6,62 35,93 b 4,23
Vegetativo ~ Aranguren
Eleusine tristachya 818 a 5,90 38,25 b 7,72
Crespo
Eleusine tristachya 102,9 a 471 21,03 a 0,49
Zavalla
Eleusine indica 163,5 a* 10,27 21,00 a 2,00
Zavalla
Eleusine tristachya 2259 b* 9,72 43,53 b 2,70
_ Aranguren
Reproductivo
Eleusine tristachya 186,2 a* 1,93 35,47 b 3,69
Crespo
Eleusine tristachya 154,8 a* 18,04 23,47 a 0,92
Zavalla

Referencias: los estomas fueron contabilizados de la epidermis foliar adaxial de cada
especie mientras que las ceras fueron extraidas de ambos lados de los nomdéfilos de
cada especie/biotipo respectivamente. En cada estado de crecimiento, letras distintas
indican para cada pardmetro estudiado diferencias significativas entre especie/biotipo
segun una prueba de LSD a= 0,05. Un asterisco (*) indica para cada parametro
diferencias significativas entre estados de crecimiento de una misma especie/biotipo.
E.E.= Error estandar.

Por otra parte, la cantidad de ceras epicuticulares en estado vegetativo y reproductivo
fueron mayores para los biotipos de E. tristachya Aranguren y Crespo, mientras que
las medias de las dos especies restantes resultaron similares (Tabla 1). Para cada
especie y biotipo no se hallaron diferencias en la cantidad de ceras epicuticulares

entre estados de crecimiento.

Anatomia foliar
Los cortes anatomicos de E. indica y E. trischya presentaron un espesor medio de

lamina variable de entre 54 y 70 um para los estados vegetativos y reproductivos. Las
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epidermis tanto abaxial como adaxial son simples, y sus espesores fueron iguales o
superiores en E. indica tanto en estado vegetativo como en reproductivo (Tabla 2a).
En las dos especies, el mesdfilo exhibe una tipica anatomia tipo Kranz (tipica para
especies C4) y se observa un parénquima radiado que ocupa la mayor proporcion de
la superficie de tejido (Foto 2 y 3).

En estado vegetativo, Eleusine indica comparado con Eleusine tristachya en el
tiempo O (testigo) mostré un mayor espesor en la lamina foliar (70 vs 54) y en todos los
parametros analizados con excepcion del clorénquima abaxial. Ademas, en E. indica la
Vaina de Kranz y el clorénquima total representd el 51 % y 24 % del espesor del
nomofilo, mientras que en E. tristachya fue de 63 % y 21 % respectivamente,
mostrando también diferencias significativas expresados en porcentaje.

Los cortes anatomicos post aplicacion de herbicidas solo mostraron cambios en
los espesores de las partes constituyentes del nomdfilo (Tabla 2a), (Foto 2). En
Eleusine indica en estado vegetativo, la aplicacion de haloxifop disminuyé el espesor
de la lamina foliar, la vaina de Kranz y el cloréngquima situado en la cara abaxial. A su
vez, y sin diferencias con glifosato y cletodim redujo el espesor de la epidermis tanto
adaxial como abaxial. Los herbicidas glifosato y cletodim no mostraron diferencias con
el testigo en cuanto al espesor de lamina foliar, la vaina de Kranz, el clorénquima AB y
el clorénquima total. Por ultimo, el cloréngquima situado en la cara adaxial no se vio
modificado con la aplicacion de ningun herbicidas.

En Eleusine tristachya en estado vegetativo, la aplicacion de herbicidas no
mostré diferencias en la mayoria de los parametros estudiados, con excepcion de
haloxifop en el clorénquima AB el cual fue menor y de la vaina de Kranz que fue

significativamente mayor.
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Tabla 2a. Pardmetros anatémicos foliares de Eleusine indica y Eleusine tristachya en estado vegetativo a las 0 h (testigo) y a las 96 h post
aplicacion de glifosato, cletodim y haloxifop.

Espesor
Especie Herbicidas Resumen Lami Epidermis Epidermis  Clorenquima  Vainade  Clorenquima Clorenquima
amina
abaxial adaxial adaxial Kranz abaxial total
E. indica Testi Media 70,87 a* 11,48 a* 8,92 a* 7,38 a 41,62 a* 12,48 a* 19,99 a*
estigo
J E.E. 2,80 0,65 1,05 0,85 0,56 0,10 0,93
Media 73,47 a 6,52 b 4,86 b 8,62 a 43,74 a 9,73 a 18,35 a
Glifosato
E.E. 3,10 0,50 0,52 1,05 1,38 1,71 2,24
Media 75,71 a 8,96 b 4,08 b 10,46 a 41,62 a 10,59 a 21,05 a
Cletodim
E.E. 2,63 4,27 0,56 1,97 0,56 0,26 1,85
Media 53,33 b 831 b 6,53 b 562 a 35,99 b 518 b 10,80 b
Haloxifop
E.E. 145 0,23 1,26 0,58 0,63 1,02 0,44
Testi Media 54,36 a 4,32 a 519 a 6,56 a 33,97 b 432 b 10,89 a
estigo
E. tristachya J E.E. 0,18 0,44 0,20 0,77 1,35 0,23 0,79
Media 56,34 a 4,56 a 572 a 6,30 a 33,71 b 6,05 a 12,35 a
Glifosato
E.E. 5,63 0,55 1,42 1,65 1,28 1,01 2,64
Media 58,05 a 5,08 a 4,38 a 525 a 36,09 b 7,25 a 12,50 a
Cletodim
E.EE. 142 0,44 0,66 0,53 2,04 0,36 0,36
Media 65,93 a 544 a 5,88 a 572 a 4691 a 3,98 b 9,69 a
Haloxifop
E.E. 3,47 1,08 1,37 0,79 2,17 0,39 0,48

Referencias: Espesor expresado en uym. E.E. error estandar. Por especie y por pardmetro estudiado letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos segun el test de Tukey 0=0,05. * indica diferencias significativas entre las dos especies para el tratamiento
testigo, segun una prueba de t (P<0,05)



Tabla 2b. Parametros anatomicos foliares de Eleusine indica y Eleusine tristachya en estado vegetativo a las 0 h (testigo) y a las 96 h post

aplicacion de glifosato, cletodim y haloxifop.

Espesor
Especie Herbicidas Resumen Lami Epidermis Epidermis  Clorenquima  Vainade  Clorenquima Clorenquima
amina
abaxial adaxial adaxial Kranz abaxial total
Testi Media 53,98 b 4,29 a 3,68 a* 6,57 a 33,05 b 6,40 a 12,97 a
estigo
J E.E. 0,31 0,39 0,10 0,26 0,93 0,43 0,39
Media 68,91 a 3,37 a 2,44 b 8,84 a 45,53 a 8,73 a 17,57 a
Glifosato
E.E. 3,21 0,34 0,29 0,91 4,73 0,93 1,76
E. indica
Media 52,48 b 3,44 a 3,85 a 8,71 a 30,27 b 6,19 a 1491 a
Cletodim
E.E. 6,46 0,39 0,27 2,64 3,64 0,32 2,87
Media 57,10 ab 4,28 a 3,35 a 585 a 35,09 ab 8,52 a 14,37 a
Haloxifop
E.E. 3,54 0,85 0,14 0,36 3,72 1,33 1,05
Testi Media 69,06 ab* 4,40 a 2,78 b 6,27 b 47,09 ab* 8,51 a 14,78 ab
estigo
J E.E. 1,50 0,57 0,32 0,52 0,55 1,94 2,25
Media 60,31 b 4,02 a 4,45 a 568 b 39,42 b 6,75 a 12,43 b
Glifosato
_ E.E. 10,92 0,20 0,23 0,64 9,09 0,75 1,39
E. tristachya
Media 63,18 b 4,65 a 4,56 a 9,27 a 37,42 b 7,28 a 16,54 a
Cletodim
E.EE. 1,64 0,41 0,53 0,94 0,74 1,08 0,92
Media 80,86 a 3,72 a 3,33 ab 10,11 a 52,88 a 10,81 a 20,93 a
Haloxifop
E.E. 1,82 0,72 0,35 1,00 3,54 2,32 3,21

Referencias: Espesor expresado en um. E.E. error estandar. Por especie y por parametro estudiado letras distintas indican diferencias
significativas entre tratamientos segun el test de Tukey a=0,05;. * indica diferencias significativas entre las dos especies para el tratamiento

testigo, segun una prueba de t (P<0,05)



En estado reproductivo y sin tratamientos herbicidas, Eleusine tristachya comparado con
Eleusine tristachya mostré6 un mayor espesor en la lamina foliar (69 um vs 54 ym) y en la
Vaina de Kranz, representando este ultimo el 68 % del noméfilo en E. tristachya y el 61 % en
E. indica.

La epidermis abaxial se constituy6 en el Unico pardmetro superior en E. indica, siendo
el 6,9 % del espesor de la lamina, mientras que en E. tristachya fue 4,2 %.

En cuanto a las variaciones anatomicas post aplicacion de herbicidas solo se
encontraron cambios en los espesores de las partes constituyentes del noméfilo (Foto 3 y
Tabla 2b). En E. indica en estado reproductivo la aplicaciéon de glifosato y haloxifop
incrementé el espesor de la vaina de Kranz y la lamina foliar ya que como se comentd
anteriormente la vaina de Kranz ocupa gran parte de la lamina. En cambio, la aplicacién de
cletodim no mostré diferencias con el testigo. Por otra parte, glifosato fue el Unico herbicida
gue redujo la epidermis adaxial. Los espesores de la epidermis abaxial y clorénquima ad,
ab, y total no se vieron afectados por la aplicacién de estos herbicidas.

En E. tristachya en estado reproductivo, el espesor de la vaina de Kranz y la lamina
foliar con glifosato y cletodim se redujo. La epidermis adaxial y el clorénquima AD se
incrementaron con glifosato y cletodim en el primer caso, y con cletodim y haloxifop en el
segundo. Ademas, la epidermis abaxial y el clorénquima AB no mostré diferencias con el

testigo.
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Foto 2. Cortes anatémicos de hojas de Eleusine indica (izquierda) y Eleusine
tristachya (derecha) en estado vegetativo a las 0 h (testigo) (a) y 96 h post
aplicacion de glifosato (b), cletodim (c) y haloxifop (d). Referencias: cb: célula
buliforme; cl: clorénquima; eb: epidermis abaxial; ed: epidermis adaxial; cl:
clorénquima; eq: esclerénquima; vk: vaina de Kranz.
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Foto 3. Cortes anatémicos de hojas de Eleusine indica (izquierda) y Eleusine
tristachya (derecha) en estado reproductivo a las 0 h (testigo) (a) y 96 h post
aplicacion de glifosato (b), cletodim (c) y haloxifop (d). Referencias: cb: célula
buliforme; cl: clorénquima; eb: epidermis abaxial; ed: epidermis adaxial; cl:
clorénquima; eq: esclerénquima; vk: vaina de Kranz.
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Discusion
El modo de accién del herbicida es la secuencia completa de eventos que ocurre desde el
momento que contacta la planta hasta que expresa su efecto final.

Los herbicidas solubles en aceite penetran facilmente la cuticula a través de sus
componentes lipofilicos bajo un amplio rango de condiciones climéticas y vegetales,
mientras que los compuestos solubles en agua tienden a penetrar mas lentamente, por lo
que requieren de tensoactivos y de una cuticula hidratada para su penetracion (Devine,
1988). Bukovac et al., (1990) indican que la estructura de la cuticula es muy heterogénea, y
por lo tanto puede existir variabilidad dentro y entre especies, lo que concuerda con la
variabilidad hallada en las especies bajo estudio, donde Eleusine indica Zavalla y Eleusine
tristachya Aranguren poseen mayor cantidad de cera en sus nomofilos que E. tristachya
Crespo y Zavalla. El contenido de ceras epicuticulares de E. indica fue similar a los hallados
en otros trabajos para la misma especie (Ngah et al., 2011; Cardoso Damato et al., 2017), y
otras gramineas como Echinochloa crus-galli (Sanyal et al., 2006). Ademas, en una
investigacion realizado en Malasia, Eleusine indica fue distinguida como la especie con mas
cantidad de ceras en un grupo con otras poaceas (Ngah et al., 2011).

No se pudieron realizar comparaciones con otros resultados de E. tristachya ya que no
se dispone de informacion en la bibliografia internacional. En cuanto a cantidad de ceras,
tanto E. indica como E. tristachya se encuentran en el rango de la mayoria de las especies,
el cual varia entre 10 y 200 ug cm? (Mcwhorter y Ouzts, 1994), aunque se han reportado
valores de mas de 300 ug cm? (Baker, 1982).

Existe abundante bibliografia que demuestra una menor penetracion de herbicidas por
efecto de las ceras. Riederer y Schonherr (1985) encontraron que el rango de permeabilidad
del 2,4-D en malezas por efecto de la cuticula foliar difiri6 en mas de 200 veces. Asimismo,
en biotipos de Lolium multiflorum la menor penetraciébn de herbicidas fue explicada por
diferencias en la cantidad de ceras foliares (De prado et al., 2005). Por otro lado, estudios
sobre Parietaria debilis indicaron que las ceras no afectaron la cantidad de glifosato
absorbido, pero si el tiempo necesario para su penetraciéon (Dellaferrera, 2013).

Otros autores han demostrado que la edad de la hoja es un factor muy importante
debido a que se ha observado que a medida que aumenta, existe un incremento en la
deposicion de los distintos componentes quimicos de la cuticula y ello provoca una mayor
inhibicion de la absorcion (Hull et al., 1975; Chamel, 1986); lo que concuerda con un estudio
en plantas adultas de Isocoma spp, donde la cantidad de ceras foliares se incrementé de 2 a
4 veces comparado con plantas jovenes (Mayeux et al., 1981). En el mismo sentido, en otro

estudio comparativo de cuticulas llevado a cabo con foliolos de la especie latifoliada Vicia
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faba de diferentes edades se observé que a medida que se incrementa la edad aumenta la
retencion de los herbicidas MCPA {[(4-cloro-o-tolil) oxi] acido acético} y MCPB {4- [(4-cloro-
o-tolil) oxi] acido butirico}, lo cual se cree que se debe a cambios cualitativos y cuantitativos
de los componentes cuticulares (Chamel, 1986). Sin embargo, nuestros resultados indican
gue ante cambios en el estado de desarrollo de Eleusine indica y de los biotipos Eleusine
tristachya provenientes de semillas, no hay cambios cuantitativos en la deposicion de ceras
foliares, lo cual también se observo en otras especies latifoliadas, donde las ceras por
unidad de area fueron similares independientemente de la edad de las hojas, y se
encontraron entre 22 y 37 ug cm? (Chachalis et al., 2001). En sentido opuesto, otros autores
han verificado que la cantidad de ceras foliares esta inversamente relacionado a la edad de
la planta, y que por lo tanto, es mayor cuando las plantas inician su crecimiento (Freeman et
al., 1979; Baker y Procopiou, 1980; McWhorther et al., 1990). Los resultados obtenidos en
Eleusine indica y Eleusine tristachya no explican el menor control ejercido por los herbicidas
ante el avance en el estado de crecimiento de las malezas (capitulo 2), por lo que se sugiere
gue responderia a cambios cualitativos en los componentes cuticulares, como ha sido
observado también en malezas latifoliadas (Chachalis et al., 2001).

Existe abundante bibliografia sobre como los diversos factores ambientales influyen
sobre la permeabilidad de la cuticula, entre ellos temperatura, humedad, intensidad de luz
(Baker, 1974; Koch et al., 2004), fotoperiodo y pH, (aunque el primero es el factor fisico
predominante (Hull et al., 1975). El control de las malezas en zonas &ridas generalmente es
mas dificultoso que en las regiones humedas, y ello se puede atribuir a una menor area
foliar y a un incremento en la capa cuticular bajo condiciones de déficit hidrico
(Dall’Armellina y Zimdahl, 1989). Westwood et al. (1997) informaron que las poblaciones de
Convolvulus arvensis L. tolerantes al glifosato poseen cuticula mas gruesas y por lo tanto la
absorcion del herbicida es menor que en las plantas sensibles bajo condiciones de baja
humedad relativa. Contrariamente, una disminucion en el espesor de la capa cuticular y en
el depdsito de ceras podrian ser una ventaja para la penetracion del herbicida y, por lo tanto,
incrementar la absorcién del mismo hacia los tejidos internos (Santier y Chamel, 1992).
Como en los ensayos realizados las plantas de malezas crecieron bajo condiciones
controladas se considera que los resultados no han sido influenciados por cambios en los
factores ambientales.

Los herbicidas pueden ser absorbidos a través de los estomas (Wanamarta y Penner,
1989), y una menor cantidad de estomas en la superficie adaxial disminuiria la infiltracién
por esta via. La razén por la que puede producirse una penetraciéon diferencial en los

estomas comparado con el resto de la cuticula es que las ceras son algo mas delgadas y
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permeables alrededor de las células oclusivas (Hess y Falk, 1990). Siendo asi, los estomas
pueden cobrar importancia en la absorcion foliar, aunque segun Eichert y Burkhardt (2001)
solo el 10 % de los estomas contribuyen a la absorcion foliar. Las especies analizadas
muestran una alta densidad estomatica en comparacién con otras especies de malezas
(Tabla 3.4), probablemente debido a que las plantas utilizadas para las mediciones crecieron
en ambientes protegidos y esto puede tener como consecuencia que desarrolle mayor

namero de estomas que un individuo expuesto a condiciones de campo.

Tabla 3.4: Densidad de estomas y tricomas en la superficie adaxial de hojas de malezas
(Ferreira et al., 2002a; b, 2003; Procépio et al., 2003a; b; Huangfu et al., 2009).

Especie Tricomas/mm? Estomas/mm?
Leonurus sibiricus 62,4 0
Leonotis nepetaefolia 110,4 60
Plantago tomentosa 34 100
Sida glaziovii 33,8 86
Bidens pilosa 18,8 45
Emilia sonchifolia 1,8 66
Ageratum conyzoides 3,6 60
Amaranthus deflexus 1,0 105
Amaranthus spinosus 0,0 156
Alternanthera tenella 52 106
Euphorbia heterophylla 1,0 138
Nicandra physaloides 5,2 98
Solanum viarum 4.8 16
Solanum americanum 1,6 27
Raphanus raphanistrum 1,0 236
Sonchus asper 0 118
Brassica Juncea - 185 - 470

De las malezas estudiadas, el biotipo Aranguren de E. tristachya mostré los valores mas
altos en densidad estomética en estado reproductivo, y esto puede correlacionarse con la
mayor sensibilidad exhibida a glifosato en estado reproductivo de la maleza ya que

particularmente este biotipo mostrd la mayor sensibilidad con respecto al resto de biotipos
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de E. tristachya y a E. indica (Capitulo 2). Asi pues, la densidad estomética tendria una
correlacion con la absorcion de glifosato sélo en estado reproductivo, lo que coincide con
algunos autores que sostienen que especies con alta densidad estomatica en la cada
adaxial de sus hojas, deberian poder absorber herbicidas més faciimente (Chachalis et al.,
2001). En otras especies no se encontraron relaciones claras entre el nimero de estomas y
la menor sensibilidad al glifosato, como es el caso de distintas poblaciones de Brassica
juncea (L.) Czern. (Huangfu et al., 2009) y Lolium multiflorum Lam. donde existieron
diferencias significativas en el indice estomatico entre biotipos siendo menor este valor en la
planta sensible (Galvani et al., 2012). Por otro lado, en esta tesis queda demostrado que con
el avance en el estado de crecimiento se incrementé el nimero de estomas, lo cual difiere
de los valores hallados por Fadin y Monquero (2019) para la especie Spermacoce verticilata,
en la cual el nUmero de estomas se redujo y el numero de tricomas se incrementé en
estados avanzados de desarrollo de esa maleza.

Los tricomas presentes en la superficie foliar pueden interceptar las gotas de una
aspersion impidiendo que éstas alcancen la epidermis propiamente dicha, ademas, cuando
los tricomas son simples y se encuentran en baja densidad las gotas del asperjado pueden
adherirse a éstos (Ricotta y Masiunas, 1992). De esta manera representan una barrera fisica
para la normal penetracién y/o absorcién del herbicida aplicado, como fue determinado por
Feng et al. (2004) en Conyza canadiensis y por Vila Aiub et al., (2012) en biotipos
resistentes de Sorghum halepense. La eficiencia de absorcién de herbicidas por los tricomas
y la posterior translocacion hacia las células epidérmicas es desconocida (Hess y Falk,
1990). De acuerdo con Hull (1970) puede ocurrir una minima absorcién via tricomas, sin
embargo en una revisién hecha por Hess y Falk (1990), se observa que siempre existe
correlacion negativa entre la adherencia de herbicidas a los tricomas y la eficacia de estos
productos. Las hojas con tricomas son consideradas con mayor repelencia al agua que las
sin tricomas, especialmente cuando la densidad de tricomas es mayor a 1 por 25 mm?
(Wang vy Liu, 2007). La repelencia al agua por parte de los tricomas esta asociada con su
densidad y el hecho de que los tricomas evitan que las gotas alcancen la superficie foliar,
causando baja retencién (Xu et al., 2010).

Las observaciones realizadas en este trabajo confirman la ausencia de tricomas en la
superficie de las hojas de E. indica y E. tristachya, lo cual coincide con otra determinacion en
E. indica (Ngha et al., 2011) y con otras especies como Sonchus asper y Brassica Junceaa
(Tabla 3.4)
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Con respecto al estudio anatomico de hojas luego de la aplicacion de herbicidas, los
resultados en Eleusine indica y Eleusine tristachya en estado vegetativo y reproductivo
fueron erraticos. Esto puede deberse a que el tiempo post aplicacion de los herbicidas (96
horas) no fue suficiente para la manifestacion de dafio en las especies, como fue descripto
por Dellaferrera (2013) en un estudio de dafio anatémico por efecto de glifosato en malezas
latifoliadas. Herbicidas sistémicos como glifosato, cletodim y haloxifop, por su mecanismo de
accion requieren un mayor tiempo para ejercer su actividad biologica (Puricelli y Arregui,
2018). En otras especies a las que se le realizé una aplicacién de glifosato, los sintomas
externos se evidenciaron entre los 5 y 10 dias post aplicacion (Dellaferrera, 2007; Tuffi
Santos et al.,, 2009; Panigo et al., 2012). Las respuestas anatOmicas reportadas en la
bibliografia, en general, corresponden a periodos de muestreos coincidentes con la
aparicion de los sintomas o aun posterior a ellos. En otra investigacion sobre E. indica, la
edad de la planta fue un factor clave en el tiempo necesario para la aparicién de dafios en la
ultraestructura foliar, como fue demostrado por Malpassi (2005) con aplicaciones de
qguizalofop p tefuril en plantas con distinto nimero de macollos. En esa investigacion se
observé que recién a partir del 5° dia las areas ocupadas por tejidos vasculares y areas
dafiadas por el herbicida comienzan a ser significativas en las plantulas con tres macollos,
del 3° dia en las con 1-2 macollos, y tan pronto como al dia siguiente en las que no poseen
macollos. Las alteraciones reportadas comprendieron desde vainas con cloroplastos
desorganizados o0 ausentes hasta hojas que presentaron todo su mesofilo (incluida la vaina)

sin cloroplastos.

Conclusiones

Existen variaciones en densidad estomatica y cantidad de ceras entre E. indica y los biotipos
de E. tristachya; y entre estados de crecimiento, sélo en densidad estomética. La densidad
estomatica de los nomofilos aumenté en todos los casos al pasar de estado vegetativo a
reproductivo.

Con excepcién del biotipo de E. tristachya Aranguren en estado reproductivo en el cual
se pudo correlacionar el mayor numero de estomas con la mayor sensibilidad a glifosato, en
el resto de los biotipos las caracteristicas morfolégicas no explicaron la sensibilidad
mostrada en el capitulo dos.

Todos los herbicidas produjeron cambios en la anatomia foliar de las malezas a las 96

horas después de su aplicacion, principalmente en el espesor de los tejidos de la hoja.
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CAPITULO VI

Resefa de tesis, andlisis de las hipotesis y posibilidades de investigacion futura

Resefia de tesis

La integracion del conocimiento de la biologia, ecologia y control de las malezas puede
mejorar su manejo. En base a los antecedentes del Capitulo 1 se formularon hipétesis que
contribuyen a un mejor conocimiento de atributos de la biologia, dinAmica poblacional,
competencia, control quimico y caracteristicas foliares que pueden afectar la absorcién de
herbicidas, en relacibn a dos especies de malezas del mismo género que a menudo
conviven en las comunidades agricolas de la zona sojera ndcleo (E. indica y E. tristachya).
Esta tesis aborda aspectos no estudiados en profundidad en Eleusine indica y
especialmente en E. tristachya, ya que esta tesis se constituye en el primer estudio a nivel

mundial esta maleza.

Analisis de las hipotesis

Capitulo 2

En este capitulo se ha estudiado el control quimico a nivel de distintos estados de
crecimiento de las dos especies de Eleusine. Se estudia el control quimico postemergente
para estas malezas. El manejo de plantas bien desarrolladas, es especialmente importante
para E. tristachya que es una especie capaz de mantener la poblacién en afios siguientes
aun siendo controlada su parte aérea, segun los resultados de esta tesis. Asi, las hipétesis
gue primero se abordan en esta tesis se relacionan con el manejo de los herbicidas
postemergentes mas utilizados en control de gramineas, la dosis y el tamafio de la planta de
ambas malezas. Los hallazgos del capitulo permiten optimizar el control quimico en relacion
al efecto de los herbicidas postemergentes en el momento méas propicio desde el punto de
vista del desarrollo de las malezas apoyan y demuestran que las aplicaciones deben
realizarse con plantas en estados tempranos de crecimiento para evitar que las fallas de
control de las plantas de ambas malezas (E. indica y E. trstachya) en el corto plazo y en el

rebrote y produccion de semillas de E. tristachya al afio siguiente.

Hipotesis
a) Se acepta la hipotesis de que la sensibilidad a nivel de DLso con glifosato del biotipo de

E. indica es mayor que la de los biotipos de E. tristachya solo en el estado vegetativo ya
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b)

d)

f)

9)

que en el estado de plantula no existieron diferencias entre las especies y biotipos
estudiados, y en el estado reproductivo algunos biotipos de E. trystachya requieron
mayor DLso que E. indica.

Se acepta la hipétesis de que la sensibilidad medida a nivel de DLy (que expresa el
control esperado a campo), con glifosato del biotipo de E. indica es mayor que la de los
biotipos de E. tristachya en el estado de plantula y vegetativo pero no en reproductivo
ya que en este estado, E. tristachya biotipo Crespo (C), DLg no difiere de la de E.
indica.

Del andlisis de las hipotesis 1) y 2) se deduce que no hay correlacion entre la
susceptibilidad medida a nivel a nivel de DLspy DLgo.

Se rechaza la hipotesis de que existe al estado de plantula al menos un biotipo de E.
tristachya cuya DLso supera en 4 veces 0 mas la DLso del resto indicando asi la
existencia de biotipos susceptibles y resistentes dentro de la especie, ya que no se
hallaron grandes diferencias entre biotipos y el control fue del 100 % en todos los casos.
Se acepta la hipétesis de que DLg con glifosato de E. indica es mayor que la de E.
tristachya en todos los estados de crecimiento y biotipos.

No se acepta la hipétesis, considerando la DLy en relacién a la dosis de uso, se
requiere mas dosis de glifosato para controlar E. indica y E. tristachya que de
graminicidas en ningun estadio, siendo que en todos los estados cletodim es el
herbicida que requiere mayor dosis.

No se acepta la hipotesis de que el rebrote de plantas de E. tristachya aplicadas a la
dosis de uso en estadio reproductivo se produce con glifosato pero no con graminicidas

ya que el rebrote se produce con todos los herbicidas.

Capitulo 3

La investigacion de malezas en soja se ha ampliado a partir del énfasis en la tecnologia de

herbicidas, pero es también necesario incluir estudios de la competencia entre la maleza y el

cultivo. Las hipotesis de este capitulo tienen implicaciones de la competencia entre las

malezas E. indica y E. tristachya entre si y con el cultivo de soja, el crecimiento de la

biomasa y la produccién de semillas de ambas especies, por lo que tienen implicancia en el

manejo eficaz de las malezas estudiadas.

En esta linea se analizan las siguientes hipotesis planteadas.

148



b)

d)

f)

9)

h)

La hipétesis de que el rendimiento relativo (RY) evaluado a través de biomasa vegetal es
mayor para la soja que para ambas malezas (E. indica y E. tristachya) no se acepta ya
gue las malezas tuvieron mayor o igual RY que la soja.

La hipotesis de que RY es mayor para E. indica en relacién con E. tristachya se acepta.
La mayor altura y biomasa y tasa de crecimiento relativo de E. indica con respecto a E.
tristachya explicarian este resultado.

La hipotesis de que la complementariedad de recursos evaluada a través de la biomasa
vegetal es mayor para la combinacion soja - E. tristachya que para soja- E. indica, es
aceptada.

La hipoétesis de que la complementariedad de recursos evaluada a través de la biomasa
vegetal es mayor para la combinacion soja-malezas que para las malezas entre si, es
aceptada.

La hipétesis de que la habilidad competitiva evaluada a través de biomasa vegetal es
mayor para la soja que para ambas malezas (E. indica y E. tristachya) no se acepta ya
gue es igual con E. tristachya y menor con E. indica.

La hipoétesis de que la habilidad competitiva evaluada a través de biomasa vegetal es
mayor para E. indica en relacién con E. tristachya es aceptada.

La hipétesis de que RY evaluado a través de la produccién de semillas es mayor para la
soja que para ambas malezas (E. indica y E. tristachya) no es aceptada ya que RY de
soja es menor en ambos casos.

La hipétesis de que RY evaluado a través de la produccion de semillas es mayor para E.
indica en relacion con E. tristachya es aceptada.

La tasa de crecimiento relativa de E. indica es mayor que la de E. tristachya durante todo

el ciclo no es aceptada ya que en la mayor parte del ciclo la tasa no difiere.

Capitulo 4

En este capitulo se estudié la dinamica poblacional de dos importantes malezas de verano

problematicas en barbechos y en el cultivo de soja de la regibn pampeana nucleo. Las

hipétesis se basan en los componentes y en los cambios de los parametros de la dinamica

poblacional de E. indica y E. tristachya en presencia del cultivo de soja con y sin la

utilizacion de herbicidas postemergentes. El analisis de estas hipotesis permite estudiar

formas de manejo que conduzcan a la reduccion del banco, lo que permite derivar reglas

especificas de decisidon para el control de malezas en la regién pampeana.
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b)

d)

f)

9)

h)

La hipétesis de que la emergencia de ambas especies de Eleusine difieren en el inicio y
en la cantidad de individuos es aceptada parcialmente que la emergencia de E.
tristachya en ambos afios comienza posteriormente a la de E. indica y por otro lado el
numero de plantas emergidas es superior en E. indica en el barbecho en 2016/2017 y
2017/2018 pero en el cultivo de soja esto solo ocurre en 2016/2017.

Se acepta la hipotesis de que la mortalidad natural en el cultivo de soja de las plantulas
es reducida en ambas especies en el primer afio aumentando en el segundo en E.
indica y en E. tristachya. Como se ha descripto en este capitulo las tasas de mortalidad
natural debido a enfermedades, herbivoria y sequia son generalmente bajas para las
malezas establecidas en los cultivos anuales.

No se acepta la hipétesis de que la mortalidad artificial de plantas producida por
glifosato es menor que la producida por el graminicida ya que todas las plantas
pulverizadas murieron con ambos herbicidas.

Se acepta la hipétesis de que el reclutamiento de ambas especies de Eleusine es
estable entre afios, ya que el mismo se encuentra en un rango de 0,4 y 6% y se
encuentra en el rango de reclutamiento de otras malezas gramineas.

No se pudo poner a prueba la hipbtesis de que el control del graminicida sobre la
produccion de semillas en todas las cohortes es superior al de glifosato ya que todas las
plantas tratadas murieron por efecto de los herbicidas.

No se acepta la hipotesis de que en el cultivo de soja, Eleusine indica posee mayor
produccién de semillas.m? que E. tristachya ya que fue similar entre especies.

Se acepta la hipétesis de que el banco de semillas sin control quimico en
postemergencia se incrementa méas en E. tristachya que en E. indica ya que, si bien la
produccion de semillas en el cultivo de soja fue similar en ambas especies, E. tristachya
mostré mayor longevidad. En el barbecho 2018, las diferencias se incrementan debido
al aporte de semillas de plantas de rebrote de E. tristachya.

Se acepta parcialmente la hipétesis de que la longevidad de las semillas en superficie
vs 5 cm de profundidad a los 24 meses es mayor, si bien el porcentaje de longevidad
difiere entre especies. En E. indica hay mayor longevidad en profundidad mientras que
en E. tristachya no hay diferencias. Ademas, los porcentajes de longevidad fueron

mayores en E. tristachya.
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Capitulo 5:

Finalmente, en el Capitulo 5, las hipo6tesis apuntan a conocer qué caracteristicas de la

morfologia-anatomia foliar pueden correlacionarse con la sensibilidad a los herbicidas

estudiados en el capitulo 2. Con este fin se responde a las siguientes hipotesis:

a)

b)

Se acepta parcialmente la hipétesis de que la densidad estomética, la densidad de
tricomas y la cantidad de ceras en nomofilos de tres biotipos de E. tristachya y un
biotipo de E. indica son distintas, afectando de manera diferencial la abosorcién y en
consecuencia la eficacia de glifosato y graminicidas, ya que para densidad estdmatica y
cantidad de ceras se hallaron diferencias entre especies y biotipos pero no para
densidad de tricomas ya que no pudieron contabilizarse por ser muy escasos en todos
los casos estudiados. A su vez las diferencias encontradas en la caracteristicas
morfolégicas no se correlacionaron con la eficacia de los herbicidas, excepto para el
biotipo Aranguren de E. tristachya en estado reproductivo.

La hipotesis de que la cuticula de individuos mas desarrollados presenta una mayor
acumulacion de ceras que actian como un compartimento de la acumulacién de
herbicidas y, por lo tanto, impiden mayormente la entrada de graminicidas y en menor
medida de glifosato se rechaza debido a que para cada especie y biotipo evaluado no
se detectaron diferencias en la cantidad de ceras entre estados de crecimiento de las
malezas; posiblemente por las condiciones de crecimiento de las malezas en
invernadero.

La hipotesis de que el dafio anatémico foliar en plantas E. tristachya y E. indica difiere
con los herbicidas glifosato, cletodim y haloxifop; y con el estadio de desarrollo de la
maleza se acepta parcialmente ya que al momento de la evaluacion, 96 horas post
aplicacion de los herbicidas y para cada especie se observaron cambios variables en
los espesores de los tejidos entre herbicidas, pero no se hallaron anomalias en la

anatomia foliar entre herbicidias como asi tampoco entre estados de crecimiento.

Lineas futuras de investigacion

La presente tesis ha generado un aporte valioso al conocimiento de E. indica y E. tristachya

en Argentina y ha permitido profundizar en variados aspectos relacionados con el estudio de

las malezas como la competencia, la dinamica poblacional y el control quimico intentando

reflejar las condiciones de manejo y técnicas mas difundidas en la regién de estudio. Sin
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embargo, seria relevante profundizar algunos aspectos que podrian resultar de interés y que
contribuirian a complementar los conocimientos generados. Por un lado, es necesario aun
conocer los patrones de emergencia de estas malezas y en particular de E. tristachya de la
que no se disponia de ninguna informacion antes de la realizacion de esta tesis. Es
necesario determinar la temperatura base y otros requerimientos ambientales asociados a
los procesos biolégicos subyacentes (dormicién y germinacion) de la emergencia. Esta
informacion posibilitara la construccion de modelos que permitan predecir los flujos de
emergencia a campo permitiendo generar medidas de manejo apropiadas.

En la misma linea de estudios ecoldgicos, seria importante evaluar el efecto supresor
de cultivos de cobertura sobre los patrones de emergencia de ambas malezas.

Se hace necesario otros estudios de competencia como el de las plantas de E.
tristachya proveniente de rebrotes ya que qued6 demostrado que en el cultivo de soja, ante
ausencia o fallas de control en los primeros 30 dias después de la siembra del cultivo o ante
controles tardios realizados sobre plantas muy desarrolladas, la maleza se establece en
forma perenne. Estas plantas poseen altas tasas de sobrevivencia y de reiniciar su ciclo de
crecimiento desde los rizomas situados en la base de planta en la primavera del afio
siguiente, siendo capaces de incrementar considerablemente el banco de semillas.

Para el manejo de plantas de rebrote de E. tristachya es fundamental caracterizar la
sensibilidad a herbicidas postemergentes, para lo cual se requieren estudios de la respuesta
a distintas dosis lo que permitira generar recomendaciones agronémicas de las que no se
dispone en la actualidad.

Ademads, resulta de interés conocer de las plantas de rebrote, respecto a las plantas
provenientes de semilla, su anatomia y componentes foliares que puedan reducir la
absorcion de los herbicidas como la cantidad de ceras epicuticulares. Es necesario
comprender si el dafio anatémico foliar producido por los herbicidas es similar al observado
en esta tesis por primera vez en cuanto a las plantas de semilla. Al mismo tiempo, el analisis
de la movilidad de los herbicidas sistémicos postemergentes con técnica de carbono
radioactivo en plantas de rebrote permitiria aportar informacién que posibilite comprender el

grado de eficacia del control de rizomas.
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