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RESUMEN

La “carda silvestre” (Dipsacus fullonum, Dipsacaceae) es una maleza invasora
de abundancia creciente en la Provincia de Buenos Aires, fundamentalmente de &reas
protegidas, pastizales y margenes de caminos. Se indica que esta especie ha ocasionado
impactos negativos de importancia, como por ejemplo disminucion de la diversidad
floristica nativa, reduccion de forraje disponible y que ademas se constituye como un
hospedante alternativo de plagas de cultivos. La presente tesis tuvo como propdsito
estudiar las bases bioecolégicas que explican la capacidad invasora de D. fullonum y
evaluar la factibilidad de utilizar distintas practicas de manejo para lograr el control de
sus poblaciones. Para ello se efectuaron experimentos que involucraron investigaciones
acerca de a) la produccion de semillas, germinacion y emergencia de plantulas, b) el
crecimiento y desarrollo de la planta en condiciones locales, c) los mecanismos de
interferencia provocados sobre especies deseables y en el suelo, d) la eficiencia del
control mecanico y quimico, y €) los patdgenos que atacan a la maleza que puedan ser
utilizados como agentes de control biologico. En primer lugar, plantas de D. fullonum
creciendo solas fueron capaces de producir mas de 15.000 semillas, las que a su vez
presentaron una alta capacidad para germinar en condiciones Optimas (>90%).
Asimismo, la germinacion ocurrio en un rango amplio de pH (3-12) y temperaturas (8-
34°C), moderado estrés hidrico (<-0,8 MPa) y elevado estrés salino (<320 mM). Incluso
se observo que mantienen una alta viabilidad por periodos de hasta un afio, expuestas
tanto a bajas como altas temperaturas y también sumergidas en agua. Por otra parte, en
el suelo pueden permanecer viables hasta tres afios. La emergencia de plantulas se
concentr6 en mayor medida en otofio y no fue detectada méas alla de los 5 cm de
profundidad del suelo. En segundo lugar, D. fullonum cumplio su ciclo de crecimiento
en el término de doce meses, en el cual se registro que las mayores tasas de crecimiento
ocurrieron en estadios tempranos y en prefloracion. Las rosetas almacenan reservas en
la raiz axonomorfa y ademas presentan indices foliares mas elevados que plantas en
estado reproductivo. En tercer lugar, se observo que la carda presentd una habilidad
intermedia-alta para competir con distintas gramineas nativas y exoéticas. Ademas, se
registraron efectos fitotoxicos de extractos de tejidos de la maleza sobre la germinacion
de estas gramineas. Al mismo tiempo, se determind un aumento del contenido de

nitratos y de la capacidad de intercambio cationico de suelos invadidos por carda. En
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cuarto lugar, entre las herramientas de manejo evaluadas se destacan, el herbicida
glifosato aplicado en estadios tempranos y el corte mecénico, cuando se efectud al
momento que las plantas florecen. Finalmente, el patdégeno fungico Cercospora
elongata se constituyé como el candidato mas promisorio para su incorporacién como
agente de control bioldgico, debido a su especificidad inferida, su amplia distribucion y
facilidad de ser manipulado en el laboratorio. La informacioén documentada en esta tesis
resulta en un aporte al conocimiento acerca de las bases bioldgicas y ecolégicas que le
permiten a D. fullonum invadir areas de esta region y contribuye con aspectos basicos

para el planteo de un enfoque de manejo integrado para esta maleza.
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ABSTRACT

Common teasel (Dipsacus fullonum, Dipsacaceae) is an invasive weed that is
increasing in abundance in Buenos Aires province, especially in protected areas,
grasslands and roadsides. This weed is known to have caused important negative
impacts in infested sites, such as a decline of native species diversity, a reduction of
available forage, and an increase in crop pathogens by acting as an alternate host. The
aim of this dissertation was to investigate the bioecological bases that explain the
invasive ability of D. fullonum and to assess the feasibility of incorporating different
management practices to its control. To achieve these objectives, several experiments
were carried out including the study of a) teasel seed production, seed germination and
emergence of seedlings, b) plant growth and development under local conditions, ¢) the
interference mechanisms which affect desirable species and the soil, d) the efficiency of
mechanical and chemical control, and e) the pathogens that can be used as biological
control agents. It was found that, in the first place, seed production reached 15,000 units
in plants growing alone and that the germination of such seeds was greater than 90% in
optimal conditions. Besides, germination occurs in a wide range of pH (3 to 12) and
temperature (8 to 34°C). In addition, seeds showed a moderate tolerance to water stress
(<-0.8 MPa) and a high tolerance to salt stress conditions (<320 mM). Moreover, seeds
were able to remain viable for over a one year period without germination changes,
even when exposed to both low and high temperatures and flooding conditions.
Furthermore, seeds continued to be viable for up to three years in the field. Teasel
emergence was found to be concentrated in fall and no seedlings emerged when seed
was beyond 5 cm of soil depth. Secondly, growth cycle was completed within 12
months. It was observed that the highest growth rates occurred during early stages of the
cycle and before flowering. Rosettes stored resources in their taproot and also have
higher leaf indices than flowering plants. Thirdly, teasel exhibited a greater competitive
ability than both the native and exotic grasses evaluated. Phytotoxic effects of teasel
tissue extracts on the germination of grasses were also recorded. Soil nitrate content and
cation exchange capacity were both increased by teasel invasion at several sites.
Glyphosate was highly efficient when it was applied during the early stages. Similarly,
the development of seedheads was prevented only when flowering plants were cut.
Finally, it was found that the most promising candidate to be used as a biological

control agent was Cercospora elongata because of its inferred specificity, wide
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distribution and easy manipulation in the laboratory. The information documented in
this dissertation is a contribution to the knowledge of the biological and ecological traits
that allow D. fullonum to invade areas in the region under study, and to the

establishment of strategies towards an integrated management approach.
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Capitulo 1

Introduccidon General y Descripcion del Problema



1.1. Problematica de las especies invasoras

1.1.1. Concepto e impacto

Las invasiones bioldgicas se encuentran entre las mas importantes alteraciones
de ambientes naturales del mundo y estan usualmente asociadas con impactos
significativos en la economia, cultura y biodiversidad (Zalba y otros, 2008). El término
“invasor” se refiere a aquellas especies que escapan de las barreras naturales a las cuales
estaba circunscripta en su zona de origen, y ocupa nuevos espacios donde no se hallaba
previamente. Como consecuencia, esto representa un peligro potencial para la salud
humana o animal, la economia y/o ambientes naturales donde invade. Tales invasiones
son originadas a partir de transporte intencional o accidental por parte del hombre
(Mack y otros, 2000; Ziska y otros, 2011; Tan y otros, 2012).

Especificamente, las plantas invasoras se definen como especies exaticas,
incluyendo sus semillas, esporas y cualquier otro material capaz de propagar a la
especie en ambientes ecologicos naturales distintos de su area de origen y que después
de su introduccion se escapa, libera, disemina y se naturaliza en este nuevo territorio,
compitiendo con la vegetacion nativa y por ende causando dafios en los nuevos
ambientes (Beck y otros, 2008; Kew, 2016). Asimismo, en prerrogativa a su desmedido
crecimiento en las areas que se instalan, estas especies interaccionan negativamente con
las actividades humanas. A partir de dicha circunstancia también denominamos a este
tipo de plantas como “malezas” (Fernandez y otros, 2014a).

Las malezas invasoras, a diferencia de las agricolas, no necesitan de la asistencia
del hombre para poder establecerse exitosamente y dispersarse hacia nuevos habitats
luego de su introduccién. Una gran cantidad de estas especies no se comportan como
competidores dominantes en su ambiente original, en cambio, en el nuevo ambiente
tienen la capacidad de desplazar a las comunidades nativas existentes (Callaway y
Aschengoug, 2000). Estas plantas amenazan con la integridad de los ecosistemas
naturales pudiendo llegar a causar extinciones de especies locales gracias a que poseen
mecanismos de supervivencia que les confieren una mayor ventaja competitiva
(Callaway y Aschehoug, 2000; Fonseca y otros, 2013). La extension espacial y temporal
de los impactos que generan, podria ser expresada a distintas escalas desde locales a

globales. Estos son mayores cuando agregan nuevos rasgos al ecosistema receptor y



cuando se revierten en dominantes en la comunidad, alterando las interacciones entre
especies del sistema natural. Asimismo, la pérdida de especies autéctonas es mas
significativa cuando se trata de especies claves en el ecosistema. Los casos mas graves
en funcidn de invasiones masivas se traducen frecuentemente en la homogeneizacion de
la flora, es decir, cuando diferentes unidades fitogeogréficas tienden a volverse
similares (Hejda y otros, 2009).

El registro de Kew (2016) documenta 4.979 plantas vasculares invasoras en el
mundo, entre las cuales dominan las familias Asteraceae, Poaceae, Fabaceae y
Rosaceae. Sus costos de manejo y control son muy elevados; por ejemplo, se estima que
aproximadamente unas 700.000 hectéreas de areas naturales son invadidas por afio solo
en Estados Unidos, generando un costo de 34 mil millones de ddlares (Herrera Reddy y
otros, 2012) y para Gran Bretafa se indica 1,7 millones de libras (Kew, 2016).

Los trabajos de Radosevich y otros (2007), Ross y Lembi (2009) y Bentivegna y
Zalba (2014) se ocupan de los impactos ecoldgicos causados por malezas invasoras, a
saber:

e Reduccion de la biodiversidad a traves de interacciones tales como competencia
y/o alelopatia.

e Cambios en las condiciones ecoldgicas que afectan gravemente a especies
amenazadas o en peligro de extincion.

e Pérdida de habitats y recursos alimenticios de animales nativos y otro tipo de
vida silvestre.

e Cambios en procesos ecologicos naturales tales como la sucesion de
comunidades de plantas.

e Alteracion en la frecuencia e intensidad natural de fuegos, por ejemplo a través
de aportes significativos de combustible fino que promueve la ocurrencia de
incendios.

e Disrupcién de las asociaciones nativas planta-animal, dispersion de semillas,
relacion planta-hospedante, etc.

e Cambios ambientales que inducen fendmenos de erosion, uso diferencial de
recursos, etc. Ciertas plantas invasoras no poseen raices con habilidad para
estabilizar el suelo, en consecuencia se acentla la posibilidad de procesos

erosivos.



e Cambio climatico, por ejemplo a través de la alteracion en los patrones de
liberacion de carbono hacia la atmdsfera.

e Reduccion de la produccion forrajera.

e Contaminacion genética, por medio de la hibridacion con especies nativas.

e Las plantas acudticas interfieren en lagos y otros tipos de vias hidricas,
afectando las fuentes publicas de agua, el riego agricola, las actividades

recreativas y la navegacion, entre otros.

1.1.2. Fases de la invasion

Radosevich y otros (2007) distinguen tres fases principales que atraviesa una
especie exotica cuando arriba a un nuevo ambiente:
Introduccién: como resultado de la dispersion, los propagulos arriban a un nuevo sitio
ecolégico mas alla de su rango geografico nativo en el cual se encuentran poblaciones
de plantas adultas establecidas.
Colonizacion: las plantas de la nueva poblacion se reproducen e incrementan su niUmero
formando una colonia que se auto-perpetia.

Naturalizacion: la especie establece nuevas poblaciones auto-perpetuantes, se dispersa

ampliamente y se incorpora a la flora residente.

El proceso de invasion se describe como una serie de barreras en la cual las
poblaciones deben interactuar con diversos factores, bidticos y abidticos, para poder
pasar a la fase siguiente. Muchas de las especies introducidas no consiguen establecerse
en el nuevo ambiente, incluso de las que llegan a la fase de naturalizacion, una gran
proporcion no logra alcanzar el status de “invasora”, caracterizadas por causar impactos
significativos en el nuevo ambiente (Prinzing y otros, 2002; Lockwood y otros, 2007).
Aunque no se considere que todas las especies exoticas causen dafios severos, las
especies que permanecen en la segunda y tercera fase, denominadas “colonizadoras” y
“naturalizadas”, de todas maneras resultan ser transformadoras de paisajes,
traduciéndose en dafios estéticos, a la salud y alteraciones menores a la biodiversidad
(Bezic, 2010). Segun Williamson y Fitter (1996), en general entre el 1 y el 10 % de las
especies introducidas se naturalizan y, de estas, a su vez, del 1 al 10% se consideran que

son invasoras. A pesar de este bajo porcentaje, las consecuencias provocadas por las



invasoras exitosas son tan grandes que el fendmeno global de invasion merece especial

atencion, ya que se trata de un problema de baja frecuencia pero de alto impacto.

1.1.3. Factores que promueven la invasion

Aunque no existe una clara definicion acerca de cules son los factores que
promueven una invasion, se pueden sintetizar en dos grupos, los atributos de la especie
y los atributos del hébitat a invadir. En cuanto al primero, Radosevich y otros (2007)
sintetizan una serie de caracteristicas bioldgicas responsables del potencial de invasion
de una especie en asociacion particularmente a la fase de colonizacion, mas bien que en

la de introduccion, las cuales se enumeran a continuacion:

e Capacidad homeostatica, es decir el potencial de un individuo o de la poblacion
para mantener relativamente su aptitud biologica constante en una amplia gama
de ambientes (por ej.: elevada produccion de semillas aun en condiciones
adversas).

e Tamafo pequefio de genoma, generalmente asociado con un corto tiempo de
generacion, corto periodo juvenil, pequefio tamafio de semilla, alta relaciéon de
area foliar y alta tasa de crecimiento relativo.

e Fécil dispersion a traves de seres humanos y animales.

e Capacidad de propagacion vegetativa. Esta es una caracteristica especialmente
importante en ambientes acuéticos y en altas latitudes.

e Plantas exdticas que pertenecen a géneros exoticos son mas invasivas que
especies exoticas con congéneres nativos. Esto puede ser debido en parte a una
ausencia o numero limitado de enemigos naturales residentes para esa especie.

e Generalmente no dependen de mutualistas especificos (simbiontes de raiz,
polinizadores, dispersores de semillas, etc.)

e Banco de semillas del suelo persistentes en asociacion con el fendmeno de
dormicion, y cohortes de picos de germinacién a lo largo de su ciclo anual de

desarrollo, que garantizan su supervivencia.

En cuanto a los atributos del habitat, las invasiones vegetales se verian

favorecidas en ambientes compatibles con los requerimientos de la nueva especie 0



donde hayan ocurrido cambios que permitan su proliferacion. Esto influye
fundamentalmente en la fase de introduccion de la maleza (Mashhadi y Radosevich,
2004). En general se observa que los procesos de invasion resultan ser mas frecuentes,
mas intensos y mas exitosos en areas sujetas a disturbios exogenos (Bentivegna y Zalba,
2014). Por ejemplo, la expansion de agroecosistemas ha generado una particion de
habitats naturales y como consecuencia se forman fragmentos aislados remanentes,
proceso conocido como “fragmentacion” (Bilenca y Mifarro, 2004). Los ecosistemas
fragmentados son mas susceptibles a los procesos de invasion, debido a que sus bordes
se vuelven més inestables, expuestos a cambios subitos y marcados en las condiciones
ambientales (Ross y Lembi, 2009). Ademas, se acepta ampliamente que una de las
principales causa de éxito o fracaso de una maleza invasora son las interacciones
bioticas en el sitio de invasion. Cuando una especie es transportada desde su sitio de
origen hacia uno nuevo generalmente se “libera” de todos o la mayoria de los enemigos
naturales que solian regular sus poblaciones. Aun cuando sea probable que la especie en
cuestion resulte eventualmente susceptible a la accion de alguno de los enemigos
naturales indigenas presentes en el sitio nuevo, es esperable que la incidencia de éstos
sea mucho menor. Esta idea se conoce como “hipdtesis de liberacion de enemigos” y
explicaria al menos en parte el mejor desempefio de la especie introducida y la gran
capacidad para proliferar (Cabrera Walsh y otros, 2014). En los casos de especies
exoticas que no se consideran invasoras, existe una idea asociada que asume que la
interaccion con las especies nativas y enemigos naturales nativos limitan los impactos
de ciertas especies y se la conoce como “hipdtesis de resistencia biotica”, lo cual
afectaria negativamente al proceso de invasion y podria explicar en parte las bajas
chances de ciertas especies para convertirse en una especie invasora (Mitchell y Power,
2003).

1.1.4. Clavesy enfoques para el manejo integrado

En el transcurso de las Ultimas décadas, los humanos han ponderado que la
humanidad se beneficia grandemente por una serie de procesos y recursos gque estan
provistos por los servicios de ecosistemas naturales, por ejemplo: bosques, sistemas
terrestres de agua dulce, desiertos, praderas, costas, pantanos, estuarios y areas

riberefias, que deber ser protegidos del disturbio a lo largo del tiempo, dado que no hay



sustitutos para algunos de los recursos que proveen. Estos ecosistemas proveen ciertos
beneficios a la sociedad, El incremento de la actividad del hombre dentro y fuera de
estos ecosistemas amenaza con los beneficios que otorgan, por ej.: constituyen reservas
hidricas, alimento, biodiversidad, oportunidades para la recreacion, turismo, fuentes de
germoplasma, etc., por lo tanto su manejo ocupa una alta prioridad en la proteccion de
ecosistemas naturales. Evitar la introduccion de una especie exotica es probablemente la
forma maés efectiva para prevenir el acceso de una especie que puede convertirse en
invasora, de alli la detallada legislacion existente en los paises sobre cuarentena y
transporte de especies. Sin embargo, la prevencion total es dificil o inposible, debido a
que la accién del hombre con sus continuos viajes, el transporte de mercaderias y el
comercio en un mundo globalizado, los cambios ambientales e incremento del uso de la
tierra, favorecen el fendmeno de procesos invasivos (DiTomaso, 2000; Radosevich y
otros, 2007).

Las plantas exoticas introducidas presentan diferentes niveles de agresividad e
impacto, de alli la importancia de priorizar acciones de vigilancia y manejo de malezas
(Bentivegna y Zalba, 2014). A la hora de abordar el manejo de especies invasoras se
deberia tener en cuenta la prevencion, la deteccion temprana y/o el control o
erradicacion (Tan y otros, 2012). Se considera que a medida que un proceso de invasion
avanza, las posibilidades de implementar medidas exitosas de control se reducen, al
tiempo que los costos de manejo aumentan de manera considerable. EI concepto de
manejo integrado se basa en enfocar el problema, utilizando en forma compatible con la
calidad ambiental, todas las técnicas adecuadas y conocimientos existentes para reducir
una poblacion de malezas a niveles tales que los perjuicios econdmicos que produzcan
se hallen por debajo de un umbral econdmico aceptable (Fernandez, 1982; Fernandez y
otros, 2014b).

Bentivegna (2008) sefiala que el manejo integrado de una especie invasora se
basa en tres pilares fundamentales: el conocimiento de su bioecologia, la deteccion
precisa de las poblaciones y la evaluacion de estrategias de control disponibles. El
primer punto nos permite determinar los factores que promueven su expansion e
identificar las etapas del ciclo que resultan méas vulnerables a las metodologias de
control. En segundo lugar, las acciones de monitoreo no sélo permiten identificar las
especies presentes sino que también da a lugar a un seguimiento de su expansion y
aplicacion de técnicas de control en el sitio especifico. Finalmente, una correcta

eleccion de técnicas de control de plantas redunda en un incremento de los beneficios



econdmicos y una menor agresividad al ambiente. Un exitoso manejo a largo plazo,
deberia incluir combinaciones de tratamientos mecanicos, quimicos, biolégicos y
culturales, que de manera integrada resulten mas efectivos para lograr un control
sustentable (DiTomaso, 2000). La carencia de informacién precisa en alguno de los tres
objetivos fundamentales citados conlleva a la disminucién de la eficiencia de manejo y

en algunos casos al fracaso de las acciones emprendidas.

1.2. Invasion de Dipsacus fullonum L. en la Provincia de Buenos Aires

1.2.1. Descripciéon del problema

La Provincia de Buenos Aires constituye uno de los territorios que han sido
sustancialmente modificados dentro de la Argentina. Durante los Gltimos siglos, los
ecosistemas naturales originales han sido reemplazados en su gran mayoria por
agroecosistemas, quedando soOlo ciertos relictos de vegetacion pristina aislados,
provocando una gran fragmentacion del habitat (Cabrera, 1963). Las comunidades
naturales se empobrecieron sensiblemente, en consecuencia se produjo una mayor
homogenizacién del paisaje con peérdida de limites ecotonales (Bilenca y Mifiarro,
2004). Ademas del proceso de agriculturizacion, otros factores perturbadores como la
extraccion de madera, el laboreo de tierras no cultivables, y el excesivo pastoreo de la
vegetacion del ecosistema natural han provocado importantes cambios en el paisaje
(Busso y otros, 2013).

Dentro del territorio argentino, esta provincia se encuentra entre las que
presentan altos niveles de degradacion y es, a su vez, una de las que menor atencion que
ha recibido desde el punto de vista conservacionista (Zalba y Villamil, 2002). La
superficie legalmente protegida estd restringida a ambientes donde la frontera
agropecuaria no ha podido avanzar, como sectores de pastizal serrano, humedales y
dunas de la franja costera (Cuevas y Zalba, 2009). Estos ambientes, junto con la
vegetacion espontanea que se desarrolla en los denominados “corredores” (vias férreas,
alambrados que rodean a los campos de cultivo, banguinas, terraplenes y los margenes
de cursos de agua), representan, a pesar del disturbio, los elementos del paisaje que mas
se asemejan a los ambientes que existian originalmente. Ademas, los corredores

conservan una funcién muy importante, ya que conectan los fragmentos de pastizales y



montes naturales. De esta manera, contribuyen a incrementar las tasas de
desplazamientos de plantas y animales, y con ello, a contrarrestar por medio de
sucesivas recolonizaciones las extinciones locales que pudieran tener lugar en los
fragmentos. Al mismo tiempo, proveen de sitios de refugios para la fauna autéctona
(Bilenca y Mifiarro, 2004).

En la provincia de Buenos Aires, el 60% de las especies exoticas provienen de
Europa central (Prinzing y otros, 2002). Una gran cantidad de especies que resultaron
invasoras fueron introducidas intencionalmente y constituyen un problema serio en los
escasos ambientes naturales de esta zona como por ejemplo el ligustro (Ligustrum
lucidum), el pino de Alepo (Pinus halepensis) en Sierra de la Ventana (Cuevas y Zalba,
2009), y diversos tamariscos (Tamarix spp.) sobre dunas costeras (Natale, 2008). Por
otra parte, la semilla de numerosos cultivos introducidos ha estado contaminada con
especies herbaceas exoticas pertenecientes a diversos géneros como Avena, Lolium,
Cynara, Silybum, entre otros, que ademas de ser malezas agricolas problemaéticas
también son un problema en ambientes no disturbados (Fernandez y otros, 2014a).

Ciertas especies incluso han sido declaradas plagas nacionales en Argentina.
Entre ellas, las que mas dafios han causado son Acroptilon repens, Centaurea
solstitialis, Medicago minima, Sorghum halepense, etc. (Busso y otros, 2013). Una
especie herbacea que ha colonizado los ambientes de esta region es Dipsacus fullonum,
cuya denominacion vulgar mas ampliamente utilizada es “carda silvestre”. En las
ultimas décadas se ha observado un constante incremento en sus poblaciones,
encontrandose en plena expansion e invadiendo comunidades naturales de areas
protegidas, pasturas, corredores, incluso praderas ya establecidas (Montero y Barberis,
2007; Busso y otros, 2013).

Se indica que D. fullonum es una especie que se caracteriza por presentar un
elevado potencial competitivo y agresividad junto con una alta capacidad reproductiva.
En consecuencia, puede rapidamente formar grandes y densos parches, constituyendo
una amenaza a la escasa vegetacion nativa de la region (Solecki, 1993; Chessman, 1998;
Giolitti y otros, 2009). En diversos paises del mundo ha sido catalogada como una
especie invasora muy agresiva de habitats no modificados. En EEUU se encuentra
presente en 43 estados y se considera maleza nociva para cinco de ellos e invasiva para
doce. En el caso de Canada esta presente en cinco provincias y se registra como

perjudicial en una de ellas, Manitoba (Dugan y Rector, 2007; Harizanova y otros, 2012).
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Las especies de Dipsacus presentan una alta densidad de hojas anchas con
orientacion horizontal. Se indica que puede alcanzar indices de &rea foliar entre 2 y 3
m?/m?, hecho que esta asociado a una elevada capacidad de intercepcién de luz, lo que
se traduce en un obstaculo para el desarrollo de otras especies (Werner, 1975b;
Huenneke y Thomson, 1995). Ademas, se presume que pueden alterar los ciclos de
nutrientes e hidroldgicos y otras condiciones del medio, factores que provocarian la
supresion de especies deseables (Bentivegna y Smeda, 2011a).

En Argentina la carda silvestre genera problemas en diversos ambientes, siendo
actualmente considerada maleza invasora con el potencial de poner en riesgo el
patrimonio floristico de los territorios que coloniza. Considerando la Provincia de
Buenos Aires, esta presente en areas protegidas como: el “Parque Provincial Ernesto
Tornquist” (Long y Grassini, 1997), la “Reserva Natural Punta Lara” (Campos y
Fernandez, 2011), la “Reserva Natural Costanera Sur” (Daddario, obs. pers.), entre
otras. En la Reserva Natural Otamendi, Cordo (2004) destaca la abundancia de las
poblaciones de carda en proceso de franca expansion, representando uno de los
principales problemas de esta area protegida.

Otra problemética importante relacionada con la invasion de carda, est4 asociada
con el pastoreo de especies nativas preferidas por el ganado, situacion que
frecuentemente libera espacios que son ocupados por la especie. La planta esta
fuertemente dotada de aguijones en las hojas y tallos que constituyen una defensa
mecénica en contra del pastoreo (Solecki, 1993), hecho que incide de manera negativa
en la disponibilidad de forraje en pastizales destinados a la produccion ganadera.

Finalmente, D. fullonum es un hospedante alternativo de plagas de importancia.
Entre ellas se menciona a la carda como via de infeccion del nematodo cosmopolita
Ditylenchus dipsaci, patégeno de importancia en cultivos de alfalfa, cebolla y ajo
(Dugan y Rector, 2007). De hecho, el epiteto dipsaci se debe a que fue descubierto por
primera vez en especies de Dipsacus. Ademas, se encontré que D. fullonum es
hospedante del SUCMoV (Sunflower Chlorotic Mottle Virus), vulgarmente conocido
como virus del mosaico clorético del girasol. Esta virosis es la mas ampliamente
distribuida en Argentina y puede reducir significativamente los rendimientos de este
cultivo. Se considera que D. fullonum se constituye epidemiologicamente como uno de
los hospedantes alternativos mas importantes debido a su largo ciclo de vida, con la
capacidad de mantener la presencia del inoculo a lo largo de todo el afio (Giolitti y
otros, 2009).
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En conclusion, D. fullonum representa un elevado problema ambiental
generalizado, en diversas areas utilizadas con multiples propositos, comparativamente

con otros tipos de malezas que implican perjuicios claramente puntuales.

1.2.2. Caracterizacion de Dipsacus fullonum L.

Identificacion Taxondmica

Reino: Plantae

Division: Spermatophyta

Subdivision: Angiospermae

Clase: Dicotyledoneae

Orden: Dipsacales

Familia: Dipsacaceae

Género: Dipsacus

Especie: Dipsacus fullonum L.

Sinénimos: D. fullonum L. var. sylvestris (Huds.) Huds.; D. sylvestris Mill.; D. sylvestris
Huds.

Nombres vulgares: agua benditera, bafio de Venus, carda (hominacion mas utilizada),
carda silvestre, carda de cardadores, cardencha silvestre, cardo, cardén, cardoncha,
dipsaco, escobilla, peines, raspasayos, vara de pastor. Inglés: fuller's teasel, teasel, wild
teasel, common teasel (Hurrell y otros, 2007). En esta tesis se identifica la especie en

estudio tanto por su denominacion taxondmica cientifica como la vulgar de carda.

La familia Dipsacaceae es originaria del Viejo Mundo, incluyendo Europa central
y meridional, Asia occidental y Africa boreal (Pontiroli, 1965), no existiendo especies
nativas de esta familia fuera de este area (Sforza, 2004). Debido a la gran diversidad y
numero de especies endémicas se estima que el centro de origen del sub-género Dipsacus
L., que incluye a las especies categorizadas como invasoras, se registra en el sur de
Europa (Rector y otros, 2006). D. fullonum se encuentra naturalizada en varios paises de
Africa, Oceania y América (USDA ARS, 2016).

En la Argentina, se citan dos especies pertenecientes al géenero Dipsacus: D.
fullonum (Cddigo EPPO: DIWSI) y D. sativus (Codigo EPPO: DIWSA) (Zuloaga y
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Morrone, 1999). Ambas son muy similares entre si y Gnicamente difieren en la forma de
sus bracteas florales, las cuales son rectas en D. fullonum y curvas a modo de ganchos
en D. sativus. Gracias a esta caracteristica, D. sativus se cultivaba siglos atras con el
propdsito de utilizar sus inflorescencias para hilar tejidos, y se presume que ha sido
domesticada a partir de la forma silvestre, D. fullonum (Rector y otros, 2006). El
nombre genérico Dipsacus debe su origen al vocablo griego, “dipsakos”, que deriva de
“dipsa”, sed, y segin Font Quer (1958) alude a sus hojas caulinares opuestas que
forman una concavidad a modo de vaso en torno del tallo, en el cual se recoge el agua
de lluvia. El epiteto especifico “fullonum”, en latin, hace referencia a la persona que se
dedica a cardar tejidos (Hurrell y otros, 2007). Histéricamente, la sinonimia de estas
especies ha sido un tema controversial. Fundamentalmente, en la literatura
norteamericana, la forma silvestre ha sido frecuentemente denominada con el binomio
D. sylvestris y se reservaba el nombre D. fullonum para la forma cultivada (Werner,
1975c). Por otro lado, se propuso nombrar a ambas especies con un Unico nombre
cientifico denominado D. fullonum y tratar ambos biotipos como subespecies; sin
embargo, esta categorizacion presumiblemente no ha trascendido. En otras revisiones,
se vuelven a considerar como dos especies distintas, siendo asi que el nombre cientifico
mas apropiado para la forma silvestre es D. fullonum y D. sativus para la antiguamente
cultivada (Ferguson y Brizicky, 1965) (Tabla 1.1).

La carda de cardar se cultivaba en la era pre-industrial, hecho que ha sido
documentado cerca del siglo XII en Francia y probablemente data desde el imperio
romano. D. sativus fue un cultivo importante en Europa durante la colonizacién europea
de otros continentes. Un hecho historico interesante es que en el Papado de Avignon,
Francia, se otorgaban premios a aquellos que realizaban el cultivo de esta especie
(Sforza, 2004). Novara (2007) indica que aparentemente en la antigiiedad, los capitulos
de D. sativus se importaban desde Europa para el cardado de la lana, lo cual
aparentemente haya favorecido también la introduccion de D. fullonum. La fecha exacta
de la llegada a la Argentina es incierta, aunque su existencia ya es citada por Hauman
(1925) en su trabajo sobre fanerégamas adventicias de la flora argentina. En otros paises
como Canada se introdujo con fines ornamentales o decorativos, tal como indica
Werner (1975c). En EEUU, se sabe que fue introducida por John Bartram en
Pennsylvania en 1728 como contaminante con semilla de D. sativus (Rector y otros,
2006).
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Tabla 1.1. Diversas nomenclaturas utilizadas en la literatura para la identificacion de
las especies del género Dipsacus presentes en Argentina.

Nombre cientifico

Forma silvestre Forma cultivada Citas
_ ' Werner (1975c)
Clerta literatura D. sylvestris Huds. D. fullonum L. Glass (1991)
norteamericana
Huenneke y Thomson (1995)
D. fullonum L. ssp. D. fullonum L. ssp. sativus (L.) Ryder (1998)
Escasos autores .
sylvestris (Huds.) Claph. Thell. Beaton y Dudley (2007)
En la actualidad en la Ferguson y Brizicky (1965)
| mayor Par_t ¢ de_la D. fullonum L. D. sativus (L.) Honck. Chessman (1998)
bibliografia, incluida la
de Argentina Zuloaga y Morrone (1999)

Biologia

Se trata de una planta hemicriptdfita, con un extenso sistema radical axonomorfo
perenne, que puede alcanzar una profundidad de méas de 60 cm y un diametro de 2,5 cm,
asociado a este exhibe un sistema de raices secundarias fibrosas (Werner, 1975c). En
estado vegetativo produce hojas dispuestas en roseta (Fot. 1.1), brevemente pecioladas,
dentadas, glabras, luego éstas mueren y son reemplazadas por hojas caulinares sésiles,
enteras o dentadas, connatas en la base, lo cual le da el aspecto de copa donde acumula
el agua de la lluvia. Ambos tipos de hojas presentan aguijones rigidos sobre la
nervadura media del envés y pequefios aguijones insertos sobre sus laminas. Las rosetas
pueden alcanzar un didmetro de hasta 60 cm. Los tallos y sus ramificaciones son
erectos, los cuales se producen cuando se induce la floracion (Pontiroli, 1965; Werner,
1975c¢). Pueden alcanzar hasta 2,5 m de altura y se encuentran dotados de pequefios
aguijones en toda su superficie. En el extremo de cada tallo se forman las flores
agrupadas en capitulos ovoides a subcilindricos, de 3-10 cm de largo, protegidos por
bracteas rigidas linear-lanceoladas, normalmente més largas que el capitulo, de hasta 8
cm de longitud. Cada flor esta a su vez protegida por una palea recta, también linear-
lanceolada (Fot. 1.2), siendo la principal diferencia con D. sativus, debido a que este
ultimo presenta paleas curvas y ganchosas (Pontiroli, 1965). Las flores presentan una
corola gamopétala, violacea, atractiva para insectos y otros animales. El fruto es un
aquenio, envuelto en un involucelo grisaceo de unos 2,5 mm de longitud, con el caliz

persistente dispuesto en el apice sobre una pequefia ctpula (Pontiroli, 1965).
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Dipsacus fullonum crece vegetativamente como roseta y su raiz axonomorfa
puede extenderse mas profundamente que las raices de la mayoria de las especies
anuales y bianuales (Werner, 1975a). El ciclo de vida se define como monocarpico y es
comunmente clasificada como bienal. La planta acumula suficiente energia durante el
primer afio de crecimiento en la raiz, y en el segundo, normalmente, florece y fructifica.
Sin embargo, bajo condiciones adversas ya sean bi6ticas o abioticas, puede necesitar un
afio adicional para florecer (Werner, 1975b), razon por la cual hay autores que
consideran que es mas apropiado considerar a D. fullonum como una especie perenne de
vida corta (Rector y otros, 2006). Werner (1975b) demostr6 que la floracion esta
altamente relacionada con el diametro de la roseta, siendo 30 cm el didmetro minimo
para que ocurra. La época de floracion mas comudn de la carda es en primavera y la
fructificacion en verano (Villamil y Martinez, 2014). La fertilizacion alégama, facilitada
por abejorros, macrolepidopteros y otros insectos, es el modo méas comdn de
fecundacién, a pesar de ello, la autopolinizacién es posible y puede generar hasta un 4%
de semillas viables (Werner, 1975c). La carda presenta un alto potencial de produccién
de semillas, siendo esta la unica forma de reproduccion (Solecki, 1993). Estas no
poseen adaptaciones para la dispersién por el viento o animales, lo que provoca que el
99% de ellas caigan cerca de la planta parental, produciendo un crecimiento en densas
comunidades monoespecificas (Werner, 1975a) (Fig. 1.1). Werner (1975c) ademas
indica que pueden ser dispersadas accidentalmente por actividades humanas
(desmalezado de banquinas, vehiculos), animales y a largas distancias mayormente por
flotacion en cursos de agua.

Distribucién geogréfica y habitat

Ademas de la Provincia de Buenos Aires, Zuloaga y Morrone (1999) citan a D.
fullonum en Coérdoba, Entre Rios, Rio Negro, Salta y Santa Fe. Giolitti y otros (2009)
destacan su gran abundancia en la region Pampeana. Esta especie suele encontrarse
preferentemente en sitios con disturbios menores, por ejemplo margenes de rutas, vias
férreas, areas serranas, campos abandonados, distritos protegidos, etc.; normalmente a
una altitud que no supera los 500 msnm (Zuloaga y Morrone, 1999). Con respecto a las
caracteristicas de los habitats en los que suele establecerse, comiunmente se tratan de
espacios abiertos a parcialmente sombreados. Se desarrolla en forma Optima en climas

calidos y de tipo mésico, es decir, ambientes en los cuales se mantiene una moderada



15

humedad en la estacion de crecimiento, aunque ocasionalmente también puede invadir
sitios secos (Werner, 1975c; Solecki, 1993). Werner (1975c) asocia la presencia de esta
especie preferentemente a sitios recientemente disturbados y habitats serales tempranos.
Solecki (1993) sefiala que también se la suele encontrar en areas con vegetacion
establecida, indicando que puede ser observada en comunidades de las Ultimas etapas de
la sucesion de cultivos abandonados, asi como también bosques humedos. Debido a que
la especie requiere dos 0 mas afios para completar su ciclo de vida, la existencia de
disturbios anuales severos pueden no ser tolerados. Por otro lado, la ausencia de
disturbios a largo plazo eventualmente se traduciria en el reemplazo de carda por
especies tipicas de la Ultimas etapas de la sucesion, normalmente perennes de lento
crecimiento (Werner, 1976) (Fot. 1.3).



Fotografia 1.2. Dipsacus fullonum en estado reproductivo; a. Plantas previo a la
emergencia de capitulos; b. Capitulo en plena floracion.
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A. Apice de ramita florifera. B. Corte longitudinal por inflorescencia. C. Corte
longitudinal por botén floral, nétese los filamentos de los estambres
plegados. D. Flor y bractea axilante. E. Corte longitudinal por flor. F. Fruto.
G. Corte longitudinal por fruto. H. Transcorte por fruto con su bractea
axilante. I-J. Embnon.

Figura 1.1. Partes constitutivas de Dipsacus fullonum. Imagen perteneciente a la
iconoteca del Museo Botanico de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales
de la Universidad Nacional de Cérdoba.



Fotografia 1.3. Poblaciones de Dipsacus fullonum en distintos sitios de Argentina; a.
Pastizal del centro-oeste de la Provincia de Buenos Aires; b. Localidad de Bahia
Blanca; c. Reserva Natural Costanera Sur, CABA; d. Margen de camino en las afueras
de Bahia Blanca; e. Laguna de Gémez, Partido de Guamini; f. Localidad de
Chapadmalal a metros de la costa maritima.

Manejo de Dipsacus fullonum

Debido a que la carda sélo se reproduce sexualmente, el control de la misma se
debe basar, por un lado, en el agotamiento del banco de semillas del suelo, y por el otro
en evitar la produccién de nuevas semillas; en consecuencia, el entendimiento de su
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ecofisiologia de crecimiento y reproduccidn es una tematica primaria en el desarrollo de
un plan estratégico de manejo (Glass, 1991; Solecki, 1993).

D. fullonum ha demostrado ser una especie muy dificil de controlar (Lusher,
2006). La eliminacion manual sélo puede realizarse en superficies pequefas. El laboreo
podria ser una opcion ya que se indica que D. fullonum no tolera la remocion del suelo.
Sin embargo, esta costosa practica se restringe casi exclusivamente para su uso en areas
niveladas como las de uso agricola, siendo una herramienta poco factible en la mayoria
de los ambientes que invade la carda (areas protegidas, pasturas naturales, margenes de
ruta, etc.) (Ditomaso, 2000; Masters y Sheley, 2001; Dudley y otros, 2009). Ademas
aumenta los niveles de erosién edlica y promueve cambios drasticos en los parametros
del suelo, especialmente en aquellos méas fragiles como los de la zona semiarida
(Ditomasso y otros, 2007; Paoloni, 2010). En grandes infestaciones, el corte con
maquinarias es la practica mas usada lograndose resultados dispares. Basicamente,
mientras que un corte temprano en el ciclo de crecimiento produce el rebrote de la
planta y futura produccion de semillas, un corte tardio luego de floracion favorece la
dispersion de las semientes. La quema controlada no ha obtenido resultados alentadores
en otras especies del género Dipsacus, ya que las rosetas verdes en estado vegetativo en
la base de las plantas que estan floreciendo, evitan el avance y reducen el efecto del
fuego (Glass, 1991; Solecki, 1993). Bentivegna y Smeda (2008) ensayaron
formulaciones de herbicidas reguladores de crecimiento e inhibidores de la
acetolactatosintetasa en D. laciniatus, no registrandose resultados publicados en D.
fullonum.

Lusher (2006) estimé que el control de un stand monoespecifico de D. fullonum

tiene un costo aproximado de 99 U$S.ha_1 empleando Unicamente labores mecanicas de
corte. Sin embargo, este costo aumenta cuando se trabaja en pasturas o areas naturales
porque el control debe ser selectivo y localizado. De esta manera, los medios mecanicos
de control no son viables por que dafian a especies deseables, y en muchas ocasiones se
debe recurrir a labores adicionales como el uso de herbicidas y cortes manuales. El
elevado costo de manejo citado en los parrafos anteriores, se asocia especificamente
para D. fullonum, y no estan incorporados los relacionados con acciones secundarias de
reparacion circunstanciales (suelo, diversidad biologica, forraje etc.), o bien el

significado econdémico ante la imposibilidad de restauracion del sistema ecologico.
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1.3. Caracterizacion de la zona de estudio

La zona de estudio corresponde a la Provincia de Buenos Aires. Se sitla en la
porcion este del centro de Argentina y limita con el océano Atlantico, entre los 33°S y
41°S y los 56°30° E y 63°30° E, y presenta una superficie de 307 653 km? (Soyrinki,
1991). Geomorfolégicamente este territorio corresponde a la llanura pampeana, y su
fisonomia plana sélo se ve interrumpida por los Sistemas Serranos de Ventania y
Tandilia, el cual el primero de ellos alcanza unos 180 km de longitud en direccion NO a
SE y unos 50 km de ancho en su parte central, y el segundo corre con un rumbo general
NO-SE unos 350 km desde Olavarria hasta Mar del Plata. ElI cordon serrano es
discontinuo y de relieve general bajo, y su zona central se ensancha hasta unos 60 km
(Selles-Martinez, 2001; Dalla Salda y otros, 2006). La llanura es cruzada por algunos
rios lentos que fluyen y ciertos lagos y lagunas (S6yrinki, 1991).

Climatologicamente, la provincia pertenece a la zona templada sur. La
temperatura media del mes mas calido, Enero, es 20-24°C y la del mes mas frio, Julio,
es 8-10°C. En la mayor parte de la provincia, la precipitacion anual es de 700-900 mm;
en la zona costera noreste alcanza los 1000 mm y en la zona sudoeste decae a los 400
mm (SOyrinki, 1991).

De forma generalizada, el suelo es pardo o negro, con subsuelo de loess o de
limo; en la zona occidental predominan los suelos arenosos, mientras en el sudoeste,
bajo un suelo muy delgado existen gruesas capas de calcareo. En las sierras los suelos
son inmaduros, con rocas cristalinas o de areniscas (Cabrera, 1963).

1.3.1. Vegetacion

Segun la clasificacion fitogeogréafica propuesta por Cabrera (1971), gran parte de
la provincia de Buenos Aires abarca sectores de la Provincia Pampeana y del Distrito
del Caldén (Provincia del Espinal), lugares ampliamente infectados por carda. Sus

composiciones floristicas se describen a continuacion:

Provincia Pampeana: la mayor parte de la Provincia de Buenos Aires se
corresponde con esta provincia fitogeogréafica. La vegetacion se compone por estepas o

pseudo-estepas de gramineas, donde el aspecto mas sobresaliente es la ausencia de
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especies arboreas, a no ser cultivadas o bien en comunidades edaficas muy reducidas
(Cabrera, 1971). Los pastos forman matas densas que se secan en la estacion seca o la
estacion fria y las estructuras de renuevo quedan a nivel del suelo protegidas por el
detritus de las plantas (Bilenca y Mifarro, 2004).

Se extiende sobre llanuras horizontales o0 muy poco onduladas, con algunas
serranias de poca altura (hasta 1200 m) que emergen como islas. Hay rios de cauce lento
y ondulante, y numerosas lagunas de agua dulce o salobre. La comunidad climax es la
estepa de gramineas, que localmente es denominada ‘flechillar’, existiendo también
praderas, estepas sammofilas, estepas haldfilas, bosques marginales y diversos tipos de
vegetacion hidrofila. Desde el punto de vista floristico, la Provincia Pampeana se
caracteriza por la predominancia absoluta de gramineas cespitosas, especialmente las
tribus Stipeae, Aristideae, Meliceae, Poeae y Eragrosteae (Cabrera, 1971).

Las Poaceas son acompafiadas por otras herbaceas y, ocasionalmente por
sufratices o pequefios arbustos. La mayor parte de las especies tienen caracteristicas de
xerofilia, que se tornan mas frecuentes y acentuadas hacia el sur y hacia el oeste
(Bilenca y Mifiarro, 2004).

Con respecto a otras areas de clima templado del mundo, esta area presenta una
relativa pobreza en cuanto a la flora presente que en parte se adjudica a la invasion
masiva de ganado doméstico entre los siglos XVI y XIX y a la invasién de plantas

exoticas (Bilenca y Mifiarro, 2004).

Provincia del Espinal (Distrito del Caldén): corresponde a este distrito el sur
de Buenos Aires. El tipo de vegetacion caracteristico es el bosque xeréfilo, pero
también hay estepas graminosas y matorrales de arbustos. La comunidad climax es el
bosque de caldén (Prosopis caldenia) que ha sido muy explotada para obtener postes o
lefa. La zona de la provincia contemplada por el presente estudio corresponde al
Distrito fitogeografico del Caldén. Sus suelos tienen importantes contenidos de arena,
habitualmente con aptitud ganadera y eventualmente agricola En el estrato herbaceo
predominan los pastos robustos y son frecuentes dos compuestas sufruticosas:

Baccharis artemisioides y Baccharis ulicina (Cabrera, 1971).
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1.4.  Justificacion de la investigacion

El estudio de la ecofisiologia de una especie vegetal introducida en una region,
es un requerimiento primordial para evaluar o predecir su potencial como invasora,
reconocer sus efectos negativos y establecer pautas de manejo que permitan limitar su
propagacion. Con la finalidad de probar que el éxito de la amplia expansion de D.
fullonum como maleza invasora en ambiente del sur de la Provincia de Buenos Aires es
el producto de la manifestacion conjunta de diversas estrategias ecologicas de la
especie, se expone la presente tesis acerca de la bioecologia de esta especie en relacion a
su potencial invasivo, sus estrategias de supervivencia, la interaccion con el medio
ambiente y su capacidad de expansién. Ademas se tratan ciertos aspectos acerca del
impacto ambiental producido por dicha expansion y alternativas de manejo para reducir
sus poblaciones. Esta informacion permitird la elaboracion de programas eficientes de

manejo de D. fullonum.

Por lo expuesto anteriormente se plantearon las siguientes hipotesis:

2.1.1. Hipotesis

H1. El éxito invasor de D. fullonum es explicado en parte gracias a que:

a. La produccién de semillas es mayor cuando las plantas de carda crecen aisladas que
cuando crecen en cercania con otras plantas de carda.

b. Es capaz de germinar en un amplio rango de temperaturas y de pH, ademas de
valores elevados de presidon osmética y concentracién salina.

C. Sus semillas germinan luego de un afio de estar almacenadas, tanto sumergidas en
agua (condiciones de saturacién hidrica) como en seco, en este ultimo caso ademas
depende de la temperatura de almacenamiento.

d. Sus semillas pueden persistir de manera viable en el suelo por periodos mayores a
un afo.

e. Puede emerger a profundidades de suelo mayores a 3 cm y en diferentes tipos de
suelo.

f. Laemergencia de plantulas ocurre de manera uniforme a lo largo del afo.

H2. En las condiciones ambientales del sur bonaerense D. fullonum:
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a. Presenta un ciclo de vida de dos afios de duracion y florecen una vez alcanzado un
tamario critico (30 cm de didmetro de la roseta).

b. La particién de recursos asignados a distintos érganos (hojas, tallos y raices) es
diferente durante el transcurso de dicho ciclo.

c. La mayor capacidad competitiva por recursos aéreos en el estadio de roseta que en
el estado reproductivo se explica por indices foliares mas elevados en el primero de
ellos.

H3. La invasion de “carda” produce una alteracion en los sistemas ecologicos que

coloniza en funcion de:

a. su alta capacidad competitiva por recursos, que afecta negativamente parametros de
crecimiento de especies deseables.

b. la produccion de sustancias alelopaticas, la cual varia en funcién del estadio
fenoldgico y del érgano de la maleza involucrado.

c. cambios en los niveles de pH, materia organica y diversos nutrientes del suelo.

H4. Es posible lograr un 90% de control mediante la aplicacion de:

a. herbicidas postemergentes.

b. cortes mecanicos.

H5. En la provincia de Buenos Aires, existen Unicamente especies fingicas indigenas y

generalistas capaces de causar enfermedad en plantas de carda.

Los objetivos de la presente tesis son:

Obijetivo general

Estudiar las bases ecofisiologicas que sustentan el potencial de D. fullonum
como especie invasora de alta supervivencia e investigar sobre la eficacia y factibilidad

de ciertas técnicas de control.

Objetivos especificos

a) Cuantificar la produccion de semillas de D. fullonum, sus requerimientos para la
germinacion y los flujos de emergencia en el banco del suelo.

b) Estudiar la dinamica del crecimiento de D. fullonum tanto aérea como radical a lo
largo de su ciclo de desarrollo, determinando los momentos en que ocurren sus estadios

fenoldgicos y cuantificando atributos morfolégicos v fisioldgicos.



24

c) Evaluar la interaccion competitiva, el potencial alelopéatico de D. fullonum y los
cambios en las condiciones del suelo provocados por esta especie.

d) Determinar el impacto de ciertas medidas de control (herbicidas y corte), con
diferentes intensidades de aplicacion y en diversos estadios de desarrollo.

e) Confeccionar una lista de posibles patégenos de D. fullonum con el propoésito de
seleccionar potenciales agentes de control bioldgico.

1.5. Estructura de la tesis

Los capitulos que siguen dan cuenta del trabajo que ha sido realizado a fin de

cumplir con los objetivos de esta investigacion.

En el Capitulo | - “Introduccién general y descripcion del problema” se brinda
informacidn general del tema, se plantea la problematica y se caracterizan tanto la zona
como la especie estudiada.

En el Capitulo Il - “Produccion de semillas, germinacion y emergencia de
Dipsacus fullonum bajo diferentes condiciones” se presentan una serie de ensayos que
describen la produccion de semillas, el comportamiento de la germinacion de la especie
en respuesta a diferentes factores ambientales y diversos estudios asociados a la
emergencia de plantulas en distintas condiciones.

En el Capitulo Il - “Analisis del crecimiento y desarrollo de Dipsacus fullonum
en ambientes del sur bonaerense” se estudio el patron de asignacion de biomasa a cada
constituyente de la planta a lo largo del ciclo de crecimiento en parcelas a campo.

En el Capitulo IV - “Interferencia de Dipsacus fullonum sobre especies deseables
y suelos del sur de la Provincia de Buenos Aires”, se exploran los efectos de la carda
sobre otras especies a través de procesos de competencia y alelopatia y sobre ciertas
caracteristicas quimicas de distintos suelos.

En el Capitulo V - “Control quimico y mecanico de Dipsacus fullonum”, se
evallan opciones de control de las poblaciones, abarcando métodos mecéanicos (corte) y
quimicos (herbicidas).

En el capitulo VI — “Estudios etioldgicos y biogeograficos de las enfermedades

encontradas afectando a Dipsacus fullonum en la provincia de Buenos Aires” se
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describe una lista de patdgenos asociados a la maleza con el fin de evaluar la
factibilidad de incorporar el control bioldgico en un plan de manejo integrado.

En el capitulo VII se presentan las consideraciones finales, donde se integran los
conocimientos alcanzados en los capitulos antecedentes y las prospectivas de posibles

estudios.
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Capitulo 11

Produccion de semillas, germinacion y emergencia de Dipsacus

fullonum bajo diferentes condiciones
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2.1. Introduccion

La produccion de un suficiente namero de semillas viables es uno de los factores
cruciales para la supervivencia y dispersion en ciertas malezas, fundamentalmente en
especies vegetales que no se reproducen vegetativamente, como el caso de especies
anuales (Greene y Johnson, 1994). El conocimiento de este potencial, en distintas
condiciones, da una idea de la capacidad de una planta para incrementar el nimero de
individuos en un determinado sitio, y determinar sus posibilidades de colonizacion de
nuevas areas. Por lo tanto, evitar la produccion de semillas de una maleza es clave para
el desarrollo de medidas eficientes de manejo y asi mitigar su expansion (Zimdabhl,
1993).

Una vez que las semillas se dispersan desde la planta madre, las mismas pueden
germinar inmediatamente, o bien incorporarse a lo que cominmente se denomina
“bancos de semillas del suelo”. Estos Gltimos juegan un rol importante en la regulacion
de la poblacion de una maleza, dado que frecuentemente optimizan la dispersion de la
emergencia de plantulas en el tiempo. Dependiendo de los atributos fisioldgicos de una
semilla, tales como dormicién, se puede desencadenar: por un lado el proceso inmediato
de germinacién de la semilla madura, o bien puede permanecer viva en el reservorio del
banco de acuerdo a su longevidad. Otras pérdidas son a través de la predacion por aves,
roedores e insectos y del decaimineto que se produce por efecto del consumo de las
semillas por la macro y microfauna y la microflora del suelo (Cooper, 2012; Benech
Arnold y otros, 2014).

La germinacion es uno de los estadios mas criticos en el ciclo de una planta 'y su
éxito es esencial para el establecimiento de una maleza en el mismo o0 en un nuevo sitio
(Ross y Lembi, 2009). Este proceso es el resultado de una serie de interacciones
complejas entre numerosos factores intrinsecos (genotipo, edad) y extrinsecos
(ambiente) (Bewley y Black, 1994; Acosta y otros, 2013). Las condiciones Optimas
necesarias para la germinacién varian considerablemente dependiendo de la especie
(Egley y Duke, 1985). Una rapida germinacion es un rasgo tipico que caracteriza a
muchas de las malezas ampliamente distribuidas. Por el contrario, especies de
distribucion restringida suelen exhibir una germinacion mas lenta (Forcella y otros,
1986). Diversos factores ambientales, tales como la temperatura, la disponibilidad de
agua, el pH del suelo o el estrés hidrico influencian la germinacion. La temperaturay la

disponibilidad de agua en el suelo se consideran los parametros mas importantes para
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retardarla, reducirla o evitarla (Norsworthy y Oliveira, 2006). Ciertamente, la habilidad
que presentan frecuentemente de germinar bajo condiciones de estrés hidrico debido a la
falta de agua, o bien, al elevado contenido de sales en el suelo, permite a la maleza
tomar ventaja de estas condiciones que limitan el crecimiento de otras especies.
Asimismo, el pH del suelo incide en el desarrollo y la competitividad de una especie
debido a que afecta la disponibilidad de ciertos nutrientes, minerales esenciales, la
solubilidad de elementos toxicos y la microflora del suelo (Chauhan y Johnson, 2008).

La compresion de los mecanismos que modifican el tamafio de una poblacion,
como por ejemplo la disponibilidad de semillas viables en el banco, ayuda en el disefio
de modelos que permiten predecir la emergencia de plantulas y asi poder aplicar
técnicas de control en los momentos de mayor aparicion de plantulas en el campo
(Faccini y Nisensohn, 1994; van Mourik y otros, 2005; Cooper, 2012; Benech Arnold y
otros, 2014). En este sentido, un aspecto necesario a conocer es la longevidad de una
semilla, la cual también depende de numerosos factores, entre los cuales se menciona su
estado fisioldgico, las caracteristicas quimicas y fisicas del ambiente donde reside y su
posicién en el perfil suelo (Figueroa y otros, 2007). Esta informacion nos indica por
cuanto tiempo un banco de semillas continuarda aportando nuevos individuos a la
poblacion, y en consecuencia, por cuanto tiempo se deberian realizar medidas de control
hasta agotar las semillas del banco (Bentivegna y Smeda, 2011a; Cooper, 2012). Se dice
gue malezas mas exitosas suelen presentar una persistencia elevada en el suelo (Davis y
otros, 2005); y que en general, las especies anuales y bianuales presentan semillas mas
longevas que aquellas perennes relacionadas (Radosevich y otros, 2007).

Un factor muy importante que influye en la emergencia de plantulas es la
profundidad de entierro de una semilla en el suelo. A medida que varia la profundidad
de suelo difieren principalmente la disponibilidad de agua, la amplitud térmica diaria y
la exposicion a la luz, factores que a su vez pueden inhibir o facilitar la germinacion
(Koger, y otros, 2004; Chauhan y otros, 2006). La emergencia a distintas profundidades
es proporcional a la cantidad de reservas que una semilla posea (Ebrahimi y Eslami,
2012). También depende de la tipologia de tales reservas, dependiendo de la cantidad de
oxigeno requerido para su utilizacion. Estas reservas energéticas son vitales para el
crecimiento de la plantula previo a la emergencia, porque dada la ausencia de luz, el
crecimiento es completamente autotr6fico. Las malezas presentan diferente habilidad

para emerger desde las distintas capas del suelo. Para la mayoria de las especies la
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profundidad Optima de emergencia es 2 cm y la méxima profundidad donde la
emergencia puede ocurrir es 6 cm (Mohler y Galford, 1997).

El patron de emergencia de plantulas es variable a lo largo del afio para las
diferentes especies (Mohler, 2001). Esta periodicidad también tiene un impacto
relevante en la decision de practicas de manejo adecuadas, ya que se puede actuar en
momentos donde se presente la méaxima emergencia y permitir tempranamente la
disrupcion del ciclo de la maleza (Mohler, 2001; Figueroa y otros, 2007).

Dipsacus fullonum se reproduce Unicamente a través de la produccion de
aquenios, que corrientemente se citan con la denominacion de semillas. Estas poseen un
tamario de aproximadamente 1 x 4 mm y no presentan adaptaciones para dispersarse por
el viento o animales. En consecuencia, el 99% de las mismas caen pasivamente al suelo
dentro de un radio de 1,5 m de la planta madre generando densos parches (Werner,
1975a). Las actividades humanas y los cursos de agua son los agentes mas probables de
su dispersion a largas distancias.

Las semillas de especies del género Dipsacus no requieren de tratamientos de
frio, escarificacion o un fotoperiodo especifico para germinar (Werner, 19753, c). De
acuerdo con Caswell y Werner (1978), las semillas maduras pueden germinar
inmediatamente luego de un corto periodo de pos-maduracion, por lo tanto no presentan
mecanismos de dormicion innata.

Se carece de estudios detallados en el sur bonaerense referentes a la
cuantificacion de la produccion de las semillas en distintas condiciones, los factores que
afectan la germinacién y aspectos relacionados con la emergencia de plantulas.
Experimentos de base conducirdn a un mejor entendimiento de la bioecologia de la
semilla, evaluar su potencial de invasion. Esta informacion servird para maximizar el

efecto de futuras técnicas de manejo sobre D. fullonum.

2.1.1. Hipotesis

El éxito invasor de D. fullonum es explicado en parte porque:

a. La produccién de semillas es mayor cuando las plantas de carda crecen aisladas que
cuando crecen en cercania de otros individuos de carda.

b. Es capaz de germinar en un amplio rango de temperaturas y de pH, ademas de

valores elevados de presién osmdtica y concentracion salina.
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C. Sus semillas germinan luego de un afio de estar almacenadas, tanto sumergidas en
agua (condiciones de saturacién hidrica) como en seco, en este Ultimo caso ademas
depende de la temperatura de almacenamiento.

d. Sus semillas pueden persistir de manera viable en el suelo por periodos mayores a
un afo.

d. Puede emerger a profundidades de suelo mayores a 3 cm y en diferentes tipos de
suelo.

e. Laemergencia de plantulas ocurre de manera uniforme a lo largo del afio.

Sustento de la hipotesis

Werner (1975c¢) obtuvo 3.333 semillas por planta en D. fullonum en EEUU y
sefiald6 que su germinacion alcanz6 un 99,7% en condiciones de laboratorio,
disminuyendo en la medida que las semillas eran mas viejas. Bentivegna y Smeda
(2011b) indican una menor produccion de semillas de plantas de D. laciniatus creciendo
en grupos. Ademas, en la misma especie se observd una persistencia de tres afios bajo
condiciones de campo en la region humeda de Missouri como asi también marcada
germinacion en dos meses del afio (Bentivegna, 2011a). Huarte y otros (2016)
encontraron que semillas de carda silvestre provenientes de una poblacion del norte de

la provincia de Buenos Aires emergen aun a 3 cm de profundidad en el orden de 7%.

2.1.2. Objetivos

Obijetivo general

Obtener informacion detallada acerca de aspectos relacionados con la

produccion de semillas en D. fullonum, su germinacion y la emergencia de plantulas.

Obijetivos especificos

. Cuantificar la produccion de semillas de D. fullonum en diferentes ambientes y
situaciones de crecimiento.

. Analizar factores que afectan la germinacion de semillas de D. fullonum (pH,
temperatura constante, potencial osmotico, concentracion salina, almacenamiento en

seco y almacenamiento en saturacion hidrica).
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. Evaluar la persistencia de semillas en el suelo en condiciones de campo.
. Evaluar el efecto de la profundidad de entierro y la textura del suelo en la
emergencia de plantulas.

. Definir el patron de emergencia de plantulas de D. fullonum a lo largo del afio.

2.2. Materiales y Métodos

2.2.1. Produccion de semillas bajo dos situaciones de crecimiento.

El estudio fue realizado entre los afios 2013 y 2014 en cuatro sitios, el primero de
ellos en una poblacion de carda ubicada dentro de un curso de agua en la periferia de la
ciudad de Bahia Blanca (BB; 38°42'1,05" S; 62°19'49,84" O); el segundo, en las
margenes de una via férrea contigua a un camino vecinal que conduce desde la localidad
de Cabildo a Saldungaray, a 20 Km del mismo (SR; 38°21'41,08"S; 61°48'16,84"0). El
tercero, en una poblacion ubicada sobre una via férrea ubicada dentro del Partido de
Necochea (NC; 38°31'12,1"S; 58°41'39,9"0) y el ultimo en una poblacién sobre un
margen de la Ruta 228 cercana a la localidad de Energia (EG; 38°32'35,5"; 59°29'7,1")
(Fot. 2.1a, by ¢).

Inmediatamente al momento en que las semillas se observaron maduras y antes de
su caida natural, fueron cosechados los capitulos de un total de 30 plantas en cada sitio.
Este momento correspondié a las fechas 27/02/2013 (BB), 28/02/2013 (SR), 14/02/2014
(NC) y 15/02/2014 (EG). Las plantas evaluadas fueron seleccionadas teniendo en cuenta
dos situaciones de crecimiento: 15 de ellas creciendo en competencia intraespecifica (de
ahora en mas “en grupos”) y las otras 15 creciendo en ausencia de competencia
intraspecifica (de ahora en mas “aisladas”). Las plantas fueron consideradas “aisladas”
cuando no crecieron cerca de otra carda dentro de un radio de 60 cm, mientras que una
planta fue considerada “en grupo” cuando la misma estaba creciendo cerca de por lo
menos dos plantas de carda, dentro de ese mismo radio, de acuerdo a la metodologia
utilizada por Bentivegna y Smeda (2011b). Luego de cosechados los capitulos se
contabilizaron sus semillas. Para determinar el nimero de semillas y su peso, se
extrajeron cuidadosamente las semillas a mano de cada capitulo (Fot. 2.1d) y se realiz
una limpieza utilizando una malla de 0,1 cm de luz. Para estimar la produccion de

semillas se realiz6 una regresion entre el nimero de semillas y el peso de las mismas,
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tomando diez capitulos aleatoriamente, por cada localidad y situacion de crecimiento
(“aislada” o “en grupo”). También se hizo una regresién entre el niUmero de semillas y
el largo del capitulo. EIl capitulo principal se cuantificé separadamente debido a que es
el primero que madura y frecuentemente escapa a las medidas de control. El peso total
de las semillas de cada capitulo fue registrado a temperatura ambiente (20°C £2) y 50%
de humedad.

Andlisis estadistico

Los datos fueron procesados a través de un anélisis de varianza (ANOVA) vy la
comparacion de medias se realizd por medio del test DMS protegido de Fisher
(p<0,05). Previamente se evaludo la normalidad (Shapiro-Wilks p<0,05) vy
homogeneidad de varianzas (Levene p<0,05). Se ajustaron modelos lineales para el
largo del receptéaculo y peso de las semillas, ambos parametros en relacion al nimero de
semillas. Los andlisis se efectuaron utilizando el software InfoStat (Di Rienzo y otros,
2015) y los modelos ajustados utilizando el software CurveExpert 1.3 (Hyams, 2005).
En los casos que no se cumplian los supuestos, los datos fueron transformados con la

funcién Ln(x) (Snedecor y Cochran, 1956).
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Fotografia 2.1. a. Sitio Bahia Blanca; b. Sitio Saldungaray; c. Sitio Necochea; d.
Capitulo de carda cosechado y sus semillas (aguenios).

2.2.2. Factores que afectan la germinacion

Material veqgetal

Todos los experimentos fueron realizados con semillas cosechadas en el mes de
marzo de los afios 2010 y 2011, excepto para los de almacenamiento en seco y en
saturacion hidrica, para los cuales se utilizaron semillas del 2011 y 2012. Se obtuvieron
a partir de poblacion naturalizada de una extension de cinco hectareas ubicada en el
partido de Bahia Blanca (38°41'12,45"S; 62°12'56,08"0), en la cual D. fullonum era la
especie dominante del 4rea. El suelo presentaba un valor de 7,47 de pH y 997 pS.cm™
de salinidad. Se colectaron semillas de 200 plantas las cuales fueron limpiadas y
almacenadas a bajas temperatura (4°C) y baja humedad ambiente (< 50%) en bolsas de
papel madera.

La semilla fue considerada madura cuando la inflorescencia que la soportaba se
encontraba en senescencia. El peso de 1000 semillas fue de 3,26 g, 2,62 gy 2,22 g para
las cosechas 2010, 2011 y 2012, respectivamente. Mediante el test de cloruro de 2,3,5-
trifenil tetrazolium (Copeland, 1976) se determind la viabilidad de las mismas y resultd
en un 93,5%, 95,7% y 97,2% para cada afio, respectivamente. Las semillas sanas fueron
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esterilizadas con hipoclorito de sodio 1:3 durante un minuto, para prevenir ataques de
patdgenos. Los experimentos se realizaron luego de dos meses de cosechadas.

Protocolo general de las pruebas de germinacién

Todos los experimentos consistieron en cinco réplicas de 50 semillas del
correspondiente afio, ubicadas sobre dos hojas de papel “tissue” en cajas de Petri
plasticas de 9 cm de diametro (Fot. 2.2a). El papel fue inicialmente humedecido con 5
ml de agua destilada (o la solucion adecuada segun el tratamiento) para mantener una
humedad apropiada. Las semillas no necesitaron tratamiento luminico (Caswell y
Werner, 1978). Al momento de evaluar la germinacién, todas las cajas fueron envueltas
en bolsas de polietileno transparente para prevenir la desecacion y se colocaron en
camara de germinacion en condiciones de temperatura controlada (24°C). EI nimero de
semillas que germinaron se determind diariamente durante 30 dias. El criterio que se
uso para la germinacion fue aquella que presentaba su radicula con una longitud de 2
mm (Fot. 2.2b). Al momento de evaluar la germinacion se controlaba la humedad del
papel de germinacion y se realizaba el asperjado con agua destilada (o la solucion
adecuada segun el tratamiento) segln su necesidad.

La evaluacion de los efectos de los tratamientos se realizd mediante el
porcentaje de germinacion (proporcion de semillas germinadas sobre el total de

semillas) y el coeficiente de velocidad de germinacion (Ranal y Santana, 2006):

k k
CVG = Z Fi /Z FiXi
i=1 i=1

Donde Fi: nimero de semillas germinadas en el dia i; Xi: nimero de dias de incubacién
y k: dltimo dia de germinacion. La maxima velocidad (CVG=1) indica que todas las
semillas germinan un dia después de incubadas. Un alto CVG representa que un alto
numero de semillas germinaron mas rapido. Asimismo, podemos comparar los cambios

en la rapidez para germinar bajo diferentes condiciones ambientales.
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Fotografia 2.2. a. Unidad experimental para los experimentos de factores que afectan
la germinacion; b. Semillas de carda germinando.

Efecto de la temperatura

Las semillas que se encontraban almacenadas fueron puestas a germinar,
siguiendo el protocolo general, a diferentes niveles de temperatura constante dentro de
camaras de germinacion y totalmente en oscuridad. Los niveles utilizados fueron: 6, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34 y 36°C. Este rango refleja las
temperaturas medias, maximas y minimas que ocurren fundamentalmente en otofio y

primavera en la zona de estudio (Paoloni, 2010).

Efecto del pH
Para examinar los efectos del pH en la germinacién, se prepararon soluciones

con pH crecientes entre 3 y 12 a intervalos de una unidad. Las mismas se ajustaron
utilizando acido clorhidrico 32% m/v e hidréxido de sodio 1N. El pH de la solucion
deseado fue confirmado utilizando un medidor de pH digital Hach EC10 modelo 50050.
Las semillas fueron embebidas en cajas de Petri con 5 ml de cada solucidn en particular.
Periddicamente, la solucion fue extraida de la caja y reemplazada con el objeto de
mantener el pH estable. Las semillas fueron puestas a germinar a 24°C en camaras de

germinacion.

Estrés osmotico

Se realizaron seis tratamientos para determinar el efecto del estrés osmotico en
la germinacion. Las semillas fueron puestas a germinar en soluciones acuosas con
diferentes potenciales osmaticos de O (testigo agua destilada); -0,1; -0,2; -0,4; -0,6; -0,8
y -1 MPa. Las soluciones se obtuvieron disolviendo 56,5; 93,6; 148,8; 192,2; 229,2 y
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262 gramos de Polietilen Glicol (PEG) 6000 en 1 litro de agua destilada,
respectivamente. La cantidad requerida de PEG 6000 fue determinada de acuerdo a
Michel y Kaufmann (1973).

Concentracioén salina

Se obtuvieron soluciones salinas disolviendo cloruro de sodio en agua destilada,
obteniéndose siete concentraciones crecientes (10, 20, 40, 80, 160, 320 y 640 mM), que
se compararon con un testigo 0 mM (agua destilada). Se pusieron a germinar semillas,
siguiendo el protocolo general, embebidas en las concentraciones de NaCl mencionadas,
que reflejan el contenido salino de los suelos de la Provincia de Buenos Aires (Paoloni,
2010).

Almacenamiento en seco

Se colocaron 50 semillas en sobres de papel madera, los cuales se almacenaron
en camaras de crecimiento a diferentes temperaturas 0, 10, 20 y 30°C por periodos de 0,
30, 60, 90, 120, 240 y 360 dias después de la cosecha, luego se pusieron a germinar
siguiendo el protocolo general. En el tratamiento de cero dias, las semillas fueron
puestas a germinar inmediatamente después de la cosecha luego de realizada una

limpieza de las mismas.

Almacenamiento en condiciones de saturacién hidrica

Se colocaron 50 semillas cosechadas en el 2011 y 2012 en recipientes,
embebidas en agua destilada (simulando una inundacién) a una temperatura en la cual
no promueva la germinacion (menor a 6°C) por periodos de 0, 30, 60, 90, 120 y 240
dias luego de la cosecha. En el tratamiento de cero dias, las semillas fueron puestas a
germinar inmediatamente después de la cosecha luego de realizada una limpieza y
seleccion de las mismas. Terminado cada periodo de almacenamiento, las semillas se

secaron con papel tissue y se pusieron a germinar siguiendo el protocolo general.

Analisis estadistico

Para los ensayos en laboratorio se utilizaron disefios experimentales
completamente al azar, excepto para el experimento de almacenamiento en seco, en el
cual un disefio de parcela dividida fue utilizado, con la temperatura como factor

principal y el periodo como factor secundario. Los tratamientos de cada experimento
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fueron replicados cinco veces. Cada réplica, de cada tratamiento, fue puesta al azar
dentro de la cAmara de germinacion y se reordenaron las cajas diariamente. Los datos
fueron procesados a través de un analisis de la varianza (ANOVA). Previamente se
evalué la normalidad (Shapiro-Wilks p<0,05) y homogeneidad de varianzas (Levene
p<0,05). Los datos fueron transformados con la funcion arcoseno raiz cuadrada para
corregir la falta de supuestos (Snedecor y Cochran, 1956). La comparacion de medias se
realizd por medio del test de DMS de Fisher (p<0,05). Los analisis se efectuaron
utilizando el software estadistico INFOSTAT (Di Rienzo y otros, 2015) y los modelos
ajustados utilizando el software CurveExpert 1.3 (Hyams, 2005).

En el caso de los valores obtenidos a diferentes potenciales osméticos, se ajustd

un modelo logistico de tres parametros de la forma:

x
G = Gmax/(1 + —)¢rate
Xs50

Por otro lado, la germinacion obtenida a distintas concentraciones salinas se

ajustd mediante un modelo exponencial de tres parametros de la forma:

x—xso
G=Gmax/(1+exp<— G >

rate

Donde G representa la germinacion (%) a un potencial osmético y/o concentracién
salina X, Xso €s el potencial osmético o la concentracion salina para alcanzar el 50% de
la germinacion, Gmax €s la germinacion maximay G, determina la caida de la curva.
Los valores de velocidad de germinacion obtenidos a diferentes potenciales
osmoticos y concentraciones salinas fueron ajustados a los mismos modelos,

respectivamente (Chauhan y otros, 2006).

2.2.3. Emergencia

Longevidad de semillas

El experimento comenzé en abril del 2011 y fue realizado en dos localidades.
Uno de los sitios correspondio al predio del Centro de Recursos Naturales Renovables
de la Zona Semiarida (CERZOS-CONICET, Bahia Blanca -BB-, 38°41'29,89"S;
62°14'41,92"0) y el otro a la Chacra Experimental del Ministerio de Asuntos Agrarios
(Patagones -P-, 40°39'50,31"S; 62°53'8,73"0).

En condiciones de campo, fueron enterrados recipientes plasticos que

previamente se llenaron con suelo tamizado proveniente de respectivos sitios (Fot.
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2.3a). Los suelos presentaban un 64,3% de arena, 15,1% de limo y 20,6% de arcilla
(BB) y 78,9% de arena, 10,5% de limo y 10,6% de arcilla (P). En cada recipiente se
colocaron 50 semillas a 1 cm de profundidad con una viabilidad media de 95,7% y un
porcentaje de germinacion de 96%, lo que indica que las semillas utilizadas al momento
de inicio del experimento no mostraron dormicion. Las semillas provenian de una
poblacion de cinco hectéreas ubicada en la localidad de Bahia Blanca (38°41'12,45"S;
62°12'56,08"0). Mensualmente, se evalud la emergencia de plantulas en todos los
recipientes enterrados. A mediados de cada estacion del afio, fueron extraidos cinco
recipientes al azar y se realizo el recuento de las semillas remanentes en el suelo, a las
cuales se les determind la viabilidad mediante el test de cloruro de 2,3,5-trifenil
tetrazolium (Fot. 2.3b; Copeland, 1976). El ensayo tuvo una duracion de 36 meses. Los
datos finales fueron divididos en tres categorias, semillas germinadas, viables y
perdidas. En esta Gltima categoria fueron consideradas las semillas no recuperadas y las

que no se consideraron viables.

Fotografia 2.3. a. Unidades experimentales del experimento para evaluar la
longevidad de las semillas de D. fullonum; b. Semillas de D. fullonum luego de ser
tratadas con TTC (cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolium) para la determinaciéon de la
viabilidad.

Patrén anual de la emergencia

Se realizaron experimentos a campo en los afios 2012 y 2013, en dos sitios, el
primero en las instalaciones de CERZOS — CONICET, CCT Bahia Blanca (38°40°47°’S
62°14°47°°0) y el segundo en el establecimiento rural perteneciente a la Universidad
Nacional del Sur ubicado en el paraje Naposta (N- 38°25'39,25"S; 62°17'9,28"0). En
cada sitio, se establecieron seis parcelas de 1 m x 1 m (Fot. 2.4.a) y en cada una se
distribuyeron 1500 semillas con 97,2% (2012) y 98,5% (2013) de viabilidad. Las

semillas fueron recolectadas de una poblacion ubicada en Bahia Blanca (38°41'12,45"S;
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62°12'56,08"). Luego fueron distribuidas uniformemente e incorporadas al suelo en el
primer centimetro de profundidad. Se sembré a principios de abril de cada afio,
momento donde se observo la maxima maduracion y dispersion de las semillas en las
poblaciones naturales. Previo a la incorporacion de semillas de carda, se desmalez6
dejando el suelo desnudo, y se niveld su superficie. Durante un afio se registro la
emergencia de plantulas sobre la superficie (Fot. 2.4.b). Al finalizar cada medicion se
aplicé herbicida Paraquat a una dosis equivalente a 1,17 Kg de i.a.Ha™. La aplicacion de
este herbicida de contacto permitio eliminar las plantulas emergidas ya contabilizadas
para evitar sobreestimaciones y controlar otras malezas. Una plantula fue considerada
emergida cuando presentaba los cotiledones totalmente expandidos.

Fotografia 2.4. a. Parcelas experimentales en la localidad de Naposta para la
determinacion de la periodicidad de la emergencia en D. fullonum; b. Plantulas de carda
en plena emergencia.

Profundidad de entierro

Se realizaron dos experimentos consecutivos en invernaculo utilizando semillas
cosechadas en el afio 2011 y 2012 en Bahia Blanca (38°41'12,45"S; 62°12'56,08"),
respectivamente. Se utilizaron macetas de 7,5 cm de diametro que fueron rellenadas con
tres texturas de suelo diferentes: arenoso-franco, franco-arenoso y franco-arcilloso (Fot.
2.5). En cada una se enterraron 25 semillas a ocho profundidades diferentes. Las
mismas fueron: 0 (superficie); 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4 y 5 cm. Se asegurd una condicion
Optima de humedad de suelo de las macetas y se mantuvieron a una temperatura de
16/25°C. Durante 30 dias se realizd el recuento de plantulas emergidas diariamente, las
cuales fueron definidas como tal cuando presentaban la expansién total de sus
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cotiledones. Los datos se expresaron en porcentaje de plantulas emergidas en relacién a

las semillas enterradas.

Fotografia 2.5. Unidad experimental donde se muestran las texturas de suelo
utilizadas en el experimento de profundidad de entierro.

Andlisis estadistico

Los datos fueron procesados a través de un analisis de varianza (ANOVA) y la
comparacion de medias se realizd6 por medio del test DMS de Fisher (p<0,05).
Previamente se evalud la normalidad (Shapiro-Wilks p<0,05) y homogeneidad de
varianzas (Levene p<0,05). Los analisis se efectuaron utilizando el software InfoStat
(Di Rienzo y otros, 2015) y los modelos ajustados utilizando el software CurveExpert
1.3 (Hyams, 2005). Los datos de periodicidad de emergencia y profundidad de entierro
fueron transformados con la funcion arcoseno raiz cuadrada para corregir la falta de

supuestos (Snedecor y Cochran, 1956).

2.3. Resultados

2.3.1. Produccién de semillas bajo dos situaciones de crecimiento

Se ajustd un modelo lineal para cuantificar el nimero de semillas en relacién al peso
de las mismas v al largo del receptaculo dando como resultado un ajuste de R*=0,84 y
R?=0,64, respectivamente (Fig. 2.1a y b). En promedio, un gramo de semillas contiene
363 semillas. Los resultados de la produccién de capitulos por planta, semillas totales

por planta y semillas contenidas en el capitulo principal se sintetizan en la Tabla 2.1.
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No se detectd interaccion entre los distintos sitios (poblaciones) en donde fueron
cosechadas las semillas y el hé&bito de competencia para la produccién de capitulos
(F=1,43; p>0,24). Para esta variable se encontraron diferencias significativas para entre
las distintas poblaciones (F=25,78; p<0,01) y entre ambos héabitos de competencia
(F=63,92; p<0,01). EI nimero de capitulos varié entre 3 (EG) y 62 (BB). Las plantas
“aisladas” presentaron una mayor produccion de capitulos en todos los sitios,
promediando un 46% mas que las plantas “en grupo” (Fig. 2.2).

En cuanto a la produccién total de semillas, no se detectd interaccion entre el habito
de competencia y los sitios (F=1,64; p>0,18), pero se encontraron diferencias
significativas entre los sitios (F=9,22; p<0,01) y entre los habitos de competencia
(F=68,28; p<0,01). La produccion de semillas vario desde 1.485 (EG) a 15.551 (BB), y
en promedio, fue un 48% mayor en plantas creciendo ‘“aisladas” que en plantas
creciendo “en grupo” (Fig. 2.3).

Finalmente para el ndmero de semillas en el capitulo central, no se detect6
interaccion entre los sitios y los niveles de competencia (F=1,03; p>0,38) y no se
encontré un efecto debido al nivel de competencia (F=0,12; p<0,72), aunque se
detectaron diferencias entre las medias para los sitios (F=4,23; p<0,01). Los capitulos
centrales del sitio BB presentaron en promedio 16% mas de semilla que en EG, 12%

mas que en NC y 22% mas que en SR (Fig. 2.4).
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Figura 2.1. Regresion lineal entre el peso de las semillas de un capitulo individual y el
namero de semillas (a) y relacion entre el largo del capitulo y nimero de semillas (b)
realizado con 80 capitulos. Datos obtenidos a partir de cuatro poblaciones de Dipsacus
fullonum (Bahia Blanca, Saldungaray, Necochea y Energia) y dos situaciones de
crecimiento (“aisladas”, planta distanciadas de otras plantas de carda a una distancia
mayor a 60 cm, y “en grupo”, plantas creciendo con al menos dos plantas de carda
dentro de un radio de 60 cm) en la Provincia de Buenos Aires en los afios 2013-2014.
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Tabla 2.1. Media, desvio estandar, minima y maxima produccion de capitulos,
produccion de semillas por planta y produccion de semillas del capitulo central para las
localidades de Bahia Blanca (BB), Necochea (N), Energia (EG) y Saldungaray (SR) en
plantas “aisladas” (A, planta distanciadas de otras plantas de carda a una distancia
mayor a 60 cm) y “en grupo” (G, plantas creciendo con al menos dos plantas de carda
dentro de un radio de 60 cm).

BB EG NC SR
G A G A G A G A
Produccion de Capitulos
Media 16 B 3B A 7C 13B 8C 15B 10C 13B
Desvio 8,98 13,52 2,03 4,62 3,09 517 424 742
Minimo 6 11 3 6 5 8 4 6
Maximo 43 62 10 23 16 27 20 36
Produccién de Semillas por Planta
Media 4918 cd 11390 a 3.100 e 5.781 bc 3527 e 7151 b 3.890 de 5.773 bc
Desvio 2.585 3.57 979 2.144 2.017 3.008 1.937 2.788
Minimo 2.087 3.56 1.668 2.922 1.485 2.089 153 2.893
Maximo 11.547 15.551 4.637 10.991 9.223 12.577 7.863 11.548
NUmero de Semillas Producidas en el Capitulo Central
Media 1139 a 1.095 ab 922 bc 952 abc 898 bc 1.056 ab 905 bc 833 ¢
Desvio 180 316 262 143 192 482 238 267
Minimo 849 425 476 714 642 550 550 475
Méaximo 1516 1.787 1546 1.202 1.224 2.176 1321 1.336

*Medias dentro de una fila y para un mismo parametro seguidas por la misma letra no difieren
estadisticamente entre si segun el test DMS de Fischer (p<0,05).
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Figura 2.2. Produccion de capitulos de distintas poblaciones Dipsacus fullonum de
distintos sitios de la Provincia de Buenos Aires y situacidnes de crecimiento.
Abreviaturas: BB, Bahia Blanca; EG, Energia; N, Necochea y SR, Saldungaray; A,
“aislada” (planta distanciadas de otras plantas de carda a una distancia mayor a 60 cm) y
G, “en grupo” (plantas crencido con al menos dos plantas de carda dentro de un radio de
60 cm). Los datos se presentan combinados por situacion y por sitio, respectivamente.
Medias seguidas por la misma letra no difieren estadisticamente entre si segun el test
DMS de Fischer (p<0,05). Las barras verticales representan el error estandar de la
media.
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Figura 2.3. Produccidon de semillas por planta de poblaciones de Dipsacus fullonum de
distintos sitios de la Provincia de Buenos Aires y situaciones de crecimiento.
Abreviaturas: BB, Bahia Blanca; EG, Energia; N, Necochea y SR, Saldungaray; A,
“aislada” (planta distanciadas de otras plantas de carda a una distancia mayor a 60 cm) y
G, “en grupo” (plantas creciendo con al menos dos plantas de carda dentro de un radio
de 60 cm). Los datos se presentan combinados por habito y por sitio, respectivamente.
Medias seguidas por la misma letra no difieren estadisticamente entre si segun el test
DMS de Fischer (p<0,05). Las barras verticales representan el error estandar de la
media.
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Figura 2.4. Numero de semillas por capitulo en distintas poblaciones Dipsacus
fullonum de la Provincia de Buenos Aires. Abreviaturas: BB, Bahia Blanca; EG,
Energia; N, Necochea y SR, Saldungaray. Los datos se presentan combinados por
situaciones de crecimiento. Medias seguidas por la misma letra no difieren
estadisticamente entre si segun el test DMS de Fischer (p<0,05). Las barras verticales
representan el error estandar de la media.
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2.3.2. Factores que afectan la germinacion

Efecto del pH
Las semillas de D. fullonum germinaron en todo el rango de pH estudiado (Fig.

2.5). No se detecto interaccion entre el afio de cosecha y el nivel de pH asi como
tampoco se encontrd un efecto del afio de cosecha. De acuerdo con lo observado, el pH
no afecta la germinacion (F=1,03; p>0,42), asi como tampoco la velocidad de

germinacion (F=0,84; p>0,58).
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Germinacion (%)
= b ) s L Oy =] G0 ND
o O O O o o o O O
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Figura 2.5. Efecto del pH en el porcentaje (a) y velocidad (b) de germinacién de
semillas de D. fullonum incubadas a 24°C y total oscuridad. Los datos fueron
combinados y corresponden al afio 2010 y 2011. Las barras verticales representan el
error estandar de la media.
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Efecto de la temperatura

La temperatura afecto notablemente el porcentaje germinacién de las semillas de
D. fullonum (F2010=77,14; F20:1=51,78; p<0,01; Fig. 2.2). Se detectd interaccion entre el
afio de cosecha y la temperatura para el porcentaje de germinacion (F=3,66; p<0,01). A
pesar de que el comportamiento fue ligeramente diferente para los dos afios estudiados,
segun los porcentajes observados, se encontraron cuatro tipos de respuesta. Por un lado
la inhibicion de la germinacidon se registrd por debajo de los 6°C y por encima de los
36°C, para ambos afios. Se puede considerar que la maxima germinacion de las semillas
fue en el orden de los 22°C. La germinacion fue elevada (>70%) en el rango de 18°C a
30°C e intermedia entre los rangos 12-16°C y los 32-34°C Fig. 2.6a). Se detecto
interaccidn entre el afio de cosecha y la temperatura para la velocidad de germinacion
(F=1,81; p=0,05). No se detectaron diferencias en la velocidad de germinacion en el

rango de 20-26°C, en el cual se registraron los maximos valores alcanzados (Fig. 2.6b).

Efecto del potencial osmatico

El potencial osmético afectd la germinacion de D. fullonum (F2010=231,65;
p<0,01; F201:=60,03; p<0,01; Fig. 2.3). Se detectd interaccion entre el afio de cosecha y
los distintos niveles de potencial osmdtico. Las medias de los porcentajes y velocidades
de germinacion para cada nivel fueron significativamente mayores en el 2011 que en el
2010 (p<0,05), excepto en el testigo con agua destilada, donde no se encontraron
diferencias (p>0,9). En ambos casos se ajustd una curva correspondiente a un modelo
logistico de tres pardmetros, que es el que mejor describié la germinacion de las
semillas de esta especie bajo niveles crecientes de estrés hidrico. La germinacion
decrecia a medida que el potencial osmotico aumentaba y se considero escasa (<15%)
cuando el potencial osmético fue -0.8 MPa. El potencial osmético requerido para inhibir
el 50% de la germinacion maxima fue de -0,49 MPa (2010) y de -0,62 MPa (2011),
ambos valores determinados por el modelo ajustado (Figura 2.7). La germinacion de D.
fullonum fue totalmente inhibida a un potencial osmotico igual a -1 MPa y se considero
elevada (>75%) hasta un potencial osmético de -0,4 MPa (Fig. 2.7a). La velocidad de
germinacion disminuy6 en un 63,3% (2010) y 58,2% (2011) desde -0,4 MPa a -0,6 MPa
(Fig 2.7b).
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Figura 2.7. Efecto del potencial osmdtico en el porcentaje (a) y velocidad (b) de
germinacion de semillas de Dipsacus fullonum incubadas a 24°C en total oscuridad. Las
barras verticales representan el error estandar de la media.

Concentracion salina

La germinacion disminuyd significativamente a medida que la concentracion
salina aumentaba (F2010=97,28; p<0,01; F21:=138,61; p<0,01; Fig 2.8). Se registrd
interaccion entre el afio de cosecha y la concentracion salina tanto para el porcentaje
como la velocidad de germinacion. Un modelo exponencial de tres parametros fue el
qgue mejor describid la relacién entre la germinacion de la semillas con respecto a
niveles crecientes de estrés salino (Fig. 2.8a). EI mismo modelo se ajust6 para describir
la velocidad de germinacion (Fig. 2.8b). La germinacion alcanzé un valor medio de
96,5% con agua destilada disminuyendo significativamente a un 49% en el afio 2010
(p<0,05) y a un 80% en el 2011 (p<0,05) a 320 mM. La misma fue completamente
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inhibida a una concentracién de 640 mM de NaCl. El maximo coeficiente de velocidad
de germinacién fue 0,18 (afio 2010) y 0,19 (afio 2011) a 10 mM, y decrecid
significativamente a 0,08 (afio 2010) y 0,12 (afio 2011) a 320 mM.

a. Y2016=95.69/(1+exp(~(x-323.29)/-77.15; R2=0,96
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Figura 2.8. Efecto de la concentracion salina en el porcentaje (a) y velocidad (b) de
germinacion de semillas de Dipsacus fullonum incubadas a 24 °C en total oscuridad.
Las barras verticales representan el error estandar de la media.

Almacenamiento en seco

Los valores de germinacion no registraron interaccion entre el afio de cosecha y
los tratamientos de almacenamiento en seco. No se detectd un efecto producido por la
temperatura de exposicion sobre la semilla almacenada en el porcentaje de germinacién
(Fig. 2.9a), como tampoco para los diferentes periodos de exposicion. La germinacion

de semillas provenientes del afio 2011 fue significativamente mayor (F=6,9; p=0,01)
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con respecto a las semillas del afio 2010. La velocidad de germinacién no fue
influenciada por la temperatura de almacenamiento. Por otro lado, se detectd interaccion
entre el afio de cosecha y los diferentes periodos de almacenaje en la velocidad de
germinacion (F=14,17; p<0,01) (Fig. 2.9b).
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Figura 2.9. Efecto del almacenamiento en seco en el porcentaje (a) y velocidad (b)
de germinacion de semillas de Dipsacus fullonum incubadas a 24°C en total oscuridad.
Las barras verticales representan el error estandar de la media.

Almacenamiento en condiciones de saturacién hidrica

No se registré interaccion en el porcentaje de germinacién entre el afio de
cosecha y los tratamientos de tiempo de almacenamiento en saturacion hidrica. Ademas,
no se revelaron cambios significativos en el porcentaje de germinacién en los distintos
periodos de almacenaje (F=2,26; p=0,07). Por lo tanto, los datos fueron agrupados y se
muestran en la figura 2.10a. También, se observo interaccion entre el afio de cosecha y
los tratamientos de saturacion hidrica para la velocidad de germinacién, la misma fue

ligeramente mayor en el afio 2012 que en el 2011 (Fig. 2.10a y b).
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Figura 2.10. Efecto del almacenamiento en condiciones de saturacion hidrica sobre
el porcentaje (a) y velocidad (b) de germinacion de semillas de Dipsacus fullonum
incubadas a 24°C vy total oscuridad. Los datos de porcentaje de germinacion
correspondientes a distintos afios fueron combinados ya que no se encontrd interaccién
entre las variables. Las barras verticales representan el error estandar de la media.

2.3.3. Emergencia

Longevidad de semillas

Se detectd interaccion altamente significativa entre la estacion del afio y la
localidad para la longevidad de las semillas, por lo tanto se analiz6 cada localidad por
separado (F=3,17; p<0,01). En ambos sitios el porcentaje de semillas viables
disminuyd significativamente desde un 95,7% a un 31,2% (BB) y 17,2% (PG) luego de
tres afos, respectivamente. Luego de dos afios y medio en el sitio BB (primavera 2013),
se registr6 un maximo de 36% de plantulas emergidas. En cambio, en el sitio P, luego

de dos afios (invierno de 2013) se revel6 un maximo porcentaje de emergencia del 56%.
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Al finalizar el ensayo, se registré un total de semillas muertas y pérdidas de 37,2% en
BB y un 21% en PG (Fig. 2.11).
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Figura 2.11. Emergencia, viabilidad y semillas muertas o perdidas de Dipsacus
fullonum en condiciones a campo, a lo largo de 3 afios, en Bahia Blanca (a) y Patagones
(b). Porcentajes acompafiados de letras iguales no difieren entre si segun el test DMS de
Fischer (p<0,05).
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Patrén anual de la emergencia

Se registro interaccion triple entre la localidad, el afio y los distintos meses del
afio (F=16,44; p<0,01). Debido a ello se analiz6 cada factor por separado. Se hallaron
diferencias significativas en la emergencia ocurrida en los distintos meses del afio en
ambos afios de estudio, tanto en las localidad de Bahia Blanca (F2012,=121,78; p<0,01;
F2013=241,89; p<0,01) como de Naposté (Fo12=; 39,33; p<0,01; F2013=167,39; p<0,01).

El pico de emergencia, en todas las localidades y para ambos afos, fue un mes
después de la dispersion, correspondiente al mes de mayo. Fuera de este mes se
registraron valores de emergencia de plantulas menores al 10% de total. La maxima
emergencia observada ocurrié en el sitio N en mayo del 2012 con un 53,83% y en el

sitio BB, para el mismo momento, se registré una emergencia del 39,8% (Fig. 2.12).
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Figura 2.12. Emergencia de Dipsacus fullonum en Bahia Blanca y Naposta desde
2012 a 2013 y desde 2013 a 2014, en condiciones a campo. Emergencias acompafiadas
de letras iguales en mayuscula no difieren entre si para la localidad de Bahia Blanca, y
emergencias acompafadas de letras iguales en minuscula no difieren entre si para la
localidad de Naposté segun el test DMS de Fischer (p<0,05).
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Profundidad de entierro

No se encontr0 interaccion triple entre la textura, el afio de cosecha de la semilla
y la profundidad de siembra (F=1,09; p>0,37). Tampoco se encontro interaccion doble
en ninguno de los pardmetros citados. Ademas no se mostré un efecto del afio (F=3,74;
p>0,05) y de la textura (F=0,71; p>0,49). Por tal motivo los datos fueron combinados
para cada profundidad, en la cual si se detectaron diferencias significativas (F=73,32;
p<0,01). La maxima emergencia (78,3%) se obtuvo a los 0,5 cm de profundidad,
decayendo significativamente a 55,75% a los 2 cm de profundidad. A los 5 cm no se

registré emergencia (Fig. 2.13).
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Figura 2.13. Efecto de la profundidad de entierro sobre la emergencia de plantulas de
Dipsacus fullonum durante un mes en condiciones de invernaculo. Datos combinados
para las tres texturas y ambos afios de cosecha de semillas. Porcentajes de emergencia
acompariados de letras iguales no difieren entre si segun el test DMS de Fischer
(»<0,05).

2.4. Discusion

2.4.1. Produccion de semillas bajo dos situaciones de competencia.

Los resultados de este estudio para las poblaciones de carda del sur de la
provincia de Buenos Aires registraron plantas que produjeron hasta 60 capitulos. Por el
contrario, Werner (1975c) indicé que las mismas producian cantidades menores, como
maximo 35 capitulos, al igual que Chessman (1998) quien menciona una produccién de
capitulos entre 1 y 40. Similarmente a los resultados obtenidos en este estudio,

Bentivegna y Smeda (2011b) encontraron un maximo de 56 capitulos en Dipsacus
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laciniatus, una especie invasora en EEUU. En cambio, Mullins (1951) indica valores
muchos mayores para D. sativus, teniendo el potencial de producir hasta 100 y del
mismo modo, Chuko y Hanyu (1990) reportan valores entre 60 y 100 capitulos en
experimentos realizados para D. fullonum en una poblacion japonesa. Los capitulos
plantas de carda de los sitios de la provincia de Buenos Aires produjeron distinta
cantidad de semillas de acuerdo al tamafio de los mismos. Segin Chuko y Hanyu (1990)
esto se debe a que se forman en distintos momentos durante la floracion, los Gltimos en
diferenciarse tienden a general a ser mas pequefios, sumado a que suelen producir
semillas no viables. En segundo lugar, se encontré6 que cada planta de carda en
promedio produjo 5.692 semillas, con un minimo de 1.485 y un méaximo de 15.551. Este
valor es mayor al indicado por Werner (1975c), 3.333 semillas, para plantas de una
poblacién de Michigan (EEUU) y a los que reporta Glass (1991) en plantas de Dipsacus
laciniatus, cuya produccion alcanzé las 3000 semillas en Illinois, EEUU. En Canada se
obtuvieron valores promedio cercanos a las 2.500 semillas por planta (Caswell y
Werner, 1978). Por otro lado, Bentivegna y Smeda (2011b) indican en D. laciniatus un
promedio mayor a la de la presente investigacion, aproximadamente 8000 semillas,
reportando valores méaximos de 33.527. Los resultados obtenidos en este trabajo indican
que el potencial reproductivo de D. fullonum es mayor a los previamente reportados
para la misma especie, lo cual llevaria a explicar una de las razones que contribuyeron a
la gran expansion que ha tenido como maleza en el pais.

La produccidn total de semillas fue mayor en plantas creciendo “aisladas” para
todas las poblaciones testeadas. Esto coincide con resultados obtenidos por Bentivegna
y Smeda (2011b) para D. laciniatus en Missouri, EEUU. Sin embargo, el capitulo
central, considerado el que mas semillas produce (en este estudio entre 426 y 1.788) y el
primero que madura (Werner, 1975a; Chuko y Hanyu 1990; Bentivegna y Smeda
2011b;), no mostrd diferencias entre las plantas “en grupo” y aquellas “aisladas”. De
manera contraria, Bentivegna y Smeda (2011b) encontraron los capitulos centrales de
plantas de D. laciniatus “aisladas” produjeron mas semillas que aquellas creciendo “en
grupo”. En el caso de las poblaciones locales probablemente las plantas “en grupo”
dirigieron gran parte de los recursos para producir capitulos centrales con una cantidad
de semillas similar a plantas creciendo “aisladas”, lo cual limito la produccion total de
semillas.

Los resultados de este estudio proponen que la carda como maleza invasora,

cuando invade un sitio, tiene el potencial de producir una gran cantidad de semillas
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comparada con plantas de carda que se encuentran en parches densos. La mayor
produccion de semillas en plantas “aisladas™ favoreceria la colonizacién de nuevos
sitios. Debido a que carecen de dormicion, sus valores de germinacion inmediata son
altos, hecho que se traduciria en el establecimiento rapido de una gran cantidad de

plantulas que favorecen una expeditiva formacion de de densos parches.

2.4.2. Factores que afectan la germinacion

D. fullonum germina en un amplio rango de pH. Esta caracteristica es similar a lo
que ocurre con Urena lobata (“cadillo”) (Wang y otros, 2009) y Sonchus oleraceous
(Chauhan y otros, 2006), que muestran altos porcentajes de germinacién tanto a pH
acido como basico. Por el contrario, en otras especies como por ejemplo Ipomoea
purpurea (Singh y otros, 2012), la germinacion en pH extremos se ve fuertemente
inhibida. La habilidad para germinar en un amplio rango de pH indica que el mismo no
es un factor limitante para D. fullonum en la mayoria de los suelos en Argentina,
pudiendo invadir un amplio rango de areas.

La carda germina en un amplio rango de temperaturas constantes por lo tanto este
factor no afecta la germinacién en los ambientes del sur de la Provincia de Buenos
Aires. La germinacion mas alta y mas répida de D. fullonum ocurrié a temperaturas
intermedias que corresponden con otofio y primavera en la region de estudio. Ademas,
la habilidad para germinar a bajas temperaturas, posibilita el establecimiento de
plantulas mas temprano que otras especies con regimenes de germinacién mas elevados.
El patron de germinaciéon de carda frente a un rango de temperaturas constantes es
similar a lo que ocurre con otras especies, por ejemplo Crassocephalum crepidioides y
Sylibum marianum (Montemurro y otros, 2007; Nakamura y Hossain, 2009), las cuales
germinan en un amplio rango de temperaturas, entre los 5y 35°C, siendo éptima cerca
de los 20°C.

Los resultados obtenidos en los tratamientos a niveles crecientes de potencial
osmotico sugieren que la carda es moderadamente tolerante al estrés hidrico,
considerando que una pequefia proporcion de semillas germinaron a potencial osmatico
-0,8 MPa. De acuerdo con la ecuacion ajustada, se calcul6 una reduccion del 26,3% de 0
a -0,5 MPa. Beaton y Dudley (2013) obtuvieron una disminucién del 7,2% de 0 a -0,5

MPa. Estos resultados apoyan la idea de que la germinacion varia de acuerdo con el
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ecotipo de la maleza y el habitat ecolégico (Chauhan y otros, 2006; Wang y otros,
2009). Malezas presentes en el sur bonaerense como Cynara cardunculus exhiben
valores similares de germinacion a -0,6 MPa (32-46%). (Raccuia y otros, 2004).
Contrariamente, Diplotaxis tenuifolia presenté una escasa germinacion (menor al 20%)
a -0,6 MPa (Kleemann y otros, 2007), y Nandula y otros (2006) indican para Conyza
canadensis un 2% de germinacion a este mismo valor de potencial osmético. Asimismo,
otras especies son mucho mas sensibles a la falta de agua en el suelo para germinar,
como en el caso de Campsis radicans, en la cual la germinacion se ve profundamente
inhibida a -0.2 MPa (Chachalis y Reddy, 2000) y S. marianum practicamente no
germina a -0.6 MPa. Esto indica que bajo condiciones de estrés hidrico las semillas de
carda aun pueden germinar en suelos normalmente secos, mientras que la germinacién
es sumamente alta en la época de lluvia, la cual corresponde a marzo y octubre en la
zona de estudio donde la precipitacion media en estos meses ronda entre los 70-100 mm
(Paoloni, 2010). La habilidad para germinar con bajos niveles hidrico en el perfil del
suelo puede ser una ventaja competitiva con otras especies sensibles en suelos
normalmente secos, por ejemplo los de la region semiarida pampeana.

El incremento de la concentracion salina disminuye el porcentaje y la velocidad
de germinacion en las semillas de carda. Sin embargo, se registré germinacion a niveles
de 320 mM, demostrando que pueden tolerar un alto nivel de contenidos de sales en el
suelo. Los suelos en esta zona normalmente pueden alcanzar 8 dS.m™ (Paoloni, 2010)
aungue de acuerdo con los resultados de este estudio las semillas ain pueden germinar a
una salinidad aproximada de 30 dS.m™. Aunque D. fullonum es considerada una especie
glicofita, otros estudios conducidos en poblaciones de Canada también mostraron una
alta tolerancia al estrés salino; como consecuencia, la carda podria ser considerada una
especie halofita (Beaton y Dudley, 2004). Zia y Khan (2002) indicaron que Limonium
stocksii, una especie considerada halofita, ha germinado a concentraciones mayores a
300 mM NaCl. Por el contrario, otras especies no pueden tolerar ese nivel de
concentraciones, por ejemplo Sonchus oleraceus, la cual mostrd una gran inhibicion a
320 mM (Chauhan y otros, 2006) y Conyza canadensis demostré sélo un 4% de
germinacion a 160 mM (Nandula y otros, 2006). En conclusion, se sugiere que D.
fullonum presenta comportamiento haléfito y puede germinar e invadir habitats donde
se desarrolla naturalmente vegetacion haldfita.

El poder germinativo de las semillas de D. fullonum fue elevado cuando se

mantuvo almacenada a diferentes temperaturas por un periodo igual a un afio, lo que
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indica que las semillas de carda no son recalcitrantes. La respuesta a este factor en otras
especies es variada. En el caso de Onopordon acanthium, una planta bianual de
similares caracteristicas morfoldgicas a la carda, fue almacenada a largos periodos en
Seco y como consecuencia se redujo la dormicién y por lo tanto aumentd su poder
germinativo y su velocidad de germinacion (Qaderi y otros, 2005). Para Gomphrena
perennis, largos periodos de almacenamiento en seco reducen la dormicion y por lo
tanto muestran un mayor porcentaje y velocidad de germinacion luego de 720 dias
(Acosta y otros, 2013). De manera similar, Susko y Hussein (2008) observaron que las
semillas de Hesperis matronalis expuestas a almacenamiento en seco a temperatura
ambiente presentan mayor germinacion que las recién cosechadas. Contrariamente, en
otras especies la germinacion se reduce luego de un largo periodo de almacenamiento a
temperatura ambiente, como en el caso de Crassocephalum crepidioides (Nakamura y
Hossain, 2009) asi como de Eryngium horridum, maleza que ocupa sitios similares en
Argentina a D. fullonum, la cual disminuyé la germinacion en un 17,2% luego de 210
dias de almacenamiento (Elizalde y otros, 2007). En sintesis, las semillas de D.
fullonum son capaces de soportar largos periodos, expuestas tanto a bajas como altas
temperaturas, posibilitando una alta persistencia en el banco de semillas y también la
posibilidad de establecerse en distintas latitudes.

Al igual que en el caso anterior, semillas almacenadas en saturacién hidrica
muestran distintas respuestas en las diferentes especies. Por ejemplo, Singh y otros
(2012) demostraron que lIpomoea purpurea no soporta periodos prolongados de
saturacion hidrica, reduciéndose drasticamente la germinacion. En el caso de Morrenia
odorata, la germinacion no fue afectada (Singh & Achhireddy, 1984). En sintesis,
gracias a que las semillas de carda mantienen un alto poder germinativo luego de largos
periodos de inundacion, situacion que ocurre frecuentemente en ambientes del sur de de
Buenos Aires, se favoreceria la dispersion de carda por este medio, lo que explicaria en

parte la infestacion generalizada de la misma.

2.4.3. Emergencia

Las semillas de D. fullonum provenientes de la poblacion en estudio mostraron una
alta longevidad (>30% luego de 3 afios) en condiciones naturales. El hecho de que las

semillas de Dipsacus no germinaron en condiciones de campo, a lo largo del
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experimento, probablemente sea porque esa fraccion no encontrd el conjunto de
condiciones Optimas para germinar, aunque no se descarta que también que sea causado
por procesos de induccion de dormicion secundaria (Benech Arnold y otros, 2014). En
otros estudios una menor proporcion de semillas logran persistir en el suelo. Roberts
(1986) determind que para poblaciones de carda de Warwickshire (Inglaterra), se
reportan un 4,8% de semillas capaces de germinar luego de 3 afios. Similarmente,
Bentivegna y Smeda (2011a) observaron que en D. laciniatus un 6% de las semillas
logran mantenerse viables luego de tres afios. Figueroa y otros (2007) determinaron que
para Senecio vulgaris luego de 2 afios lograba persistir viables menos del 10% de las
semillas. Por otro lado, Navie y otros (1998) consideran una alta persistencia de
semillas de Parthenium hysterophorus, siendo que luego 24 meses mas del 50%
permanecieron viables en el suelo. Los resultados que se muestran para carda en este
estudio indican que si se desean realizar practicas de manejo para agotar el banco de
semillas del suelo, las mismas deberian continuar como minimo por cuatro afios para
lograr una reduccién efectiva mayor al 70%.

La emergencia de plantulas de carda decay6 con el incremento de la profundidad
de entierro, indicando que este fendmeno depende casi exclusivamente de las reservas
de nutrientes con que cuenta la semilla, que sirven hasta que la plantula pueda crecer
hasta la superficie (Benvenuti y otros, 2001). De manera similar, esto ocurre con
Ceratocarpus arenarius donde este factor depende intimamente del tamafio de la
semilla (Ebrahimi y Eslami, 2012). Mohler (1993) indica que una gran diversidad de
malezas tiene emergencias dptimas superficiales (cerca de 1 cm). Esto ha sido reportado
en diversas especies, como Sylibum marianum (Montemurro y otros, 2007). De manera
similar a la carda, en Sonchus oleraceus, la emergencia decrecié con aumento de la
profundidad y no ocurrié a los 5 cm (Chauhan y otros, 2006). Chen y Maun (1999)
encontraron que plantulas de Cirsium pitcheri practicamente no logran emerger a una
profundidad de 6 cm. Finalmente, los resultados sugieren que el uso de labores
mecanicas a una profundidad menor a los 5 cm puede no ser efectivo para reducir el
establecimiento de plantas.

Los valores méximos de emergencia en la carda se producen luego que la semillas
caen al suelo y corresponden a la estacion otofial donde se dan los picos de
precipitaciones y temperaturas Optimas para la germinacion (Paoloni, 2010).
Similarmente, se observé en Warwickshire, Inglaterra, que las plantulas de D. fullonum

empiezan a aparecer temprano luego de la caida de semillas y contindan a lo largo del
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invierno (Roberts, 1986). De manera opuesta, de acuerdo con Hubbel y Werner (1979)
que citan una méxima emergencia para carda en primavera luego de la dispersion de
semillas. Similarmente, Roberts y Chancellor (1979) determinaron para diversos cardos
que la mayor parte emerge en primavera. A diferencia de la carda en esta zona,
Bentivegna y Smeda (2011a) encontraron 2 picos de emergencia para D. laciniatus en
Missouri, EEUU, uno mayoritario en otofio y un pico menor en primavera. De esta
forma, ya que la emergencia de plantulas de carda se concentra en otofio, las técnicas de
control deberian ser aplicadas en esta época 0 posteriormente para impedir su

establecimiento.

2.5. Conclusiones

En la evaluacion de la produccion de semillas de carda, se confirmd la hipdtesis
que en distintos ambientes de la provincia de Buenos Aires, esta especie puede producir
en promedio valores mayores a las 2500 semillas. Del mismo modo, se confirma que la
carda produce mas semillas cuando crece aislada que cuando lo hace con otros
individuos de carda cerca, favoreciendo su capacidad de colonizar rapidamente nuevos
habitats.

En segundo lugar, la germinacion de semillas de D. fullonum fue afectada por
varios factores y ocurri6 en un amplio rango de condiciones ambientales, esto explica en
parte el porqué de su amplia distribucién en la provincia de Buenos Aires, y sugiere que
la carda podria ser capaz de invadir incluso una mayor diversidad de habitats. En este
caso, se acepto la hipdtesis acerca de la capacidad de carda para germinar a niveles de
pH entre 3 y 12, registrandose valores maximos a lo largo de todo este rango (>90%).
Del mismo modo, se confirma que la carda germina en un rango >10°C, superandolo
ampliamente debido a que se registré germinacion tanto a los 8°C como a los 34°C.
También se acepta la hipotesis que postulaba que la carda germina en condiciones de
estrés hidrico y salino, pudiendo germinar a un potencial osmotico de -0,8 MPa y
concentracion salina de 320 mM. Asimismo, se confirma que las semillas de carda
pueden estar almacenada tanto en seco como en saturacion hidrica al no haberse
detectados efectos de estos factores sobre la germinacion. Por el contrario se rechaza la
prediccion que la germinacion depende de la temperatura del almacenaje, ya que

tampoco hubo un efecto sobre la misma.
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En cuanto a la dindmica de las semillas en el banco del suelo, en primer lugar, la
hipotesis que sostiene que las semillas presentan una elevada persistencia fue aceptada,
detectandose semillas viables aun luego de 3 afios. En segundo lugar, se confirma la
hipdtesis que las plantulas pueden emerger a profundidades de entierro mayores a 3 cm,
registrandose emergencias ain a 4 cm. Ademas, se acepta la hipotesis que la misma no
depende del tipo de suelo, ya que este factor no afectdé la emergencia observada.
Finalmente, se rechaza la hipdtesis que las plantulas emergen de manera uniforme a lo
largo del afio, debido a que se observd un pico anual de emergencia marcado, por lo
cual ésta no seria una estrategia de dispersion en el tiempo para D. fullonum. La
informacion relativa a los aspectos asociados a la emergencia obtenida es sumamente
importante, ya que incide en el tipo, la forma y/o los momentos en que se deberian

aplicar las técnicas de manejo, para reducir de manera eficiente la infestacion de carda.
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Capitulo 111

Analisis del crecimiento y desarrollo de Dipsacus fullonum en

ambientes del sur bonaerense
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3.1. Introduccion

Los estudios cualitativos y cuantitativos relacionados al crecimiento y desarrollo
de las plantas permiten conocer en detalle diferentes aspectos que sirven para entender
ciertos procesos fisiologicos involucrados, y sobre esta base proponer racionalmente
practicas de manejo (Bezic, 2010). El exito de cualquier maleza depende en gran parte
de caracteristicas relacionadas al crecimiento, como por ejemplo velocidad en la
acumulacion de biomasa, aumento en altura de sus plantulas, alta eficiencia
fotosintética, rapido desarrollo de raices y follaje, répida transicion de estadios
vegetativos a reproductivos, entre otras (Mohler, 2001; Radosevich y otros, 2007).

Las distintas especies de malezas presentan diferencias bioldgicas en cuanto a la
asignacion de recursos fotosintetizados, la duracion del ciclo y los requerimientos para
el cumplimiento de sus fases fenoldgicas (Sellers y otros, 2003; Bond y Oliver, 2006;
Taiz y Zeiger, 2010; Poorter y otros, 2012). Estos factores inciden principalmente en la
competencia por recursos aéreos con otras especies, siendo esperable que aquellas
especies que crecen con mas velocidad y producen una mayor biomasa y/o area foliar,
resulten tener mayor habilidad competitiva que especies de lento y bajo crecimiento
(Horak y Loughin, 2000). En general, muchas malezas con caracteristicas de invasoras,
presentan altas tasas de crecimiento en comparacién con las especies nativas, lo que en
parte podria explicar su éxito en el desplazamiento de estas Gltimas (Zimdahl, 1993).

La asignacion de biomasa hacia los diferentes organos de las plantas no s6lo
depende de la especie sino también de la ontogenia, el biotipo y el ambiente (Sellers y
otros, 2003; Poorter y otros, 2012). En primer lugar, a lo largo del ciclo de una planta, el
crecimiento de la raiz o parte aérea pueden asignarse de manera diferente; por ejemplo,
en Artemisia biennia, se indica que los fotoasimilados y/o nutrientes fueron
transportados preferencialmente al crecimiento del tallo cuando las plantas pasaron de
roseta a planta madura (Mahoney y Kegode, 2004). Ademas, existen diferencias en el
crecimiento y desarrollo de distintos biotipos en distintas malezas (Diarra y otros, 1985;
Bond y Oliver, 2006). Finalmente, para una misma especie, cabria esperar un modelo de
particion de biomasa distinto en sitios de crecimiento diferentes (Bradshaw, 1965). Sin
embargo, esto Ultimo puede no ocurrir cuando la plasticidad frente a ciertos factores
ambientales juega un rol significativo. Este es un punto clave a tener en cuenta, dado
que se trata de uno de los atributos importantes que caracteriza a las plantas invasoras

(Feng y otros, 2007; Davison y Nicotra, 2012).
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Un detallado entendimiento del crecimiento es importante cuando se considera
al control quimico o mecanico como estrategias de manejo (Horak y Loughin, 2000). El
primero de ellos es una de las técnicas mas usadas en el control de malezas (DiTomaso,
2000). Dentro de las opciones disponibles que pueden ser utilizadas en comunidades
naturales se incluyen los herbicidas postemergentes (Mangold y otros, 2013). El
marbete del herbicida especifica el maximo tamafio de maleza para un control efectivo.
Un momento incorrecto de aplicacion puede resultar en un pobre control de malezas y
necesita de tratamientos extras para remediarlo (Horak y Loughin, 2000; Sellers y otros,
2003). Ademas, en el caso de los herbicidas sistémicos, se transportan hacia zonas de
alta actividad fisioldgica (crecimiento y desarrollo) y por ende, su eficacia en el control
dependera de saber los estadios de maxima tasa de crecimiento de determinados érganos
(Orioli y otros, 2014). Por otra parte, dentro del control mecanico, en ecosistemas
naturales la practica més adecuada y frecuentemente utilizada es el uso del corte
(Ditomaso, 2000). Sin embargo, los equipos de corte, cuando son utilizados en
momentos inadecuados, pueden promover la dispersion de semillas de plantas maduras
0 bien, en el caso de especies que rebrotan, solo demorar el ciclo de la maleza
(Bentivegna y Smeda, 2008). En sintesis, previo a la implementacion de un plan de
manejo es sumamente necesario un conocimiento coherente del crecimiento y desarrollo
de una maleza.

Dipsacus fullonum es una especie hemicriptéfita, crece vegetativamente como
roseta y su raiz axonomorfa puede extenderse mas profundamente que las raices de la
mayoria de las especies anuales y bienales (Werner, 1975c). Las especies de Dipsacus
invasoras son a menudo consideradas bienales, porque necesitan acumular suficiente
energia para reproducirse y se indica que normalmente este proceso se da en el segundo
afio de crecimiento (Glass, 1991; Solecki, 1993). Sin embargo, bajo condiciones de
estres, las plantas pueden necesitar afios adicionales para florecer. Debido a ello y dado
que en Dipsacus spp. la reproduccion ocurre sélo una vez, estas especies deberian ser
mas apropiadamente reconocidas como monocarpicas de ciclo perenne corto (Werner,
1975b, c; Solecki, 1993). Segln se ha observado, la época de floraciéon mas comun de
carda es en primavera y la fructificacion en verano (Villamil y Martinez, 2014). Las
hojas de la roseta a menudo mueren durante el invierno y rebrotan a partir de los tejidos
meristematicos, los cuales estan protegidos por las bases de dichas hojas. Werner

(1975c) indica que cuando la roseta alcanza un tamafio critico mayor a 30 cm de
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diametro, la planta forma el tallo floral, sobre el cual a su vez se desarrollan los
capitulos.

El crecimiento de las especies de plantas o biotipos se puede analizar con
diferentes medidas y célculos. La materia seca total y el area foliar son reconocidos
como procesos béasicos en el crecimiento vegetativo. Estos indicadores y otros tales
como la altura de plantas, biomasa seca de los distintos 6rganos, etc., muestran el
tamano relativo, la productividad y la capacidad fotosintética de la planta, las cuales
inciden a su vez en su habilidad competitiva (Radosevich y otros, 2007). A partir de
estas mediciones béasicas, parametros como el area foliar especifica, relacion érea foliar
y relacion masa foliar, entre otros, pueden ser calculados para demostrar el area
fotosintética por unidad de materia seca. Estos coeficientes de particion de materia seca
también revelan la capacidad de la planta para adquirir recursos y competir con plantas
adyacentes (Horak y Loughin, 2000; Feng y otros, 2007).

Ademas, en el crecimiento de las plantas, la clorofila cumple un rol clave ya que
es el pigmento que permite la fotosintesis (Arjenaki y otros, 2012). Especificamente,
convierte la energia solar en energia quimica. Existen dos tipos de clorofilas (a y b) que
se diferencian en su composicién quimica. De este modo, la cuantificacion de la
clorofila también permite obtener una estimacion indirecta de la capacidad fotosintética
de una planta, y por lo tanto de su crecimiento (Wright y otros, 1994; Nageswara y
otros, 2001).

La gran expansion de carda puede estar relacionada con caracteristicas
bioldgicas que favorecen la competencia con otras especies. El desarrollo de estrategias
de manejo depende de identificar estas caracteristicas. Hasta el momento, s6lo algunos
estudios han caracterizado ciertos aspectos del crecimiento de carda (Werner, 1975b;
Gross; 1984; Chuko y Hanyu, 1990), aunque ninguno de ellos en las condiciones

ambientales del sur de la provincia de Buenos Aires.

3.1.1 .Hipotesis

En las condiciones ambientales del sur bonaerense D. fullonum:
e Presenta un ciclo de vida de dos afios de duracién y florecen una vez alcanzado

un tamafio critico (30 cm de diametro de la roseta).
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e La particion de recursos asignados a distintos drganos (hojas, tallos y raices) es
diferente durante el transcurso de dicho ciclo.

e La mayor capacidad competitiva por recursos aéreos en el estadio de roseta que
en el estado reproductivo se explica mediante indices foliares méas elevados en el

primero de ellos.

Sustento de la hipotesis

Algunos autores sefialan un crecimiento bianual (Werner, 1975a) o de ciclo
perenne corto para especies del género Dipsacus (Solecky, 1993). Segun Werner
(1975b) el tamafio de la roseta es fundamental para la entrada a la fase reproductiva.
Cuando la roseta tiene 30 cm de didmetro la planta desarrollara el tallo floral.
Bentivegna (2006) demostré que plantas de D. laciniatus florecieron todas al segundo
afio, luego de su implantacidn bajo condiciones de baja competencia y alta humedad.
Ademas los elevados pardmetros foliares en el estadio de roseta para D. laciniatus

indican un rol clave en la ocupacién de nuevos habitats.

3.1.2. Objetivos

Obijetivo general

Caracterizar parametros de crecimiento de D. fullonum en sus distintos estadios
fenolégicos y describir los cambios que ocurren en la asignacion de biomasa,
informacion que contribuiria al desarrollo de futuras estrategias exitosas de control.

Obijetivos especificos

1. Cuantificar el crecimiento de los distintos érganos pertenecientes a plantas de D.
fullonum durante todo el ciclo de crecimiento.

2. Comparar la distribucion de los recursos asignados a cada constituyente de la
planta en cada momento del afio.

3. Analizar diferencias en la capacidad fotosintética de acuerdo al contenido de

clorofila entre localidades y momentos del afio.
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3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Establecimiento de los experimentos

Los experimentos comenzaron en el afio 2014 en dos sitios. Uno de ellos se
realizo en el predio del CERZOS - CCT CONICET de Bahia Blanca (38°39°52,29°°S;
62°13°55,53’0) y el otro en el establecimiento rural perteneciente a la Universidad
Nacional del Sur ubicado en el paraje Naposta (N- 38°25'39.25"S; 62°17'9.28"0).

En cada sitio se establecieron parcelas en las cuales se realizaron 200 hoyos
mediante el uso de un motocultivador Gravelli y finalizados manualmente con una pala.
Se realizaron 6 hileras de hoyos, cada uno separado del siguiente por una distancia de 1
m y el espacio entre hileras también fue de 1 m para permitir el libre crecimiento de
cada planta. En cada hoyo se enterrd una bolsa de polietileno de 60 cm de alto por 30
cm de diametro, de suficiente grosor para que las raices no pudiesen perforarlo, las
cuales fueron rellenadas con tierra hasta el borde superior, con el mismo suelo que
anteriormente estaba en el hoyo. Las bolsas se enterraron unos meses antes de la
siembra para permitir el asentamiento del suelo. Ademas, fueron enterradas de manera
que coincida la superficie superior de la misma con la superficie del terreno. Para
favorecer el libre drenaje del agua de Illuvia en el suelo, se realizaron
microperforaciones en la base de las bolsas.

Las malezas fueron removidas a mano dentro de las bolsas y utilizando una
motoguadafia cuando se encontraban creciendo entre las bolsas. A fines de febrero de
2014 se sembraron semillas en cada bolsa en ambos sitios, en coincidencia con la
abscision natural de las semillas de D. fullonum. Las plantas permanecieron siempre en
condiciones de secano en ambas localidades. Estas se ralearon de manera de dejar un
solo individuo por unidad de muestreo.

A mediados de cada mes y hasta el momento que se detecto la senescencia de las
plantas, se desenterraron siete bolsas en cada localidad de manera completamente
aleatoria, que se trasladaron al Laboratorio de Ecofisiologia de Malezas de CERZOS

para su procesamiento y analisis (Fot. 3.1).
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Fotografia 3.1. Planta de Dipsacus fullonum en estado de roseta de la localidad
Naposta, septiembre del 2014. La misma se encuentra creciendo en una bolsa enterrada,
colocada en coincidencia con la superficie del suelo.

3.2.2. Medicion de los parametros de crecimiento

Se registro el diametro de la roseta, la altura de la planta, el nimero de hojas y el
numero de capitulos. Las hojas fueron extraidas y escaneadas por medio de un escaner
HP Deskjet 3050 y se calcul6 el area foliar a través del software Image J (Abramoff y
otros, 2004).

Las raices fueron separadas manualmente del suelo con la ayuda de tamices cuya
malla presentaba orificios de 0,5 x 0,5 cm y posteriormente fueron lavadas
cuidadosamente. Luego, se midié el largo y el diametro a 1 cm de la superficie del suelo
de la raiz principal.

A continuacion, todas las partes de la planta fueron colocadas en sobres de papel
madera y secados en estufa a 60°C durante 96 horas hasta peso constante. Finalmente,

el peso de la materia seca (MS) se registro a través del uso de una balanza analitica.

Calculo de los indices y tasas de crecimiento

Para caracterizar el crecimiento de la parte aérea, a partir de los datos tomados se
calcularon los siguientes indices (Horak y Loughin, 2000):
e Area foliar especifica (AFE): definida como la relacion entre el area foliar por
planta y la materia seca de la misma.
e Relacion masa foliar (RMF): relacion entre la masa foliar y la masa total aérea
de la planta.
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e Relacion area foliar (RAF): relacion entre el area foliar y la masa total aérea de

la planta.

Ademas, en base a los datos de MS total y de hojas, tallos y raices obtenidos en

cada fecha de muestreo se calcularon las siguientes tasas (Radosevich y otros, 2007):

e Tasa de Crecimiento Absoluto:

W1-Wo

réA= T1-TO

Donde W1-W, es la diferencia en el peso de la MS entre dos cosechas sucesivas y T1-To
es el intervalo de tiempo entre dos cosechas sucesivas; por lo tanto, esta tasa indica la

cantidad de MS que acumula una planta por dia.

e Tasa de crecimiento relativo:
Esta tasa relaciona el concepto anterior de crecimiento de una variable con el valor que
poseia dicha variable al comienzo del periodo considerado. De esta forma, es posible
comparar el crecimiento de plantas de diferente tamafio y determinar el esfuerzo
realizado por las mismas. Considerando W, como el peso de la MS de una determinada
fecha, W1 el peso de la MS en la fecha inmediatamente anterior y un periodo de tiempo

T, - Ty, es posible obtener la TCR media de la siguiente manera:

LnW2-LnWw1
T2-T1

TCR =

(mg de crecimiento de la variable por mg inicial de la misma por dia = mg.mg™.d™)

Cuantificacién de la concentracién de clorofila

La concentracién de clorofila se determind siguiendo la metodologia propuesta
de Wintermans y De Mots (1965). En cada fecha de muestreo, se extrajeron discos de
0,3 g de tejido foliar fresco de cada una de las plantas extraidas. Cada disco fue cortado
con tijera en finas fracciones y se colocaron en un mortero de porcelana. Primero, se
agregaron 3 mL de etanol 96% Yy se macerd por un minuto. El contenido del mortero se
vertio en un tubo de ensayo y luego se adicionaron nuevamente 2 ml de etanol 96%
dentro del mortero con el fin de desplazar los restos vegetales remanentes. Nuevamente,
el contenido se volcd en el tubo de ensayo de la correspondiente muestra.

Posteriormente, se llevo el volumen de la solucién en el tubo de ensayo a 10 mL. Los
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tubos fueron agitados durante unos segundos, se sellaron con papel film para evitar la
evaporacion del alcohol y se dejaron en reposo en condiciones de oscuridad.

Luego de 24 h, se filtré el contenido de los tubos utilizando papel Whatman
N°1. Para cada muestra filtrada se midié la absorbancia mediante un espectrometro
Shimadzu UV 21.000 a 3 longitudes de onda: 649 nm, 665 nm y 750 nm, para la
determinacion de clorofila a y b. Se utiliz6 como blanco de referencia una celda
conteniendo Unicamente etanol 96%.
Con las absorbancias registradas, se estimo el contenido de clorofila total a través de la
determinacion de clorofilaa'y b por medio de las siguientes formulas:
Clorofila a (ug/ml) = 13,70(Ass5-A750)-5,76(Asa9-A750)
Clorofila b (ug/ml) = 25,80(As49-A750)-7,60(Ases-A7s0)

Analisis estadistico

La totalidad de los datos fueron analizados mediante el software estadistico Infostat
(Di Rienzo y otros, 2015). Los datos de las variables fueron sometidos a ANOVA, y
posteriormente se diferenciaron las medias a través del test de DMS de Fischer
(p<0,05). En ciertos casos, los datos se transformaron utilizando la funcién logaritmo
natural cuando no se cumplia el supuesto de homocedasticidad. Es habitual utilizar este
tipo de transformacidn en el andlisis de crecimiento, ya que a medida que un organismo
crece, no solo aumentan las medias de las variables, sino también la varianza (Snedecor
y Cochran, 1956).

3.3. Resultados

3.3.1. Diametro de la roseta y biomasa total

Las plantas de D. fullonum fueron sembradas a fines de febrero del 2014 y
completaron su ciclo de vida en marzo del 2015 (12 meses). Se detecto interaccion entre
la localidad y los distintos meses del afio para el didmetro de la roseta (F=7,78; p<0,01;
Fig. 3.1). Las rosetas alcanzaron un didmetro minimo de 52,71 cm para el mes de
octubre en Naposta y 36,14 cm para el mes de noviembre en Bahia Blanca, momentos

en los cuales se observo la aparicion de tallos florales.
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En cuanto a la biomasa total (aérea mas subterranea), se detectd interaccion
entre los sitios evaluados y los meses de cosecha (F=8,82; p<0,01; Fig. 3.2). En ambas
localidades la MS total de plantas de D. fullonum aumenté gradualmente hasta agosto
[150 dias después de la siembra (DDS)]. A partir de ese momento, ambas localidades
demostraron un importante incremento alcanzando un maximo de 99,39 g MS al final
del ciclo (360 DDS) en Naposta; mientras que, en aquellas que lo hicieron en Bahia
Blanca fue de s6lo 54,6 g MS.
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Figura 3.1. Medias mensuales del didmetro de la roseta de plantas a lo largo del ciclo
de crecimiento de Dipsacus fullonum en las localidades de Naposta y Bahia Blanca,
Buenos Aires, para los afios 2014-15. Medias acompaiiadas con una misma letra dentro
de la misma localidad (letras mayudsculas=Naposta, letras en minudscula y cursiva=Bahia
Blanca), no difieren entre si segun el test DMS de Fischer (p<0,05).
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Figura 3.2. Medias mensuales de la biomasa total (aérea y subterranea; g MS) de
plantas a lo largo del ciclo de crecimiento de Dipsacus fullonum en las localidades de
Naposta y Bahia Blanca, Buenos Aires, para los afios 2014-15. Medias acompariadas
con una misma letra dentro de la misma localidad (letras mayusculas=Napost4, letras en
minuscula y cursiva=Bahia Blanca), no difieren entre si segun el test DMS de Fischer
(p<0,05).

3.3.2. Parte aérea

Se registrd interaccién entre las localidades y los meses del afio para el
crecimiento de la parte area (F=7,14; p<0,01), de hojas (F=8,11; p<0,01) y tallos
(F=3,45; p<0,05). Para el caso del peso y nimero de capitulos no se revel6 interaccion
entre ambos factores (F=0,10; p>0,95), pero si un efecto de la localidad (F=39,81;
p<0,01) y de los distintos meses del afio (F=12,18; p<0,05) (Fig. 3.3ay b; Tabla 3.1).

En estadio de roseta, el crecimiento de la parte aérea fue incrementando
gradualmente hasta noviembre, alcanzado 25,7 g MS en Naposta y 1,95 g MS en Bahia
Blanca. Luego, llegada la primavera, en ambas localidades se registrd un incremento
significativo en los valores de MS correspondiente en mayor medida a la formacién de
tallos, y se observo que ocurrié mas temprano y en mayor proporcion en la localidad de
Naposta que en Bahia Blanca.

En los meses de diferenciacion de estado vegetativo a reproductivo,
correspondientes a la estacion primaveral, hubo un aumento considerable de la MS de
hojas de un 40,8% y 61,3% medio mensual en BB y N, respectivamente. El peso de la

materia seca media de hojas demostré un valor maximo de 16,27 g en Naposta
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registrado en noviembre (240 DDS), mientras que fue de 5,32 g en Bahia Blanca en
enero (300 DDS). (Figura 3.3).

El estado reproductivo se caracterizé por un incremento de la MS de tallos y
capitulos (Tabla 3.1). Los primeros alcanzaron cifras mucho mayores que las hojas
generando paulatinamente una amplia brecha entre ambos componentes. Este
comportamiento se observo en las dos localidades de estudio, alcanzando diferencias
entre la MS de tallos y la MS de hojas de 20,38 g y 36,76 g a los 300 DDS (enero) en
Bahia Blanca y Naposta, respectivamente. Por un lado, los tallos tuvieron un incremento
significativo en los meses primaverales en su materia seca, hasta observarse un pico en
en enero del 2015 de 35,71 g (BB) y 42,28 g (N). De ese momento en adelante, no se
registraron diferencias significativas en este parametro para ambas localidades. Por otro
lado, la altura media maxima registrada fue 113 cm. D. fullonum alcanzé la altura
maxima en diciembre en Naposta y en enero en Bahia Blanca. En cuanto a los capitulos,
la formacion de los mismos se detectd en diciembre del 2014 para ambas localidades.
Su MS se increment6 en promedio 40% mensual.

La MS de tallos dejo de diferenciarse estadisticamente dentro de cada localidad
a partir del mes de enero (300 DDS). Al finalizar el estudio, los valores de MS de tallos
y total de capitulos de las plantas crecidas en Naposta fueron 80% y 104% mas elevados
que los correspondientes a las plantas crecidas en la localidad de Bahia Blanca,

respectivamente (Fig. 3.3; Tabla 3.1).
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Figura 3.3. Medias mensuales de la biomasa (g MS) de la parte aérea, dividida en
tallos, hojas y capitulos a lo largo del ciclo de crecimiento de Dipsacus fullonum en las
localidades de Bahia Blanca (a) y Naposta (b), Buenos Aires, para los afios 2014-15.

3.3.3. Raices

Se registrd interaccion entre las localidades y los meses del afio tanto para la
biomasa de raices (F=6,52; p<0,01), como para el diametro (F=4,29; p<0,01) y el largo
de la raiz axonomorfa (F=2,21; p<0,05). La MS de raices fue aumentando
paulatinamente durante los meses de otofio y principios de invierno, hasta fin del

estadio de roseta, momento en el cual se registraron 3,23 g y 1,05 g en N y BB,
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respectivamente. Comenzado el periodo de elongacion del tallo, la biomasa fue
aumentando de manera exponencial detectandose 13,32 g en BB a los 330 DDS
(febrero) y 16,71 g en N a los 300 DDS (enero). Luego fue disminuyendo hasta el final
del ciclo, registrandose una MS de 6,13 g en BB y de 8,34 g en N (Fig. 3.4). Durante el
estadio de roseta, la raiz incrementd su diametro alcanzando los 1,33 cm para octubre y
0,81 cm para noviembre, en Naposta y Bahia Blanca, respectivamente. El pico maximo
de didmetro registrado ocurrié a los 300 DDS (enero) alcanzando 1,34 cm (BB) y 2,17
cm (N). A partir de diciembre en N y enero en BB, momento en que florece y fructifica
la planta, no se detectaron diferencias significativas para el diametro de la raiz principal
(Fig. 3.5).

En cuanto a largo de la raiz axonomorfa, la misma increment6 su desarrollo
durante la formacion de la roseta y presentd una longitud media de 47,71 cm para N y
26,43 cm para BB en el mes de octubre (210 DDS). Luego, se registro el largo maximo
en febrero (330 DDS) para BB alcanzando los 54 cm y en diciembre en N (270 DDS),
con 53 cm. (Fig. 3.6).

Se observd que para el caso de D. fullonum en las poblaciones locales, las
plantas denotaron un incremento tanto de la biomasa, largo y didmetro de la raiz en los

meses invernales.
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Figura 3.4. Medias mensuales de la biomasa (g MS) de raiz a lo largo del ciclo de
crecimiento de Dipsacus fullonum en las localidades de Naposta y Bahia Blanca,
Buenos Aires, para los afios 2014-15. Medias acompafiadas con una misma letra dentro
de la misma localidad (letras mayusculas=Napost4, letras en minudscula y cursiva=Bahia
Blanca), no difieren entre si segun el test DMS de Fischer (p<0,05).
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Figura 3.5. Medias mensuales de didmetro de raiz a lo largo del ciclo de crecimiento
de Dipsacus fullonum en las localidades de Naposta y Bahia Blanca, Buenos Aires, para
los afios 2014-15. Medias acompafiados con una misma letra dentro de la misma
localidad (letras mayusculas=Naposta, letras en minudscula y cursiva=Bahia Blanca), no
difieren entre si segun el test DMS Fischer de (p<0,05).
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Figura 3.6. Medias mensuales de la biomasa (g MS) de raiz a lo largo del ciclo de
crecimiento de Dipsacus fullonum en las localidades de Naposta y Bahia Blanca,
Buenos Aires, para los afios 2014-15. Medias acompaiiadas con una misma letra dentro
de la misma localidad (letras maydsculas=Naposta, letras en minuscula y cursiva=Bahia
Blanca), no difieren entre si segun el test DMS de Fischer (p<0,05).

3.3.4. Parametros foliares

Se evidencié interaccion entre las localidades y los meses del afio para el
namero de hojas (F=2,57; p<0,01), area foliar (F=5,46; p<0,01), ancho (F=9,78;
p<0,01) y largo de hojas (F=7,80; p<0,01). Los resultados obtenidos en el analisis de
los parametros foliares se presentan en la tabla 3.2. El area foliar se acrecento durante el
estadio de roseta gradualmente hasta alcanzar en prefloracién 1044,52 cm?en el mes de
noviembre para Napostd y 509,64 cm? en enero en Bahia Blanca. A partir de ese
momento, este parametro disminuy0 marcadamente en los meses de verano cuando la
planta entr6 en maduracion de semillas, en correspondencia con el proceso de
senescencia.

Desde la emergencia de las plantulas, el &rea foliar especifica (AFE) vari6 entre
80y 280 cm?.g*, registradose los mayores valores en el estadio de roseta, alcanzando su
méaximo en agosto (150 DDS) para ambas localidades. D. fullonum mostré una maxima
relacién masa foliar (RMF) desde el inicio del experimento, que comenzé a disminuir

en ambas localidades gradualmente a partir de la induccion a la formacion de tallos
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florales, destinando un mayor proporcién los érganos reproductivos y frutos. D.
fullonum presentd sus mayores valores de RAF (271,6 cm®.g™ en BB y 223,7 cm?.g™en
N) en estadio de roseta siendo esta maxima en agosto (Tabla 3.2)

En cuanto a la morfologia de las hojas, las mismas fueron creciendo en largo y
ancho en el estadio de roseta hasta octubre del 2014 alcanzado un pico medio de 15,93
cm de largo y 3,65 cm de ancho para BB; en el caso de N, fueron 26,6 cm de largo y
5,84 cm de ancho. A partir de ese momento ambos parametros disminuyeron

significativamente, denotando un cambio en la morfologia de la hoja.

3.3.5. Tasas de crecimiento

En ambas localidades, se observo que la TAC aérea practicamente no presento
valores negativos durante el ciclo de crecimiento, indicando un crecimiento sostenido
durante el mismo. La misma se incrementd notablemente durante la formacion de los
tallos florales. Ademas, se observé que la TAC de raices fue negativa durante el
invierno (Julio-Agosto) y luego de que la planta haya florecido (Enero-Febrero) para
ambas localidades, siendo que la TAC aérea fue positiva en €sos mismos momentos.
Los mas altos valores de TRC se dieron durante el estadio de roseta y prefloracion,
disminuyendo marcadamente en floracion y formacién de los frutos. Los valores de
TRC de raices, también fueron negativos en los mismos momentos que la TAC (Tabla
3.3).

3.3.6. Clorofila

Se detectd interaccion entre las localidades y los distintos meses del afio para el
contenido de clorofila (F=4,01; p<0,01). Se observé que los mayores valores para
ambos sitios se presentaron en otofio y primavera, teniendo picos en los meses de junio
y octubre (Fig. 3.7).
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3.4. Discusion

3.4.1. Diametro de la roseta y biomasa total

Las plantas de D. fullonum lograron florecer dentro de un periodo de un afio en
las localidades evaluadas. A pesar de que esta especie es a veces catalogada como una
especie de ciclo bienal, Werner (1975b) indica que la induccion a la floracion en carda
estd mucho més correlacionada con el tamafio de la roseta que con la edad de la planta.
Cuando la roseta tiene 30 cm de diametro, la planta estaria dotada de los recursos
necesarios para desarrollar el tallo floral. Si su tamafio es menor, raramente florece ese
afio y puede hacerlo al siguiente cuando haya alcanzado una biomasa suficiente
(Werner, 1975b). Incluso, situaciones de estrés que causan la remocion de la parte aérea
demoran el crecimiento de la roseta persistiendo por més de un afio (Glass, 1991;
Solecki, 1993; Chessman, 1998). Se sugiere entonces que, segun los resultados
obtenidos en este trabajo, en los ambientes locales y en condiciones de baja
competencia y alta humedad, la induccion a la floracion en D. fullonum dependeria del
tamano de la roseta que presenta la planta comenzada la primavera. Se estima que de no
alcanzarlo la planta florecera al afio siguiente, teniendo tiempo suficiente para generar
una mayor biomasa. De modo similar lo ocurrido en los experimentos locales, Chuko y
Hanyu (1990) para una poblacién japonesa observaron para plantas sembradas en marzo
florecieron en febrero del afio siguiente. En cambio, Bentivegna (2006) demostrd que
para D. laciniatus en Missouri (EEUU), las plantas florecieron todas al segundo afio
cuando sus rosetas alcanzaron un tamafio suficiente (96 cm de didmetro medio).

En este estudio se observd que la materia seca total fue mayor y los estadios
fenoldgicos ocurrieron mas tempranamente en Napostd que en Bahia Blanca. Del
mismo modo, en D. laciniatus, diferentes parametros de crecimiento difirieron entre dos
poblaciones del centro de Missouri, EEUU (Bentivegna, 2006). Asimismo, Werner
(1975c) indicd que los estadios fenoldgicos de poblaciones de D. fullonum en Ontario
(Canadd), ocurrian mas tempranamente que poblaciones de Michigan, EEUU, con una

diferencia aproximada de 2 semanas.
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3.4.2. Parte aérea

En D. fullonum se observo una gran diferencia en los incrementos de materia seca
aérea para cada estadio. A partir del momento en que se observé la formacion de tallos,
el crecimiento de hojas decay0 significativamente, especialmente, a medida que se
formaban los capitulos, debido a la senescencia de las mismas. Del mismo modo, otros
autores indican que los recursos invertidos entre 6rganos vegetativos y reproductivos
pueden variar temporalmente en diversas especies (EImqvist y otros, 1991; Cipollini y
Whigham, 1994; Mahoney y Kegode, 2004). La altura de plantas alcanzada coincide
con lo reportado por otros autores (Jurica, 1921; Werner, 1975c; Chessman, 1998), y el
incremento de la MS de capitulos (40% mensual) present6 un valor similar al registrado
para D. laciniatus en Missouri, EEUU (Bentivegna, 2006).

3.4.3. Raices

Los valores de largo de raiz se encuentran dentro de lo que indica Werner (1975¢) y
Solecki (1993), donde la misma puede crecer hasta alcanzar un maximo de 75 cm.
Sin embargo, el diametro de raiz alcanzé valores muchos menores que en D. laciniatus,
cuya raiz principal en estado reproductivo y al segundo afio de crecimiento alcanz6 una
media de 6,37 cm de diametro (Bentivegna, 2006).

La raiz pivotante de D. fullonum increment6 su biomasa fundamentalmente en
estado vegetativo, segun indican otros autores esto ocurre con el fin de actuar como
organo de almacenamiento de agua y carbohidratos que sirvan para la produccién de
semillas y el rebrote (Werner, 1977; Solecki, 1993). En este estudio, la raiz denoto
crecimiento en los meses invernales. Contrariamente, Bentivegna (2006) no indica
aumentos significativos durante esa misma estacion en Missouri, EEUU, probablemente

por la rigurosidad de las temperaturas invernales de ese sitio.

3.4.4. Parametros foliares

Los datos obtenidos en carda para AFE son similares a los reportados en otras

malezas de importancia como Amaranthus spp. (Horak y Loughin, 2000), Abutilon
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theophrasti y Xanthium strumarium (Seibert y Brent Pearce, 1993). Mayores valores de
AFE indican maés superficie foliar por unidad de biomasa y por lo tanto mayor area
disponible para fotosintesis y para sombrear competidores (Horak y Loughin, 2000).

La maxima RMF se presenta durante todo el estadio de roseta en el cual destina
unicamente sus fotoasimilados a la produccion de hojas. Luego, la RMF disminuye
sostenidamente a partir de la induccién floral. Esta caracteristica junto con el tamafio de
sus hojas y disposicion horizontal confieren una ventaja competitiva a esta especie,
especialmente durante el estadio de roseta (Werner, 1975b; Huenneke y Thomson,
1995; Horak y Loughin, 2000).

La relacion érea foliar (RAF) es un indice de densidad de hojas y ademas un indice
morfoldgico de forma de la planta (Radosevich y otros, 2007). Se esperaria que en el
estadio de roseta al haberse observado mayores valores de RAF, mayor seria la
capacidad fotosintética de la planta lo cual conferiria a su vez una mayor habilidad
competitiva por recursos aéreos, en funcion de la plasticidad de la especie (Horak y
Loughin, 2000).

Las hojas en estado de roseta y prefloracion al ser mas grandes y estar mas juntas
favoreceria la intercepcion de luz y por ende la competencia (Werner, 1975b). En
cambio la distribucion de hojas méas pequefias alrededor del tallo contribuiria a una
mayor tasa fotosintética en la etapa reproductiva, pero no a la competencia. Werner
(1977) indica que una mayor area foliar en floracion incremento la produccion total de

biomasa en una determinada area, pero no redujo el desarrollo de otras especies.

3.4.5. Tasas de crecimiento

Los valores obtenidos respecto a las tasas absolutas y relativas demostraron la
relacion en la dindmica parte aérea-parte subterranea. Dichas tasas sugieren que la
planta dirige sus recursos almacenados en la raiz hacia el tallo en floracion,
probablemente para sustentar la formacion de estructuras reproductivas y tolerar
situaciones de estrés (Werner 1975c¢; Chessman, 1998).

Los valores de TRC del peso de la materia seca total en el establecimiento de la
planta son similares a los registrados por Gross (1984) en poblaciones experimentales
de Michigan y Ohio, EEUU.

Se asume que el crecimiento de raices en etapa vegetativa es de importancia central

para una mayor produccion de semillas (Werner, 1975a). Caswell y Werner (1978)
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indicaron que los recursos deben ser almacenados en la raiz, antes de la floracion, y
ademas que el nivel de produccion de semillas disminuye a medida que decrece la
proporcion del total de energia disponible. Ademas, los recursos reservados en el
sistema radical facilitan el rebrote luego que el tallo es cortado. Como resultado, la
planta puede florecer tarde en la temporada o bien al siguiente afio (Glass 1991;
Cheesman 1998).

3.4.6. Clorofila

La distribucion del contenido de clorofila a lo largo del afio siguié un patron
similar que las precipitaciones de la zona (Paoloni, 2010). Lessani y Mojtahedi (2002)
indican que en condiciones propicias de humedad las plantas sintetizan mayor cantidad
de clorofila, y ante situaciones de estrés hidrico dicho compuesto sufre importantes
degradaciones. En este sentido, existen investigaciones que reportan disminucion en el
nivel de los pigmentos como resultado del estrés hidrico (Nilsen y Orcutt, 1996;
Montagu y Woo, 1999; Arjenaki y otros, 2012). Bajo estas condiciones se producen
formas reactivas de oxigeno, que conducen la peroxidacién de lipidos, y
consecuentemente a la destruccion de la clorofila (Foyer y otros, 1994).

Diversos autores indican para otras especies una cercana relacion entre el area foliar
especifica (AFE) y el contenido de clorofila en distintas condiciones hidricas
(Nageswara y otros, 2001; Upadhyaya, 2005; Nigam y Aruna, 2008; Songsri y otros
2009) indicando que plantas que mantienen altos valores de contenido de clorofila y
menores valores de AFE mantienen una mayor eficiencia fotosintética. De los
resultados observados, las plantas de Naposta en roseta presentaron valores menores de
AFE comparativamente con los de Bahia Blanca. Al mismo tiempo, en el sitio N se
registré una mayor concentracion de clorofila en los distintos meses del afio; en
consecuencia, estas caracteristicas en conjunto demostrarian una variacion en la
capacidad fotosintética de acuerdo a las condiciones ambientales en que se desarrolle la
planta, siendo mayor en el sitio N, en el cual a su vez se registraron mayores valores en

los pardmetros de crecimiento medidos.
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3.5. Conclusiones

Las plantas de D. fullonum completaron su ciclo de crecimiento en un afio y
florecieron luego de que la roseta alcanz6 un tamafio mayor 30 cm de didmetro. Por lo
tanto, se rechaza la hipotesis que la carda necesita un tiempo de desarrollo de dos afios
para inducir la floracion y esto en cambio depende del tamafio de la planta alcanzado al
final del invierno, independientemente de la edad. La hipotesis de estudio que D.
fullonum presenta crecimiento diferencial de sus 6rganos en distintos momentos del afio
fue aceptada. Las poblaciones en las localidades evaluadas presentaron una tendencia
similar en el crecimiento, pero en términos generales las plantas ubicadas en la localidad
de Bahia Blanca demostraron un menor crecimiento con respecto a aquellas que lo
hicieron en Naposta y los distintos estadios ocurrieron mas temprano en este ultimo
sitio. Finalmente, en ambas localidades carda demostro tener altos indices de area foliar
y alta tasas de crecimiento relativo en estado vegetativo y en prefloracion, momento en
el cual se favoreceria la competencia por recursos aéreos con otras especies nativas del
lugar que invade. En la floracion y fructificacion, la planta moviliza sus recursos desde
la raiz hacia la parte aérea, con la finalidad principal de sustentar las estructuras

reproductivas.
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Tabla 3.1. Medias del peso de la materia seca (MS) del tallo, altura de la planta, nimero y peso de los capitulos para Dipsacus fullonum en
periodo reproductivo en las localidades de Bahia Blanca y Naposta, Buenos Aires, en los afios 2014-15*.

Bahia Blanca Naposta
Peso MS Altura de NUmero de Peso de los Peso MS Altura de NUmero de Peso de los
Fecha Tallo (9) Planta (cm) capitulos capitulos (g) Tallo (9) Planta (cm) capitulos capitulos (g)
Octubre 2014 - - - - 3,51d 11,13 ¢ - -
Noviembre 2014 4,33 b 4,28 ¢ - - 8,72 ¢ 2557 b - -
Diciembre 2014 6,34 b 64,29 b lc 0,68 ¢ 30,38 b 83,29 a 2¢C 0,55 ¢
Enero 2015 25,71 a 101,14 a 529 b 10,05 b 42,29 ab 106,57 a 757D 16,86 b
Febrero 2015 26 a 113,57 a 7a 13,23 ab 48,14 ab 107,86 a 16,29 ab 23,06 ab
Marzo 2015 32,39 a 112,57 a 714 a 16,09 a 58,29 a 109,57 a 21,86 a 32,77 a

*Medias dentro de una columna seguidas por la misma letra no difieren entre si segun el test DMS de Fischer (p<0,05).
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Tabla 3.2. Medias del diametro de roseta, caracteristicas de la hoja (largo, ancho,
numero), area foliar, area foliar especifica, relacion masa foliar y relacion area foliar
para Dipsacus fullonum a lo largo del ciclo de crecimiento en las localidades de Bahia
Blanca y Naposta, Buenos Aires, en los afios 2014-15*.

Bahia Blanca
Largode  Ancho de Area Ndmero  Areafoliar Relacion  Relacion
Fecha Hojas Hojas foliar de especifica masa foliar area foliar
(cm) (cm) (cm?) hojas em’.g)  (emigl)  (cmigh)
Abril 2014 1,93 f 1,02¢e 348¢g 2f 2338Db la 2338 b
Mayo 2014 2,77 e 1,09 e 13,16 f 2,29 f 212,1 bc la 212,1 bc
Junio 2014 3,7d 1,55 d 20,83 e 4e 1759 cd la 175,9 cd
Julio 2014 6,36 C 2,15¢ 42,48 e 6d 168,9 cd la 168,9 cd
Agosto 2014 8,69 b 28ab 80,90 d 7,71 cd 2716 a la 2716 a
Septiembre 2014 10,31 b 2,69 bc 117,01 d 7,71 cd 180,8 bed la 180,8 bcd
Octubre 2014 1593 a 3,65a 277,21 cd 8c 146,7 de la 146,7 de
Noviembre 2014 18,76 a 3,68 a 452,45 bc 10,86 b 210,3 be 0,63 b 1188 e
Diciembre 2014 19,41 a 36la 469,69 ab 13,14 ab 115,2 ef 0,38 ¢c 435 f
Enero 2015 18,02 a 355a 509,64 a 15,14 a 95,63 f 0,13d 12,33 g
Febrero 2015 985 b 127 e 178,57 a 429 e 99,5 f 0,04 e 4,16 h
Marzo 2015 0g 0f 0h 0g 0g 0f 0i
Naposta
Largode  Ancho de Area Namero  Areafoliar Relacion  Relacion
Fecha Hojas Hojas foliar de especifica masa foliar area foliar
(cm) (cm) (cm?) hojas (cmfg?  (emfgl)  (emig?)
Abril 2014 1,62 h 0,73 f 2,03 ¢ 2f 1832 a la 1832 a
Mayo 2014 299¢ 124 e 15,04 f 314 e 1031 b la 103,1 b
Junio 2014 2,659 132e 13,7 f 514 d 97,24 b la 97,24 b
Julio 2014 6,8 f 2,15d 41,15 6 cd 1794 a la 1794 a
Agosto 2014 13,73 cd 357¢c 199,89 d 7,43 be 223,7 a la 223,7 a
Septiembre 2014 18,67 bc 4,06 bc 412,29 ¢ 8,29 bc 85,84 bc la 85,84 b
Octubre 2014 26,6 a 584 a 994,86 a 9,14 b 108,3 b 0,84 a 90,61 b
Noviembre 2014 22,51 ab 5,21 ab 1.044,52 a 10b 66,65 ¢ 0,64 b 4231 c
Diciembre 2014 17,28 bc 349 c 814,43 ab 19a 1022 b 0,26 ¢ 26,58 d
Enero 2015 10,46 de 2,53d 501 be 1543 a 107,7 b 0,09d 8,38 e
Febrero 2015 8,87 ef 1,58 e 184,43 d 9,43 b 84,37 bc 0,03 e 2,46 f
Marzo 2015 Oi 0g 0h 0g 0d 0f 0g

*Medias dentro de una columna seguidas por la misma letra no difieren entre si
segun el test DMS de Fischer (p<0,05).
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Tabla 3.3. Tasa de crecimiento absoluto (TAC) en mg.dia™ y tasa de crecimiento
relativo (TRC) en mg. mg™.dia™ del peso de la materia seca aérea, de la raiz y total en
las localidades de Bahia Blanca y Naposta, Buenos Aires, en los afios 2014-15 (DDS:
dias después de siembra).

Bahia Blanca
TAC TRC
Fecha DDS Aérea Raiz Total Aérea Raiz Total
Marzo-Abril 2014 0-30 0,52 0,25 0,77 0,09 0,07 0,10
Abril-Mayo 2014 30-60 0,01 0,37 0,38 0,00 0,03 0,01
Mayo-Junio 2014 60-90 392 097 4,89 0,07 0,03 0,06
Junio-Julio 2014 90-120 3,77 7,30 11,07 0,02 0,06 0,03
Julio-Agosto 2014 120-150 2,06 -2,83 -0,78 0,01 -0,01 0,00
Agosto-Septiembre 2014  150-180 11,33 12,90 24,22 0,02 0,04 0,03
Septiembre-Octubre 2014 180-210 43,42 16,05 59,48 0,04 0,02 0,03
Octubre-Noviembre 2014 210-240 7754 125,69 203,22 0,03 0,05 0,04
Noviembre-Diciembre 2014 240-270 22782 26,07 253,89 0,03 0,01 0,02
Diciembre-Enero 2015  270-300 999,24 65,44 1064,68 0,04 0,01 0,04
Enero-Febrero 2015 300-330 -27,10 191,94 164,84 0,00 0,02 0,00
Febrero-Marzo 2015 330-360 273,43 -239,86 33,57 0,01 -0,03 0,00
Naposta
TAC TRC
Fecha DDS Aérea Raiz Total Aérea Raiz Total
Marzo-Abril 2014 0-30 0,39 021 0,60 0,08 0,06 0,10
Abril-Mayo 2014 30-60 4,00 054 454 0,08 0,04 0,07
Mayo-Junio 2014 60-90 0,21 3,89 4,09 0,00 0,06 0,02
Junio-Julio 2014 90-120 3,67 2,05 5,72 0,02 0,01 0,02
Julio-Agosto 2014 120-150 30,84 157,63 188,47 0,05 0,11 0,09
Agosto-Septiembre 2014  150-180 171,75 -56,76 114,99 0,06 -0,01 0,01
Septiembre-Octubre 2014 180-210 157,71 76,38 234,09 0,02 0,02 0,02
Octubre-Noviembre 2014 210-240 464,14 127,86 592,00 0,03 0,02 0,02
Noviembre-Diciembre 2014 240-270 467,48 222,01 689,49 0,01 0,02 0,02
Diciembre-Enero 2015  270-300 855,76 23,34 879,10 0,02 0,00 0,01
Enero-Febrero 2015 300-330 257,53 -192,63 64,91 0,00 -0,01 0,00

Febrero-Marzo 2015 330-360 621,75 -86,67 535,0873 0,01 -0,01 0,01
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Figura 3.7. Contenido de clorofila total (dividido en clorofila a y b) de plantas de D.
fullonum crecidas en condiciones de campo a lo largo del afio, en las localidades de
Bahia Blanca (a) y Naposta (b). Contenidos de clorofila total con una misma letra no
difieren entre si segun el test DMS de Fischer (p<0,05).
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Capitulo IV

Interferencia de Dipsacus fullonum sobre especies deseables y suelos

del sur de la Provincia de Buenos Aires
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4.1. Introduccién

Se denomina con el término de “interferencia” a aquellas interacciones en la cual
una determinada planta o poblacion influye en el desarrollo de plantas o poblaciones
vecinas (Radosevich y otros, 2007). Uno de los tipos de interferencia incluye la
competencia entre especies, y ésta se define como el efecto reciprocamente adverso
producido entre plantas que utilizan un mismo recurso de escasa disponibilidad en el
ambiente. Como consecuencia, en por lo menos uno de los organismos participantes se
reduce su probabilidad de subsistir o de dejar descendencia (Acciaresi y otros, 2014).
Este fendmeno se constituye como uno de los factores méas importantes que definen la
estructura de las comunidades vegetales. Ademas, determina en gran parte el éxito de
una planta invasora, es por eso gue la habilidad competitiva de una planta es usualmente
utilizada para predecir su abundancia en una comunidad (Goldberg, 1996; Fraser y
Keddy, 2005). Grime (1973) describi6 cuatro caracteristicas consistentes de una especie
competitiva, entre ellas: un porte elevado, una forma de crecimiento que permita una
intensa y extensa explotacion del ambiente tanto aéreo como subterraneo, una alta tasa
maxima potencial de crecimiento relativo, y una tendencia a depositar una capa densa de
residuos en superficie. La plasticidad fenotipica también se indica como una
caracteristica clave de una planta invasora (Burns y Winn, 2006).

Otro tipo de interferencia se produce cuando determinadas plantas liberan
compuestos quimicos al ambiente y a través de ellos pueden inhibir o afectar la
germinacién, el crecimiento y/o el desarrollo de plantas vecinas. Este proceso se
denomina alelopatia (He y otros, 2012). Los mecanismos de accion de los compuestos
alelopaticos son similares a los que poseen los herbicidas, aunque a diferencia de estos
ultimos normalmente se tratan de procesos mas complejos ya que pueden afectar mas de
una funcion. Entre estos se destacan cambios en las funciones hormonales, asimilacion
de nutrientes, fotosintesis, actividad enzimatica, respiracion, permeabilidad de la
membrana celular, etc. (Sobrero y Acciaresi, 2014). Estos compuestos se pueden
producir tanto en las hojas, flores, frutos, tallos, raices, rizomas, semillas y/o pdlen
(Zeng y otros, 2008) y entre los més estudiados se destacan los glicosidos cianogénicos,
acidos organicos, alcoholes y aldehidos, compuestos aromaticos, acido benzoico y
derivados, acido cindmico y derivados, quinonas y derivados, cumarinas, flavonoides,
taninos, terpenoides, alcaloides, lipidos y acidos grasos, y fenoles simples, entre otros

(Sobrero y Acciaresi, 2014).Entre las formas que se indican como estrategias de
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liberacion de las sustancias alelopaticas una de ellas es por lixiviacion, es decir, su
remocion de las plantas, vivas o muertas por efecto de la lluvia, nieve, niebla o rocio.
También puede hacerlo por volatilizacion y por degradacion de los restos de tejidos
vegetales (Fujii y otros, 2003).

Asimismo, la alteracion de la composicion floristica de una comunidad causada
por una invasion a menudo conduce a marcados cambios en los ciclos de nutrientes
(Ehrenfeld, 2003). Estas modificaciones pueden tener efectos negativos en las
comunidades, afectando no solo la diversidad floristica sino también en la microbiana
(Novoa y otros, 2013). Una especie dada puede generar distintos cambios en diferentes
ambientes, sugiriendo que la composicion de la comunidad invadida y/o factores
ambientales, como el tipo de suelo influencian la direccién y magnitud del impacto
(Ehrenfeld y otros, 2001). Eventualmente, especies exoticas con una gran produccion de
hojarasca y que presentan nuevos compuestos en sus tejidos, tienen el potencial de
alterar la flora microbiana, predisponiendo en mayor medida cambios en las
propiedades del suelo. La caracterizacion de los cambios en un suelo invadido es un
parametro de importancia en términos de calidad del mismo (Liao y Boutton, 2008;
Novoa y otros, 2013).

Existe escasa informacion hasta el momento para Dipsacus fullonum (carda), en
cuanto a las estrategias ecoldgicas de interferencia que promueven su invasion en nuevos
sitios (Huenneke y Thomson, 1995; Palacios y otros, 2010). Asimismo, no existen
estudios acerca de la capacidad competitiva de D. fullonum, su potencial alelopético y la
alteracion de las propiedades edaficas del suelo en los ecosistemas de la Provincia de
Buenos Aires. La caracterizacion de los cambios en el ambiente permite identificar
especies problematicas que deberian ser controladas, seleccionar especies que sirvan en
la revegetacion de un sitio, ademas de aportar con informacién acerca de donde deberian
dirigirse los esfuerzos para poder restaurar los componentes bioticos y abioticos del

ecosistema (D’Antonio y Meyerson, 2002; Corbin y D’ Antonio, 2004).

4.1.1. Hipotesis

La invasion de “carda” produce una alteracion en los sistemas ecoldgicos que
coloniza en funcién de:
a) su alta capacidad competitiva por recursos, que afecta negativamente parametros de

crecimiento de especies deseables.
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b) la produccion de sustancias alelopaticas, la cual varia en funcion del estadio
fenoldgico y del 6rgano de la maleza involucrado.

c) cambios en los niveles de pH, materia organica y diversos nutrientes del suelo.

Sustento de las hipotesis

D. fullonum crece formando densos parches que reduciria la posibilidad de
establecimiento de otras especies. Rosetas de D. laciniatus mostraron un elevado indice
de area foliar (>3) lo que se traduce en una elevada capacidad competitiva por radiacién
solar (Bentivegna, 2006). Asimismo, Palacios y otros (2010) encontraron una inhibicion
en la germinacion de Raphanus sativus y Avena sativa utilizando extractos etanolicos de
plantas enteras de D. fullonum. Por otra parte, diversos autores demuestran que la
mayoria de las especies invasoras tienen una alta productividad primaria neta
comparada con especies nativas, hecho que se traduce en un incremento de los valores
de materia orgénica y nutrientes intercambiables (Ehrenfeld, 2003; Lindsay y French,
2005; Liao y Boutton, 2008; Vila y otros, 2011). Del mismo modo, la colonizacion de
especies correspondientes al género Dipsacus en un nuevo entorno tendria el potencial

de producir cambios ecol6gicos microambientales en ambientes locales.

4.1.2. Objetivos

Objetivo general

Obtener informacion acerca de los posibles mecanismos de interferencia en el

ambiente por parte de D. fullonum.

Obijetivos especificos

e Evaluar la competencia por recursos aéreos entre gramineas deseables y la
maleza D. fullonum.

e Examinar factores que afectan el potencial alelopatico de D. fullonum sobre
especies indicadoras y deseables.

e Evaluar los cambios en las propiedades quimicas del suelo en ambientes

invadidos por D. fullonum.
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4.2. Materiales y métodos

4.2.1. Competencia

Se evaluo la habilidad competitiva de D. fullonum frente a las gramineas nativas
Nassella tenuis (Phil.) Barkworth (flechilla fina) y Nassella clarazii (Ball) Barkworth
(flechilla grande) y frente a las gramineas exoéticas Festuca arundinacea Schreb. (festuca
alta) y Thinopyrum ponticum (Podp.) Barkworth & D.R. Dewey (agropiro alargado).

Se realizaron dos experimentos consecutivos en condiciones de invernéaculo de
cuatro meses de duracion en los afios 2013 y 2014, respectivamente. El invernaculo se
encuentra ubicado en las instalaciones del Centro de Recursos Naturales Renovables de
la Zona Semiéarida (CERZOS), Bahia Blanca, Argentina (38°41'12,45"S; 62°12'56,08").
En primer lugar, se obtuvieron plantulas a partir de semillas en laboratorio colocandolas
en cajas de Petri sobre papel de filtro en condiciones de alta humedad y expuestas a
oscuridad para el caso de carda, agropiro y festuca, y a un fotoperiodo de 12 hs para las
especies del género Nassella (Distel y otros, 1992). Luego, las plantulas jovenes se
colocaron en macetas a 1 cm de profundidad. Las macetas contenian un volumen de 7,85
dm? con suelo de textura franco-arenosa representativo del sur de la Provincia de Buenos
Aires, las cuales fueron regadas periédicamente durante todo el experimento para
matener una humedad adecuada. El disefio experimental que se utiliz6 fue el método
aditivo simple, el cual se basa en que la densidad de una especie o0 grupo de especies
(“stand”) objetivo es mantenida constante en todos los tratamientos y la densidad de la
maleza es incrementada (Gibson y otros, 1999). En el presente estudio, el “stand”
objetivo estuvo constituido por 6 gramineas (G) formando un circulo en la periferia de la
maceta, en forma alternada y equidistante. En el centro se incluyeron individuos de D.
fullonum (Df) con 5 densidades: 0 (Testigo), 1, 2, 3y 4 plantas por maceta. Por un lado,
se evaluo la competencia de carda frente a un stand de especies nativas conformado por
tres plantas de N. tenuis (Nt) y tres de N. clarazii (Nc). Por el otro, se utilizaron
monocultivos de gramineas exdticas, en este caso fueron seis plantas de T. ponticum (Tp)
o F. arundinacea (Fa). Ademaés, se sumaron 5 tratamientos donde se hicieron crecer
plantas de D. fullonum en ausencia de gramineas, con las mismas densidades utilizadas.
Se obtuvieron finalmente nueve tratamientos repetidos en 5 macetas aleatorizadas en el
invernaculo: Testigo (6G: 0Df), T1 (6G: 1Df), T2 (6G: 2Df), T3 (6G: 3Df), T4 (6G:
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4Df), TS5 (0G: 1Df), T6 (0G: 2Df), T7 (0G: 3Df) y T8 (0G: 4Df). Al finalizar el
experimento todas las especies fueron cosechadas. El material fue secado en estufa a
60°C hasta peso constante y luego fue pesado en balanza analitica. Previamente se midio
la altura final y el nimero de macollos alcanzado por todas las gramineas.

A partir de la biomasa seca aérea de gramineas se calculo el indice relativo de
competencia que expresa la reduccion de la performance de la especie objetivo (Weigelt
y Jolliffe, 2003):

IRC = (Gmono — Gmix)/Gmono
Donde Gnono €S la biomasa seca aérea total de las gramineas creciendo en cada maceta
sin la presencia de carda y Gpix compitiendo con carda.

Adicionalmente se calcul6 el rendimiento relativo total (RRT) teniendo en cuenta
los datos de biomasa seca aérea de todas las especies:

RRT = (Dmix/Prmono) + (Gmiz/ Gmono)
Un valor de RRT =1 indica que la competencia es plena (es decir, que las especies son
mutuamente excluyentes). En cambio, en los casos en que el RRT es mayor que 1, existe
complementariedad en el uso de los recursos y las especies compiten sélo parcialmente,

mientras que un valor de RRT = 2 implica ausencia de competencia (Snaydon, 1991).

Del mismo modo se efectu6 el calculo del indice de agresividad de la maleza (A):
A = (Dpix/Dmono) — (Gmix/ Gmono)
Valores negativos del indice de agresividad indicarian que las gramineas son mas
competitivas, mientras que valores positivos indicarian que carda es mas agresiva
(Weigelt y Jolliffe, 2003).
En ambos indices (RRT y A) Dnmix Y Gmix son los valores de biomasa total
alcanzado por D. fullonum y las gramineas, respectivamente creciendo en competencia,

mientras que Dmono Y Gmono, SON aquellos creciendo sin competencia.

Andlisis estadistico

Los datos fueron procesados a través de un analisis de varianza (ANOVA) de dos
factores, con los distintos tratamientos evaluados como factor fijo y el afio en que se
realizaron los experimentos como factor aleatorio. La comparacion de medias se realizo
por medio del test DMS de Fisher (p<0,05). Los datos de biomasa seca fueron
transformados con la funcion Logio(x) y los datos de numeros de macollos con la

funcién Ln(x) para cumplir con los supuestos de homogeneidad de varianzas y
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normalidad (Snedecor y Cochran, 1956). La totalidad de los analisis se efectuaron

utilizando el software estadistico InfoStat (Di Rienzo y otros, 2015).

4.2.2. Potencial alelopético

Se cosecharon plantas enteras de D. fullonum en enero del 2013, a partir de
distintas poblaciones situadas en la localidad de Bahia Blanca (38°39’S, 62°14°0). Las
mismas fueron seleccionadas discriminado dos estadios diferentes, vegetativo (v) y
reproductivo (r). Estas se llevaron al Laboratorio de Ecofisiologia de Malezas
(CERZOS-CONICET), donde fueron cuidadosamente lavadas y luego se fraccionaron
separando la raiz (R) y la parte aérea (A) de cada estadio. A continuacion, cada material
fue cortado con tijera hasta lograr un tamafio menor a un centimetro. Los tejidos
procesados se colocaron en agua destilada a 24°C y a las 24 horas la solucién fue filtrada.
Para cada tipo de tejido se realizaron extractos acuosos a dos concentraciones: alta (1) de
100 g tejido/L agua (10% masa: volumen) y baja (]) de 50 g tejido/L agua (5% masa:
volumen). Valores similares de concentracion de extractos acuosos se indican en la
literatura para otras especies (Femina y otros, 2012; Nandi y Dalal, 2012). De esta forma
se obtuvieron ocho tratamientos (soluciones) los cuales se denominaron Rv|], Rv?, Rr|,
Rr1, Av], AvT, Ar| y Arf, y ademds un testigo con agua destilada. Las ocho soluciones
fueron conservadas en camara de frio a 5° C hasta su inmediato uso en las evaluaciones.

Se evalu6 el efecto fitotoxico de las soluciones en la germinacion de distintas
especies blanco. Por un lado se utilizaron las especies nativas Nassella clarazii (Nc) y
Nassella tenuis (Nt), y por el otro las gramineas exdéticas Festuca arundinacea (Fa) y
Thinopyrum ponticum (Tp). Adicionalmente, se usaron dos especies consideradas
indicadoras por su sensibilidad conocida a una gran variedad de aleloquimicos (Palacios
y otros, 2010). Estas fueron Raphanus sativus “rabanito” (RS) y Avena sativa “avena
cultivada” (As).

Las semillas sanas fueron esterilizadas con hipoclorito de sodio 1:3 durante un
minuto, para prevenir el desarrollo de patdgenos y posteriormente se lavaron con agua
destilada durante tres minutos. Para cada especie y tratamiento fueron utilizadas cuatro
réplicas de 25 semillas colocadas en cajas de Petri sobre papel tissue. Al inicio del
ensayo se colocaron 5 mL de la solucion correspondiente en cada una de las cajas de

Petri y se sellaron con papel film luego de cada registro de germinacion, con el fin de
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evitar la evaporacion de la solucion. Durante los dias que duro el experimento, las cajas
de Petri se incubaron a 24°C y fueron aleatorizadas dentro de las cAmaras de crecimiento.
Las especies cultivadas se mantuvieron en oscuridad, mientras que, las especies nativas
permanecieron con un fotoperiodo de 12 hs. Se registré la germinacion los 3, 7 y 14 dias,
considerando como semilla germinada a aquella cuya radicula alcanzaba una longitud
mayor a 2 mm.

La evaluacion de los efectos fitotoxicos de los tratamientos se realiz6 mediante los

siguientes indices:

e Porcentaje de germinacion (%G): proporcion de semillas germinadas sobre el
total de semillas.

e Coeficiente de velocidad de germinacion (CVG): para ello se utilizo la formula
de velocidad de germinacion propuesta por Gonzalez-Zertuche y Orozco-Segovia
(1996):

Gs + (0,5.G;) + (0,1.G14)
Gt
Donde G3, G7 y Gu4, corresponden al nimero de semillas germinadas a los 3, 7 y 14 dias

CVG =

de comenzado el experimento, respectivamente. Gt: cantidad total de semillas
germinadas. La velocidad de germinacion es maxima (CVG=1) cuando la totalidad de las
semillas germinan antes de la primera evaluacion (dia 3).

¢ Inhibicion de la germinacion (%IG):

%Gtrat>
%Gtest

Donde %Girat Y %Grest, SON l0s porcentajes de germinacion de un tratamiento y

%16:(

del testigo en una misma especie, respectivamente.

Andlisis estadistico

Para determinar si hubo un efecto fitotoxico de una solucion dada, los resultados
obtenidos a partir de %G y CVG fueron sometidos a ANOVA simple empleando como
variable las distintas soluciones evaluadas. Para comparar la influencia de los factores
evaluados en la germinacion de las especies de interés, los datos de %IG se sometieron a
un ANOVA de cuatro factores, los cuales fueron la concentracion, el estadio fenolégico,
el tipo de tejido y la especie. Las medias fueron separadas a través del test de DMS de
Fisher (p<0,05). La totalidad de los analisis se realizé utilizando el programa estadistico
INFOSTAT (Di Rienzo y otros, 2015). En los casos que fue necesario, se trasformaron
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los datos con la funcion arco seno raiz cuadrada cuando no se cumplian los supuestos
(Snedecor y Cochran, 1956).

4.2.3. Cambios en la composicion quimica del suelo

Se colectaron muestras de suelo en cuatro sitios de la Provincia de Buenos Aires
en los cuales se encontraron extensas y densas poblaciones de D. fullonum. Los sitios
elegidos se ubicaban en la localidad de Bahia Blanca (38°43'4,5"; 62°17'2,8"), Guamini
(36°55'12,1"; 62°21'55,6"), Tandil (37°20'59,9"; 59°7'33,6") y Chapadmalal
(38°13'39,7"; 57°43'46,5"). En cada uno de ellos, se discriminaron dos tipos de parches,
uno invadido por una alta densidad poblacional de carda y el otro un &rea adyacente no
invadida por la misma. Para cada parche, se eligieron diez puntos al azar y en cada punto
de ellos se colectd una muestra de suelo con barreno a 40 cm de profundidad. Luego las
muestras correspondientes a cada parche se combinaron realizando una muestra
compuesta (Larenas Parada y otros, 2004; Novoa y otros, 2013). De cada muestra
compuesta se seleccionaron cuatro sub-muestras y fueron enviadas para ser analizadas al
LANAIS N-15, CONICET-UNS. Se determin6 el pH de una solucion suelo-agua
(relacion 1:2,5) utilizado un peachimetro digital Hach EC10 modelo 50050 y la
conductividad eléctrica, en el extracto de saturacion del suelo, por medio de un
conductimetro digital Hach CO150 modelo 50150. El porcentaje de materia organica se
determiné a partir de la fraccion de carbono orgéanico con un analizador automatico de
carbono por combustion seca Leco modelo CR12 previo lavado del suelo con HCI al
50% para eliminacion de carbono inorganico. Las fracciones de nitrégeno (N-NH,", N-
NO, y N-NOj3) se determinaron por el método semimicro Kjeldahl-Buchi en el suelo.
Dichos valores fueron sumados para obtener el nitrogeno total inorganico en el suelo. El
fosforo disponible se extrajo por el método de Bray y Kurtz, y luego se cuantificd por
espectrofotometria ultravioleta-visible. En el caso del calcio, potasio y magnesio, la
extraccion se realizo con acetato de amonio a pH 7. Estos elementos junto con el sodio se
cuantificaron por espectrometria de emision atomica por plasma inducido (ICPS
Shimadzu modelo 1000 I1I). A partir del contenido de calcio, sodio y magnesio se
cuantifico el RAS (relacion adsorcion de sodio). Finalmente, la CIC (capacidad de
intercambio cationico) se determind mediante saturacion con acetato de sodio, lavado

con alcohol etilico y desplazamiento con acetato de amonio. Los distintos analisis se
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realizaron siguiendo las metodologias propuestas por USDA (1985), Mulvaney y otros
(1996) y Sparks y otros (1996).

Andlisis estadistico

En cada sitio, las medias obtenidas de cada pardmetro de suelo de areas no
invadidas e invadidas por carda, se compararon mediante la prueba t de Student para
muestras apareadas (p<0,05) (Snedecor y Cochran, 1956). Los anélisis se realizaron
utilizando el programa estadistico INFOSTAT (Di Rienzo y otros, 2015).

4.3. Resultados

4.3.1. Competencia

Los experimentos en los cuales se evalud la respuesta de gramineas compitiendo
con D. fullonum, realizados en el afio 2013 y 2014, revelaron diferencias significativas
entre tratamientos para ciertos parametros evaluados. En algunos casos, se detectaron
componentes aditivos de varianza debida al afio en que se realizaron los experimentos y a
la interaccion afio por tratamiento. Dichos resultados provenientes de estos analisis

estadisticos se sintetizan en la tabla 4.1.

Tabla 4.1. Valores F y p de los ANOVA doble realizados para evaluar la competencia
de gramineas nativas (Nasella tenuis+N. clarazii) y exoéticas (Festuca arundinacea y
Thinopyrum ponticum) frente a Dipsacus fullonum. Los tratamientos involucraron
densidades crecientes de Dipsacus fullonum. Los experimentos se realizaron en
condiciones de invernaculo, los afios 2013 y 2014.

Biomasa seca aérea NUmero de macollos Altura

Especie/s evaluada/s Fuente de variacion F p F p F p
Afio 15,86 <0,01 219,07 <0,01 0,19 0,67
Nassella tenuis+N. clarazii Tratamiento 43,57 <0,01 13,25 <0,05 0,32 0,85
Tratamiento*Afio 0,90 0,47 2,2 0,09 2,71 <0,05
Afio 8,30 <0,01 11,57 <0,01 2,96 0,09
Thinopyrum ponticum Tratamiento 2,03 0,26 4,17 0,10 1,57 0,34
Tratamiento*Afio 6,38 <0,01 0,83 0,51 3,02 <0,05
Afo 11,19 <0,01 2,06 0,16 14,75 <0,01
Festuca arundinacea Tratamiento 10,15 <0,05 2,17 0,24 0,22 0,91

Tratamiento*Afio 4,01 <0,01 3,65 <0,05 3,08 <0,05
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Biomasa seca aérea

En el caso de la evaluacion de gramineas nativas, se registr6 una reduccion
significativa de la biomasa aérea debido a la competencia con D. fullonum. Un
incremento de la presencia de carda, produjo en el tratamiento 4 una reduccion de la
materia seca en el orden de 76%.

En cuanto a las gramineas exdticas, existio una disminucion significativa en la
biomasa aérea de F. arundinacea en el orden de 27% en el T1 y de 53% para T4, con
respecto al testigo. En cambio, en T. ponticum, no se detectaron diferencias significativas

en la biomasa aérea entre los distintos tratamientos (Tabla 4.2; Fig. 4.1).

Tabla 4.2. indice relativo de competencia de las distintas especies frente a densidades
crecientes de Dipsacus fullonum. Los experimentos realizados en condiciones de

invernaculo, los afios 2013 y 2014.

Nassella tenuis+N. clarazii ~ Festuca arundinacea Thinopyrum ponticum
T1 0,54 0,27 0,06
T2 0,67 0,34 0,22
T3 0,72 0,41 0,30
T4 0,78 0,53 0,35

ENt+Nc BFa OTp

Biomasa seca aérea (g)

T2
Tratamientos

Figura 4.1. Biomasa seca aérea de gramineas nativas (Nasella tenuis+N. clarazii,
Nt+Nc), Festuca arundinacea (Fa) y Thinopyrum ponticum (Tp) compitiendo con
densidades crecientes de Dipsacus fullonum. Los experimentos fueron realizados en
condiciones de invernaculo, los afios 2013 y 2014. Barras dentro de una misma especie,
acompariadas de letras iguales no difieren entre si segun el test DMS de Fischer
(p<0,05).
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Ndmero de macollos

Este parametro sufrié una reduccion significativa en las gramineas nativas a
medida que aumentaba la densidad de carda. En el T1 se redujo en un 48% con respecto
al testigo. En cambio, en T4 la disminucion fue de 72%. No se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos para el nimero de macollos de las gramineas exdticas

compitiendo con D. fullonum (Fig. 4.2).

Altura media
No se detectaron diferencias significativas en la altura media de plantas entre

tratamientos en ninguna de las gramineas evaluadas (Fig. 4.3).

20 4 A mNt+Nc¢ ®Fa aTp
18 4

16 -
14 -
12 4
10 -

Numero de macollos

(=T i* T = N o]
1

Testigo T1 T2
Tratamientos

Figura 4.2. Namero de macollos de gramineas nativas (Nasella tenuis+N. clarazii,
Nt+Nc), Festuca arundinacea (Fa) y Thinopyrum ponticum (Tp) compitiendo con
densidades crecientes de Dipsacus fullonum. Los experimentos fueron realizados en
condiciones de invernaculo, los afios 2013 y 2014. Barras dentro de una misma especie,
acompariadas de letras iguales no difieren entre si segun el test DMS de Fischer
(p<0,05).
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Figura 4.3. Altura de plantas de gramineas nativas (Nasella tenuis+N. clarazii,
Nt+Nc), Festuca arundinacea (Fa) y Thinopyrum ponticum (Tp) compitiendo con
densidades crecientes de Dipsacus fullonum. Los experimentos fueron realizados en
condiciones de invernaculo, los afios 2013 y 2014. Barras dentro de una misma especie,
acompafadas de letras iguales no difieren entre si segin el test DMS de Fischer
(p<0,05).

Rendimiento relativo total

El rendimiento relativo total en todos los casos fue mayor a 1, indicando que la
competencia fue parcial, manifestandose complementariedad de recursos entre los
componentes de la mezcla. Sin embargo, se destaca que en el tratamiento con 1 planta de
carda por maceta, hubo una complementariedad de recursos significativamente menor

cuando competia con agropiro que con las gramineas nativas (Tabla 4.3a).

Biomasa seca aérea v agresividad de D. fullonum

En el caso de D. fullonum, se observé que para la mayor parte de los tratamientos
realizados, las gramineas no redujeron la biomasa de carda significativamente con
respecto a su correspondiente control sin gramineas (Fig. 4.4). Sélo se detectaron
diferencias significativas en el caso de los tratamientos con 2 plantas de carda por
maceta, en la cual hubo una mayor reduccion de la biomasa de la maleza en presencia de
gramineas exdéticas comparada con las nativas.

Asimismo, el indice de agresividad revel6 que la carda fue mas agresiva frente a

las gramineas nativas que frente a las exoticas. Ademas, la capacidad competitiva de la
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carda fue mayor a altas densidades. Por otro lado, se destaca que, compitiendo con
agropiro y festuca, los indices de agresividad fueron negativos en los tratamientos de
carda a baja densidad (T1y T2; Tabla 4.3b).

Tabla 4.3. Rendimiento relativo total (a) e indice de agresividad (b) de Dipsacus
fullonum creciendo en competencia a densidades crecientes, con gramineas nativas
(Nasella tenuis+N. clarazii) y gramineas exoticas (Festuca arundinacea y Thinopyrum
ponticum), en experimentos realizados en condiciones de invernaculo, los afios 2013 y
2014. Medias dentro de una columna, acompafiadas de letras iguales en minudscula y
cursiva, o de una misma fila, acompafiadas de letras iguales en mayuscula, no difieren
entre si segun el test DMS de Fischer (p<0,05).

a.

Rendimiento Relativo Total

Densidad D. fullonum Nassella tenuis+ . . .
- Festuca arundinacea Thynopirum ponticum
(pl./maceta) N. clarazii
1 158a A 136a AB 1,27 a B
2 129a A 116a A 117a A
3 149a A 132a A 1,34a A
4 15a A 142a A 1,28a A
b.
Agresividad de D. fullonum frente a gramineas
Densidad D. fullonum Nassella tenuis+ Festuca arundinacea Thynopirum ponticum
(pl./maceta) N. clarazii
1 045b A -012b B -002a B
2 053b A -02b B -0,09a B
3 0,76 ab A 0,11ab B 007a B
4 094a A 034a B 011a B
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Figura 4.4. Biomasa seca aérea de Dipsacus fullonum creciendo en monocultivo
(testigo) y en condiciones de competencia con gramineas nativas (Nassella tenuis y N.
clarazii, Nt+Nc), con Thinopyrum ponticum (Tp) y con Festuca arundinacea (Fa) en los
experimentos realizados en condiciones de invernaculo, los afios 2013 y 2014, a distintas
densidades: 1 (a), 2 (b), 3 (c) y 4 plantas de carda por maceta (d). Barras acompariadas
de letras iguales no difieren entre si segun el test DMS de Fischer (p<0,05).
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4.3.2. Potencial alelopatico

Efecto fitotoxico de las distintas soluciones sobre el porcentaje y velocidad de

germinacién

Especies indicadoras

Se observé un efecto negativo de las distintas soluciones evaluadas sobre la
germinacion de R. sativus (F=46,34; p<0,01) y también sobre su velocidad de
germinacion (F=52,62; p<0,01). Las semillas tratadas con las soluciones Rv], Rv71,
Av], Avl y Ar{, presentaron un porcentaje de germinacion significativamente menor
con respecto al testigo (Fig. 4.5a). Incluso, tanto en los mismos tratamientos
mencionados como en Rrf, Ar| y Arf, se registrdé una disminucion significativa de la
velocidad de germinacion (Tabla 4.4).

Los distintos tratamientos provocaron un efecto fitotoxico sobre la germinacion
de A. sativa (F=4,96; p<0,01). Se produjo una mayor disminucion del porcentaje de
germinacion utilizando la solucion Av7?, en el cual se observo un valor medio de 51%,
mientras que el testigo fue superior a 90%. Luego le siguieron Rvf, Rr? y Av| con
67%, 73% y 73%, respectivamente (Fig. 4.5b). En cuanto a la velocidad de
germinacion, se determinaron reducciones en todos los tratamientos (F=9,78; p<0,01),
a excepcion de Rr| (Tabla 4.4).
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Figura 4.5. Porcentaje de germinacion de semillas en condiciones de laboratorio de
Raphanus sativus (a), Avena sativa (b), Festuca arundinacea (c), Thinopyrum ponticum
(d), Nassella tenuis (e) y Nassella clarazii (f) tras ser irrigadas con agua destilada
(testigo), o soluciones acuosas de raiz (R) y parte aérea (A) de estadios vegetativo (v) y
reproductivo (r) de Dipsacus fullonum en concentraciones de 5% (]) y 10% (1),
realizadas con plantas cosechadas en 2013 en Bahia Blanca. Columnas acompafadas
por la misma letra no difieren entre si segun el test DMS de Fischer (p<0,05).
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Tabla 4.4 Coeficiente de velocidad de germinacion de semillas de Raphanus sativus
(Rs), Avena sativa (As), Festuca arundinacea (Fa), Thinopyrum ponticum (Tp),
Nassella tenuis (Nt) y Nassella clarazii (Nc) en condiciones de laboratorio tras ser
irrigadas con agua destilada (testigo), o soluciones acuosas de raiz y parte aérea, de
estadios vegetativo y reproductivo de Dipsacus fullonum en concentraciones de 5%
(baja) y 10% (alta), realizadas con plantas cosechadas en 2013 en Bahia Blanca. Medias
de una misma columna acompafadas por la misma letra no difieren entre si segln el test
DMS de Fischer (p<0,05).

Coeficiente de velocidad de germinacion

Tratamiento Rs As Fa Tp Nt Nc
Testigo 091 A 0,87 A 0,38 A 0,93 A 0,59 A 0,32 ABC
. Baja 0,23 CD 0,61 C 0,1 CD 0,61C 0,45 AB 0,18 BC
Vegetativo
Raiz Alt_a 0,11 DE 0,44 D 0,08 D 0,46 D 0,1 CD 0,13 C
Reproductive Baja 0,94 A 0,75 AB 0,17 BC 0,85 AB 0,28 BC 0,36 AB
Alta 0,26 C 0,62 C 0,19 B 0,63 C 0,61 A 0,39 A
Vegetativo Baja 0,33C 0,69 BC 0,1 CD 0,77 B 0,47 AB 04 A
Parte aérea Alta 0E 0,46 D 0,08 D 0,31 E 0D 0,15 C
Reproductivo Baja 0,55 B 0,61 C 0,24 B 0,75B 0,37 B 0,38 AB
Alta 0,09 DE 06C 021 B 0,61C 0,03D 0,44 A

Gramineas exoticas

En F. arundinacea, las semillas tratadas con las distintas soluciones mostraron
un menor porcentaje (F=16,75; p<0,01) y velocidad de germinacion (F=7,79; p<0,01)
comparado con el testigo. En este caso, se destacan los tratamientos Rv|, Rvt, Av| y
Av7? con reducciones mayores de la germinacion al 75% (Fig. 4.5c). Se registrd una
disminucion del CVG desde 0,38 (testigo) a 0,08 correspondiente a los tratamientos
Rv?1y Av? (Tabla 4.4).

Para el caso de T. ponticum, se detectdé que la solucién que provoc6é una
disminucién considerable del porcentaje de germinacion fue el tratamiento AvT,
alcanzando un 52% (F=7,79; p<0,01; Fig. 4.5d). Se registrdé una alta velocidad de
germinacion en el testigo (CVG=0,93) y, a excepcion de Rr{, todas las soluciones
redujeron este parametro en distinto grado (F=21,89; p<0,01), siendo Rv1 la que mayor
efecto tuvo (CVG=0,46) (Tabla 4.4).

Gramineas nativas

En N. tenuis se registraron efectos negativos altamente significativos producido
por las distintas soluciones tanto para el porcentaje (F=6,47; p<0,01) como la velocidad
de germinacion (F=11,69; p<0,01). Los menores valores de porcentaje de germinacion

se registraron en los tratamientos Avl y Rv?, y en el primero de ellos se provocd
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inhibicién total de la germinacion (Fig. 4.5e). Los mismos tratamientos redujeron en
mayor medida el CVG junto con Rr1 (Tabla 4.4).

En N. clarazii se observaron reducciones altamente significativas en la
germinacion de las semillas tratadas (F=8,74; p<0,01), pero no se registraron
diferencias en cuanto a la velocidad (F=3,03; p>0,05). Se registr6é un efecto fitotoxico

en la germinacion cuando se utilizaron las soluciones Rv |, Rvf, Av?, Rr] y Rr1.

Influencia de los distintos factores evaluados sobre la inhibicién de la germinacion en

las especies de interés

Los distintos factores evaluados revelaron una influencia sobre la inhibicién de
la germinacion en las diferentes especies. Los resultados de los analisis
correspondientes se sintetizan en la tabla 4.5. No se encontrd interaccion entre la
concentracion y el resto de los factores para la inhibicion de la germinacién. Sin
embargo, se registraron diferencias significativas entre las dos concentraciones
evaluadas para todas las especies, donde la alta concentracion provocO una mayor
inhibicién de la germinacion que la baja concentracion, en todas las especies. En
segundo lugar, se encontro interaccion triple entre la especie tratada, el tipo de tejido y
el estadio de D. fullonum en la inhibicién de la germinacion. Analizando cada especie
por separado, en el caso de N. clarazii se detectd interaccion doble entre el estadio y el
tipo de tejido, por lo cual no se logré observar una clara respuesta en cuanto a la
influencia de estos factores. Por el contrario, en N. tenuis no se detectd una efecto de
ninguno de los factores. En cambio, soluciones a partir de tejidos en estado reproductivo
provocaron una menor inhibicién de la germinacidn que a partir de estado vegetativo en
T. ponticum y F. arundinacea. En tercer lugar, s6lo se registrd una menor germinacién
en semillas de T. ponticum tratadas con extractos de tejido de la parte aérea comparado

con los de raiz.
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Tabla 4.5. Valores F y p de los ANOVA realizados para la evaluacion de la
inhibicidn de la germinacion en Festuca arundinacea (Fa), Thinopyrum ponticum (Tp),
Nassella tenuis (Nt) y Nassella clarazii (Nc) (factor especie) tras ser irrigadas con
soluciones acuosas de raiz o parte aérea (factor tejido), de estadios vegetativo o
reproductivo de Dipsacus fullonum (factor estadio), en concentraciones de 5% (baja) y
10% (alta) (factor concentracidn), realizadas con plantas cosechadas en 2013 en Bahia
Blanca; (a) Valores para el andlisis de los cuatro factores y (b) Valores para cada
especie por separado luego de haber encontrado interaccion triple entre los factores
especie, tejido y estadio.

a.
Fuente de Variacion F p
Especie 82,08 <0,01
Tejido 111 0,29
Estadio 66,37 <0,01
Concentracion 29,11 <0,01
Especie*Tejido 1,65 0,18
Especie*Estadio 7,67 <0,01
Especie*Concentracion 0,52 0,6671
Tejido*Estadio 9,25 <0,01
Tejido*Concentracion 1,93 0,16
Estadio*Concentracion 3,55 0,07
Especie*Tejido*Estadio 18,33 <0,01
Especie*Tejido*Concentracion 05 0,68
Especie*Estadio*Concentracion 11 0,35
Tejido*Estadio*Concentracion 3,17 0,08
Especie*Tejido*Estadio*Concentracion 1,69 0,17
b.
Fa Tp Nt Nc
Fuente de variacion F p F p F p F p
Tejido 00003 095 922 <001 001 0,94 0,07 0,78
Estadio 8007 <0,01 542 <005 221 0,14 1144 <0,01
Estadio*Tejido 0,03 0,85 2,01 0,16 0,25 062 2372 <0,01
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Tabla 4.6. Inhibicion de la germinacion de semillas en condiciones de laboratorio de
Festuca arundinacea (Fa), Thinopyrum ponticum (Tp), Nassella tenuis (Nt) y Nassella
clarazii (Nc) tras ser irrigadas con soluciones acuosas de raiz o parte aérea, de estadios
vegetativo o reproductivo de Dipsacus fullonum, realizadas a partir de plantas
cosechadas en 2013 en Bahia Blanca. Medias acompafiadas por la misma letra dentro de
cada columna no difieren entre si segun DMS de Fischer (p<0,05).

Inhibicion de la germinacion (%)

Tratamiento Fa Tp Nt Nc
Raiz Vegetativo 83 a 8e 84 a 89 a
Reproductivo 38 bc 3e 77 a 4e

Parte aérea Vegetativo 85a 30 cd 88 a 36 bc
Reproductivo 39 bc 11 de 74 a 51 b

4.3.3. Efectos sobre el suelo

Los datos obtenidos a partir de los analisis de suelos indicaron diferencias
significativas (p<0,05) en ciertos pardmetros cuantificados, entre &reas invadidas y no
invadidas por D. fullonum (Tabla 4.7). Se detectdé que el area ocupada por carda se
caracterizaba por presentar un incremento de la CIC (25,8%) y un mayor contenido de
N-NO3 (29,6%).

Tabla 4.7. Medias de los parametros del suelo cuantificados en areas invadidas (1) y
no invadidas (N) de sitios donde se encontraba presente Dipsacus fullonum, en las
localidades Bahia Blanca, Guamini, Chapadmalal y Tandil de la Provincia de Buenos
Aires en noviembre del 2015.

Area evaluada

Parametro evaluado No invadida Invadida
pH 7,66 7,48
MO (%) 3,9 5,08
P (ppm) 6,37 5,85
K (ppm) 496,87 494
N-NO3- (ppm) 7,2 10,23*
N-NH4+ (ppm) 12,95 11,36
N-NO2- (ppm) 0,45 0,18
N total (ppm) 20,6 21,52
CE (mmhos/cm) 3,32 0,93
Na (meg/L) 675,37 611,8
Mg (meg/L) 75,14 20,45
Ca (meg/L) 149,33 72,73
RAS 37,39 13,92
CIC (meqg/100g) 9,85 13,28*

*Indican diferencias significativas (p<0,05) entre medias de areas invadidas y no invadidas para
un mismo parametro.
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4.4. Discusion

4.4.1. Competencia

De acuerdo a los resultados obtenidos, D. fullonum present6 una gran habilidad
para competir frente a las gramineas nativas y habilidad intermedia frente a las especies
exoticas. En un estudio similar, el crecimiento de Cirsium vinaceum, una especie nativa
de EEUU, fue reducido por la presencia de D. fullonum, pero la planta invasora no fue
afectada por el cardo (Huenneke y Thomson, 1995). La reduccion en el vigor de las
especies deseables estaria asociada a un incremento de la densidad de la maleza, asi
como indican ciertos autores para otros estudios de competencia (Mamolos y Karburtji,
2001; Puricelli y otros, 2003).

El hecho por el cual la altura no fue afectada se debi6 probablemente a una
respuesta competitiva por calidad de luz e intensidad (Puliafico y otros, 2011). Del
mismo modo, gramineas nativas y exoticas compitiendo interespecificamente con la
invasora Cardaria draba, tuvieron una disminucién de la biomasa aérea, pero la maleza
no tuvo impacto sobre la altura (Puliafico y otros, 2011). Ademas, ya que el nimero de
macollos no fue afectado en el caso de las gramineas exoticas, podrian haber destinado
una mayor cantidad de fotoasimilados a la produccién de biomasa aérea comparado con
las gramineas nativas y asi tolerar en mayor medida los efectos provocados por carda.
Similarmente, White y Holt (2005) encontraron que la graminea exética Bromus
diandrus y otras dicotileddneas exdéticas fueron mas competitivas que la nativa Nassella
pulchra en relacion a Cynara cardunculus. Asimismo, McKenney y otros (2007)
indicaron que especies de Festuca nativas fueron competidores mas débiles que
especies de Festuca exdticas, compitiendo con Cardaria draba. Los resultados
obtenidos en este trabajo concuerdan entonces con el supuesto que las malezas y
especies invasoras normalmente muestran una mejor respuesta a la competencia que las
especies nativas (Baker, 1986; Sakai y otros, 2001). Una mayor capacidad de supresion
del crecimiento de una maleza invasora, como la carda, por parte de otras especies
exoticas ya presentes en un ambiente, sugeriria que estas potencialmente provocan una
mayor resistencia bidtica que las especies nativas y uno de los mecanismos mas
probables relacionado con la competencia directa seria la radiacion solar (Puliafico y
otros, 2011).
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La practica de restauracion y revegetacion de un area invadida requiere el uso de
especies con buena habilidad competitiva frente a una maleza invasora. Segun
D’Antonio y Meyerson (2002), este enfoque se deberia realizar en mayor medida con
especies nativas y Unicamente utilizar exoticas cuando se tienen ciertos fines especificos
de manejo. Se ha demostrado que una reimplantacion de festuca alta en sitios invadidos
por Dipsacus laciniatus, posterior a una aplicacion de herbicidas, redujo el
establecimiento de dicha maleza (Bentivegna y Smeda, 2012). Por otra parte, Werner
(1975b, c) indica que los residuos vegetales Thinopyrum ponticum se trata del principal
competidor de D. fullonum en muchos campos abandonados de EEUU, y que ademas
sus residuos inhiben la germinacion de las semillas de esta Ultima especie.
Experimentos en condiciones a campo serian necesarios para evaluar la factibilidad de
utilizar festuca y agropiro como potenciales candidatos de siembra en sitios invadidos,
estas forrajeras podrian ser utilizadas para pastoreo como primera estrategia y luego
paulatinamente ser reemplazadas por gramineas nativas, como una estrategia de

restauraracion de territorios invadidos.

4.4.2. Potencial alelopético

Los extractos acuosos de D. fullonum provocaron una reduccién en la
germinacién de las especies indicadoras. Palacios y otros (2010) encontraron una
inhibicion del 70% en la germinacion de R. sativus y del 30% en la germinacion de A.
sativa utilizando extractos etanolicos de plantas completas de D. fullonum. Esto
indicaria que ademas de la presencia de aleloquimicos de naturaleza etandlica, también
existitrian otros solubles en agua y que, de acuerdo a los resultados obtenidos,
provocarian un mayor efecto fitotoxico que los primeros.

Los efectos potencialmente alelopaticos de D. fullonum dependerian en gran
medida de la concentracion en que la sustancia o sustancias alelopaticas que estén
presentes en los extractos, asi como es indicado por distintos autores para otros casos
evaluados (Jefferson y Pennacchio, 2003; Sobrero y otros, 2003; Shanee y otros, 2011).

Tejidos originarios en distintos estadios fenoldgicos pueden producir un efecto
diferencial, por ejemplo se determind para Senecio jacobaea una mayor fitotoxicidad de
partes de plantas al momento de la floracion (Ahmed y Wardle, 1994), y en Carduus

nutans se observé un mayor efecto inhibitorio sobre la germinacién de gramineas con
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soluciones provenientes de tejidos en floracion temprana (cuando las hojas de rosetas
mas grandes se encuentran descomponiéndose) y de plantas en proceso de senescencia
(Wardle y otros, 1991).

De manera similar a lo ocurrido en los experimentos realizados en este trabajo,
extractos acuosos de parte aérea de Cirsium arvense fueron maés inhibidores de la
germinacion de gramineas que los de parte subterranea (Ravli¢ y otros, 2013). Ademas,
se indica que extractos de hoja y tallo de la maleza Conium maculatum inhibieron
completamente la germinacion en la especie nativa Nassella pulchra (Hillman, 1997).

De acuerdo a los resultados observados, la germinacion de T. ponticum fue la
especie que demostr6 una mayor tolerancia a la presencia de las distintas soluciones
ensayadas, seguida por F. arundinacea, luego por N. clarazii y finalmente N. tenuis
(Tabla 4.6). Similarmente, Tucat y otros (2013) encontraron que N. clarazii no presentd
inhibicién de la germinacion y si se observé en N. tenuis, frente a extractos de
Baccharis ulicina. Del mismo modo, extractos de Conium maculatum inhibieron la
germinacién de gramineas nativas en mayor medida que en las gramineas exdticas
(Hillman, 1997).

4.4 3. Efectos sobre el suelo

Segun los resultados de este estudio, Dipsacus fullonum produjo un aumento de
la CIC y del contenido de NO3™ en los suelos del sur bonaerense. Esta demostrado que la
mayoria de las especies invasoras, entre ellas Carpobrotus edulis y Arundo donax,
promueven el aumento del contenido de nitrégeno inorganico disponible y ademas de
otras mejoras en la propiedades del suelo (Ehrenfeld, 2003; Novoa y otros, 2013).
Vanderhoeven y otros (2006) registraron un incremento en la CIC provocado por
Fallopia japonica junto con una mayor disponibilidad de fésforo y potasio. De manera
contraria, suelos invadidos por Centaurea melitensis presentaron menor capacidad de
intercambio cationico (Moroney y Rundel, 2013). Seybold y otros (2015) indican que la
CIC es afectada por varios factores pero directamente asociada al contenido de materia
organica, en el presente estudio se encontrd que en general sitios con carda tendieron a
presentar un mayor porcentaje de MO (23%), pero dicho incremento no alcanzé a tener

un valor estadisticamente significativo.
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Estudios previos de varios autores (Ehrenfeld, 2003; Lindsay y French, 2005;
Liao y Boutton, 2008; Vila y otros, 2011) han demostrado que la mayoria de las
especies invasoras tienen una alta productividad primaria neta comparada con especies
nativas, hecho que se traduce en un incremento de los valores de materia organica y
nutrientes intercambiables. Existen tambien factores asociados a estos cambios, como
son la naturaleza de los residuos de la maleza o el tipo la microflora del suelo, que
pueden tener un efecto en la velocidad de descomposicion de residuos vegetales (Rimer
y Evans, 2006). Los cambios en las propiedades del suelo por la presencia de D.
fullonum podrian estar asociados por alguno de los factores previamente citados o tal

vez por una combinacién de todos ellos.

4.5. Conclusiones

D. fullonum resulté ser una especie con una mayor habilidad competitiva que
algunas gramineas nativas y con un potencial intermedio para competir con gramineas
exoticas presentes en la Provincia de Buenos Aires; por lo tanto se confirma la hipotesis
que esta maleza es capaz de colonizar nuevos habitats reduciendo el vigor de las
especies presentes a través de la competencia por determinados recursos, siendo la
radiacion solar probablemente el recurso mas limitante.

En segundo lugar, el porcentaje y la velocidad de germinaciéon de todas las
especies evaluadas resultaron afectados por diferentes soluciones acuosas provenientes
de tejidos de D. fullonum. Este efecto fitotoxico ocurrid tanto en tejidos de parte aérea
como subterranea, y tanto de estadio vegetativo como de reproductivo, aunque el mayor
efecto inhibitorio ocurrié utilizando soluciones a partir de hojas de la roseta. En
consecuencia, se acepta la hipdtesis de estudio donde se postulaba que D. fullonum
presenta potencial alelopatico es afectado por el momento del ciclo de planta.

Finalmente, se acepta la hipotesis que sostiene que D. fullonum produce cambios
en las propiedades del suelo. La direccion y magnitud de esos cambios dependen del
tipo de ambiente invadido, pero de manera general la carda produjo un aumento del
contenido de nitratos en el suelo y un incremento en la capacidad de intercambio
cationico.

Estos aspectos deberian ser estudiados a una escala mayor con el fin poder

corroborar los resultados obtenidos y asi explicar en profundidad el proceso invasivo,
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ademas de ser utilizados para el planeamiento de acciones de restauracion de

ecosistemas invadidos.
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Capitulo V

Control quimico y mecanico de Dipsacus fullonum
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5.1. Introduccion

El manejo de especies invasoras es una practica comun que comprende distintos
enfoques, entre los que se destacan la prevencion, la erradicacion y el control
(Rejmének, 2000). El primero engloba procedimientos que inhiben o retardan la
introduccion de malezas en areas que aun no estan invadidas, de modo que se restringe
la introduccidn, propagacién y dispersion de especies invasoras a nivel local o regional
(DiTomaso y otros, 2007). Asimismo, incluye el uso de cuarentenas, sistemas de
evaluacion y andlisis de especies potencialmente invasoras, asi como el desarrollo de
marcos legales (Bentivegna y Zalba, 2014). Como el proceso de invasion puede avanzar
en forma exponencial, se considera que la prevencion es la alternativa mas eficiente
para el manejo (Wittenberg y Cock, 2001). Sin embargo, una vez que la especie exdtica
logra alcanzar un nuevo sitio, se puede recurrir a la erradicacion de la misma. Esta
estrategia implica la total eliminacion de una maleza en un area especifica. A pesar de
que en algunos paises ha sido utilizada en ciertas especies, rara vez se logran alcanzar
los objetivos sin enormes esfuerzos (Monaco y otros, 2002). Generalmente, es tenida en
cuenta para estadios iniciales de la invasion, areas pequefias o de alto valor. Cuando la
especie invasora alcanza una distribucion mas extendida, esta practica pierde sentido
debido a las dificultades y costos asociados. En consecuencia, el control de una especie
invasora es una alternativa de mayor factibilidad. Su principal objetivo es mitigar los
efectos nocivos que se produce en un area definida pero no necesariamente resultando
en la eliminacion total de la maleza (DiTomaso, 2000; Masters y Sheley, 2001).

Dos de las formas de control mas utilizadas en ecosistemas naturales son el
control quimico y el control mecanico (Radosevich, 2007). Mundialmente, los
compuestos quimicos (herbicidas) han sido la herramienta mas utilizada en
comunidades naturales, como por ejemplo pastizales. La gran cantidad de principios
activos actualmente disponibles con distintos modos y mecanismos de accion y
selectividad, proveen al manejo de ecosistemas de muchas opciones para controlar
plantas indeseables y manipular la composicion floristica (Masters y Sheley, 2001).

Dos de los herbicidas que tipicamente se aplican en el control de malezas en
ecosistemas naturales son el 2,4-D y el glifosato (DiTomaso y otros, 2007). Ambos
difieren tanto en su modo y mecanismo de accién como en su selectividad. El 2,4-D

(&cido 2,4-diclorofenoxiacetico) es una auxina sintética con efecto sistémico y accion
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selectiva sobre especies latifoliadas, teniendo muy poca actividad en gramineas
(Arregui y Puricelli, 2013). El glifosato (N-(fosfonometil-glicina) inhibe la enzima 5-
enolpiruvil-3-fosfato sintetasa, involucrada en la sintesis de aminoacidos aromaticos. Se
caracteriza por su falta de selectividad, uso post-emergente y accién sistémica, cuya
movilizacién se realiza con mayor facilidad cuando las plantas se encuentran en pleno
crecimiento. Por otra parte, no presenta actividad en el suelo (Wethje y otros, 2010;
Arregui y Puricelli, 2013). Frecuentemente, ambos herbicidas se utilizan combinados
para lograr una mayor eficiencia en el control (Flint y Barrett, 1989).

Uno de los factores que incide de manera importante sobre la efectividad de un
tratamiento con herbicida es el momento preciso de la aplicacién (Kyser y DiTomaso,
2013). Ademas, la relacion entre las dosis del herbicida aplicado y los sintomas de las
plantas también es relevante para la comprension de su eficacia (Seefeldt y otros, 1995).
El uso de dosis correctas previene la aparicion de poblaciones resistentes, reduce los
costos y minimiza el impacto sobre el ambiente (Zoschke, 1994; Vila-Aiub y Fischer,
2014).

Dentro de las opciones que incluye el control mecéanico, el corte es la técnica de
manejo mas comunmente utilizada en ecosistemas naturales (Ditomaso, 2000). También
es aplicada a lo largo de margenes de rutas y caminos, con el fin de mantener este tipo
de areas despejadas y asi adquirir una mayor visibilidad. En cualquier caso ademas sirve
para prevenir incendios accidentales, reduciendo la cantidad de combustible vegetal.
Aunque no es efectivo para la erradicacion, reduce la produccion de semillas, disminuye
las reservas de carbohidratos y otorga una ventaja competitiva a favor de plantas
deseables (Benefield y otros, 1999). La realizacion de cortes regulares puede limitar la
abundancia de especies de mayor porte (Matthias y otros, 2001) ya que la biomasa
removida es mayor proporcionalmente con respecto a plantas méas pequefias (Klimes y
Klimesova, 2001). En este caso, su efectividad va a depender principalmente del
momento apropiado en el cual se realiza el corte (Milakovic y otros, 2014).

5.1.1. Hipotesis

Es posible lograr un 90% de control mediante la aplicacion de:
a. herbicidas postemergentes.

b. cortes mecéanicos.
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Sustento de la hipotesis

Dipsacus fullonum es una especie muy dificil de controlar, Glass (1991) indica
que el desenterrado de plantas es efectivo para reducir la produccion de semillas, pero
se restringe s6lo en &reas muy pequefias. Solecki (1993) encontré6 que la quema
controlada de areas invadidas por Dipsacus laciniatus, no ejercié un efecto importante
debido a la elevada densidad de rosetas verdes que dificulta el avance de fuego.
Ademas, como la quema afecta negativamente el crecimiento de gramineas, resulta en
una ventaja competitiva para la maleza (Werner, 1977). Finalmente, se han efectuado
aplicaciones de herbicidas reguladores de crecimiento e inhibidores de la acetolactato
sintetasa en D. laciniatus, no registrandose resultados publicados en D. fullonum
(Bentivegna y Smeda, 2008; Damos y Parrish, 2013), asi como recomendaciones de

manejo a nivel local.

5.1.2. Objetivos

Obijetivo general

Evaluar la efectividad del control quimico y mecénico sobre el vigor y/o la
reproduccion de D. fullonum.

Obijetivos especificos

e Determinar la efectividad de dosis crecientes de glifosato, 2,4-D y
combinaciones de los mismos en distintos estadios fenologicos a través de
ensayos en condiciones controladas de laboratorio.

e Evaluar el efecto del corte en distintas fechas sobre la supervivencia, el vigor y
la produccion de capitulos a campo de D. fullonum.

e Determinar el poder germinativo de las semillas provenientes de capitulos

cortados durante el periodo de formacién de los mismos en distintas fechas.
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5.2. Materiales y Métodos

5.2.1. Control quimico

Se realizaron dos experimentos consecutivos, el primero entre 2014-2015 y el
segundo entre 2015-2016, que involucraron la aplicacion de herbicidas postemergentes
sobre carda. Ambos ensayos fueron llevados a cabo en el predio del Centro de Recursos
Naturales Renovables de la Zona Semiarida (CERZQOS; 38°40'0.20"S; 62°13'50.46"0).
Los tratamientos se aplicaron en tres estadios fenoldgicos diferentes: estado vegetativo
temprano (EVT, 1 mes y medio después de la siembra), estado vegetativo avanzado o
roseta (EVA, 6 meses después de la siembra) y prefloracion (ER, 9 meses después de la
siembra). Se sembraron semillas de carda en recipientes de distinto tamafio: 500, 1500 y
3000 cm®, respectivamente para cada estadio. Una vez establecidas las plantas, se
ralearon de manera de garantizar tres individuos por recipiente y se retiraron del
inverndculo a la intemperie para lograr la rustificacion de las mismas. Mas tarde, se
realizd la aplicacion de los herbicidas en dos momentos, para los estadios vegetativos en
otofio (3/04/2015 y 20/04/2016) y el reproductivo en primavera (5/11/2014 y
13/11/2015), a modo de respetar la fenologia de la maleza. Previo a la aplicacion, las
plantas en los distintos estadios fueron caracterizadas morfologicamente,
cuantificandose el nimero de hojas y area foliar, este Gltimo mediante el software
digital ImageJ (Abramoff y otros, 2004). Conjuntamente, el didmetro de la roseta de
plantas en estado vegetativo, la altura de plantas en estado reproductivo y la biomasa
aérea seca fueron registrados en los estadios correspondientes.

Se seleccionaron dos herbicidas, glifosato (G) y 2,4-D (H), teniendo en cuenta
recomendaciones para el control de especies de similares caracteristicas morfo-
fisiologicas. Se aplicaron siete niveles de dosis para cada herbicida (1/32X, 1/16X,
1/8X, 1/4X, 1/2X, X y 2X) y 5 tratamientos utilizando combinaciones de ambos
herbicidas G+H (X+1/4X, X+1/2X, X+X, 1/2x+X, 1/4X+X); siendo X las dosis
recomendadas: Glifosato sal potasica 1215 g ea.ha™ (2 L.ha?) y 2,4-D amina 875 g
ea.ha? (1,75 L.ha), ambas determinadas a partir del rango recomendado por la Guia
Fitosanitaria CASAFE (2011).
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Las aplicaciones se efectuaron a través de una maquina pulverizadora con cinta
transportadora desarrollada para tal fin, con una velocidad constante de 3,74 km.h™*. Se
utilizé una pastilla Bail 11002 abanico plano con filtro 50. La presién fue 36 Ib.pulg?y
el caudal de caldo 100 L.ha™. Se hicieron circular tarjetas hidrosensibles que luego
fueron analizadas a través del software DepositScan para determinar la calidad de la
aplicacion (Zhu y otros, 2011).

A los 30 dias, las plantas fueron cosechadas y secadas a estufa determinandose
la biomasa aérea seca media final. El disefio experimental fue completamente

aleatorizado con 5 réplicas por tratamiento.

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante ANOVA doble, tomando como
factores las distintas dosis y los afios en que fue realizado el experimento. Las medias se
compararon a traves del test DMS de Fisher (p<0,05), utilizando el software estadistico
INFOSTAT (Di Rienzo y otros, 2015). Los datos de materia seca fueron transformados
con la funcion Ln(X) con el fin de corregir la falta de supuestos (Snedecor y Cochran,
1956).

5.2.2. Corte

Se realizaron dos experimentos en condiciones a campo en el afio 2015. Uno de
ellos se llevo a cabo en el predio de CERZOS-CCT CONICET de Bahia Blanca (BB-
38°39°52,29°°S; 62°13°55,53°°0) y el otro en el establecimiento rural perteneciente a la
Universidad Nacional del Sur ubicado en el paraje Naposta (N- 38°25'39.25"S;
62°17'9.28"0). En cada sitio, en el mes de junio, se seleccionaron 54 plantas de
poblaciones establecidas de D. fullonum con un didmetro mayor a 30 cm, las cuales
fueron marcadas. Plantas de esas caracteristicas tienen la capacidad para florecer en ese
afio (Ver capitulo 3). De ellas, seis plantas se dejaron sin cortar (testigo) y seis plantas
fueron cortadas con tijera, una unica vez en cada una de las fechas detalladas en la tabla
5.1 con su correspondiente estadio fenoldgico. Las plantas se cortaron a una altura de 8
cm. Luego de la senescencia de las mismas, se midié la altura de la planta y se
cosecharon sus capitulos, registrandose el numero de capitulos y la longitud media de

los capitulos por planta.
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Tabla 5.1. Fechas en que se realizaron los distintos cortes y estadios fenoldgicos
correspondientes de D. fullonum en esos momentos.

Fecha Estadio Fenoldgico

27 de agosto Roseta
10 de septiembre Comienzo formacidn de tallo principal
24 de septiembre Tallo principal de 8 cm de altura

8 de octubre Tallo principal de 18 cm de altura
22 de noviembre Tallo principal de 40 cm de altura
5 de noviembre Tallo principal de 1 m de altura
19 de noviembre Capitulo principal expuesto
3 de diciembre Comienzo floracion

5.2.3. Madurez de semillas

Se realiz6 un estudio adicional para evaluar la factibilidad de realizar un corte de
plantas cuando se encuentran en fructificacion. EI mismo fue conducido entre los afios
2014-15 en una poblacion de D. fullonum ubicada en Bahia Blanca (38°41'12,45"S;
62°12'56,08"0). En el sitio fueron marcadas 48 plantas el 27 de diciembre de 2014,
cuyos capitulos principales (el primero en florecer formado en el tallo central de la
planta) se encontraban con un 60% de las flores en antesis. Cada diez dias, se eligieron
seis plantas marcadas, y se cosecho el capitulo principal hasta los 70 dias de finalizada
la floracion, momento en el cual se observd la senescencia completa de todos los
individuos. Para cada capitulo se extrajeron 100 semillas azar que fueron separadas en
dos grupos de 50 para determinar la germinacion. Una de las sub-muestras fue
almacenada a temperatura ambiente (20-22°C) y la otra refrigerada (5°C) por 7 meses.
Luego del almacenamiento se pusieron a germinar en condiciones de temperatura

optima (24°C) y oscuridad.

Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante ANOVA, tomando como factores las
diferentes fechas y las temperaturas de almacenaje. Las medias se compararon a traves
de el test DMS de Fisher (p<0,05) utilizando el software estadistico INFOSTAT (Di
Rienzo y otros, 2015). Los datos de germinacion se transformaron con la funcién arco
seno raiz cuadrada con el fin de corregir la falta de supuestos (Snedecor y Cochran,
1956).
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5.3. Resultados

5.3.1. Control quimico

En la tabla 5.2 se detallan los pardmetros medidos que reflejan la calidad de las
aplicaciones realizadas, obtenidos a partir del analisis de las tarjetas hidrosensibles
utilizadas. Por el otro, las caracteristicas de las plantas en los distintos estadios
fenoldgicos al momento de la aplicacion, se registran en la tabla 5.3. No se detect6
interaccion entre las distintas dosis de herbicida utilizadas y los distintos afios en que se
realizaron los experimentos para la biomasa seca de plantas (p>0,05). En consecuencia
se compararon las medias de biomasa seca obtenidas para cada dosis, a partir de los

datos de ambos afilos combinados.

Tabla 5.2. Caracteristicas relativas a la calidad de las pulverizaciones realizadas sobre
los distintos estadios fenoldgicos de Dipsacus fullonum.

Fecha de aplicacion

Parametro evaluado Primavera 2014 Otorfio 2015 Primavera 2015 Otofio 2016
Didmetro volumétrico medio (pm) 603 644 606 998,5
Diametro numérico medio(pum) 213,24 200,85 2155 184,72
Numero de impactos.cm™ 82,7 82,45 73,3 60

Tabla 5.3. Caracterizacién de las plantas de Dipsacus fullonum correspondientes a los
tres estados fenoldgicos al momento de las aplicaciones. EVT: estado vegetativo
temprano; EVA: estado vegetativo avanzado y ER: estado reproductivo; para el afio
2014/15y 2015/2016.

2014-15 2015-16
Parametro evaluado EVT EVA ER EVT EVA ER
Numero de hojas 6 10 13 4 8 18
Diametro/Altura (cm) 14 37,1 47,1 9,75 18 25,65
Biomasa seca (g) 0,1275 3,48 5,93 0,13 2,42 4,17

Area foliar (cm?) 41,2 342 296 15,08 76 238




123

Estado vegetativo temprano

Se registraron diferencias significativas entre las distintas dosis aplicadas de
glifosato (F=128,16; p<0,01) y 2,4-D (F=7,08; p<0,01) sobre el EVT. Este fue el
estadio més susceptible a ambos herbicidas, lograndose un control utilizando glifosato
del 52% con ¥ de la dosis recomendada y del 100% en el tratamiento a dosis comercial.
Con 2,4-D, solo se logré un control del 53,1% aplicando la mitad de la dosis
recomendada, sin presentar diferencias significativas con el tratamiento X. Duplicando

la dosis recomendada de 2,4-D, se obtuvo un 81,6% de control (Fig. 5.1).
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Figura 5.1. Control de Dipsacus fullonum en estado vegetativo temprano en
experimentos realizados en otofio, los afios 2015 y 2016, en Bahia Blanca utilizando
glifosato y 2,4-D (X: dosis recomendada, glifosato sal potasica 1215 g ea.ha™ y 2,4-D
amina 875 g ea.ha™). Los datos correspondientes a distintos afios fueron combinados al
no encontrarse tanto interaccion como efecto del afio. Barras con la misma letra dentro
de cada herbicida no difieren entre si segin el test DMS de Fisher (p<0,05).

Respecto a la comparacion de las aplicaciones utilizando la dosis X de glifosato,
X de 2,4-D vy las diferentes combinaciones de sub-dosis de ambos herbicidas, se
registraron diferencias altamente significativas en la MS de las plantas de D. fullonum
(F=12,91; p<0,01) para los distintos tratamientos. Como se menciono, el méas efectivo
fue la dosis recomendada de glifosato (100% de control), la cual se diferencio
estadisticamente del resto de las combinaciones. El agregado de sub-dosis de glifosato a

la dosis de 2,4-D incrementd el control con respecto al 2,4-D aplicado sélo, pero no
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alcanzd a ser estadisticamente significativo. El agregado de sub-dosis de 2,4-D a la
dosis recomendada de glifosato disminuy6 significativamente el control respecto al
glifosato aplicado solo (Fig. 5.2).
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Figura 5.2. Control de Dipsacus fullonum en estado vegetativo temprano en
experimentos realizados en otofio, los afios 2015 y 2016, en Bahia Blanca utilizando
distintas combinaciones de glifosato (G) y 2,4-D (H) (X: dosis recomendada de
glifosato sal potasica 1215 g eaha” y 2,4-D amina 875 g ea.ha™). Los datos
correspondientes a distintos afios fueron combinados al no encontrarse tanto interaccion
como efecto del afio. Barras con la misma letra no difieren entre si segun el test DMS de
Fisher (p<0,05).

Estado vegetativo avanzado

Se encontraron diferencias altamente significativas en la MS de las plantas de D.
fullonum aplicando glifosato a distintas dosis (F=44,88; p<0,01). Para este mismo
herbicida, no se registraron diferencias significativas hasta aplicar una dosis de 1/4X 'y
se alcanzé el mayor nivel de control con el tratamiento 2X, reduciendo
significativamente la biomasa en un 59,2%. Es de destacar que aplicando la mayor dosis
de glifosato (2X) en este estadio hay plantas que sobreviven al tratamiento, continuando
con su ciclo de crecimiento y fructificacion.

La aplicacion de 2,4-D no generd un efecto sobre el crecimiento de carda para
ninguna de las dosis (F=0,83; p>0,5). Aunque se observé una disminucion del 11,2%
para el tratamiento 2X con respecto al testigo, este no alcanzd a ser significativo (Fig.
5.3).
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Figura 5.3. Control de Dipsacus fullonum en estado vegetativo avanzado en
experimentos realizados otofio, los afios 2015 y 2016, en Bahia Blanca utilizando
glifosato y 2,4-D (X: dosis recomendada glifosato sal potasica 1215 g ea.ha™ y 2,4-D
amina 875 g ea.ha™). Los datos correspondientes a distintos afios fueron combinados al
no encontrarse tanto interaccion como efecto del afio. Barras con la misma letra no
difieren entre si segun el test DMS de Fisher (p<0,05).

Se registraron diferencias altamente significativas en la MS de las plantas de D.
fullonum (F=3,48; p<0,01) comparando las distintos combinaciones de los herbicidas
evaluados. Los tratamientos que incluyeron dosis recomendadas de 2,4-D con sub-dosis
de glifosato fueron mas efectivos que el 2,4-D aplicado s6lo. Todos los tratamientos que
presentaban glifosato, no difirieron significativamente entre si, salvo entre XG+1/4H y
XG+1/2H, en el orden del 18% (Fig. 5.4).



126

XG+L’4H XG+1sz XG+XH 114XG+XH 1:’2XG+XH XH
Tratamientos

Biomasa (g)

— ]
— o
L L L L

=
L, ]
1

Figura 5.4. Control de Dipsacus fullonum en estado vegetativo avanzado en
experimentos realizados en otofio, los afios 2015 y 2016, en Bahia Blanca utilizando
distintas combinaciones de glifosato (G) y 2,4-D (H) (X: dosis recomendada glifosato
sal potasica 1215 g ea.ha™ y 2,4-D amina 875 g ea.ha™). Los datos correspondientes a
distintos afios fueron combinados al no encontrarse tanto interaccion como efecto del
afio. Barras con la misma letra no difieren entre si segun el test de DMS de Fisher
(p<0,05).

Estado reproductivo (prefloracion)

Se registraron diferencias altamente significativas en la MS de las plantas de D.
fullonum aplicando distintas dosis de glifosato (F=5,62; p<0,01); sin embargo, no se
encontraron diferencias aplicando 2,4-D entre ninguna de las dosis (F=0,69; p>0,6). El
ER resultd ser el estadio menos susceptible a ambos herbicidas, registrandose una
reduccion significativa de la biomasa en un 56% con glifosato para el tratamiento 2X
con respecto al testigo. Al igual que en el EVT, aungue se registré un control del 27%
utilizando 2,4-D con una dosis de 3,5 L.ha™, no se obtuvo una reduccién significativa
de la biomasa (Fig. 5.5).
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Figura 5.5. Control de Dipsacus fullonum en estado reproductivo en experimentos
realizados en primavera, los afios 2014 y 2015, en Bahia Blanca utilizando glifosato y
2,4-D (X: dosis recomendada glifosato sal potéasica 1215 g ea.ha™ y 2,4-D amina 875 g
ea.ha?). Los datos correspondientes a distintos afios fueron combinados al no
encontrarse tanto interaccion como efecto del afio. Barras con la misma letra no difieren
entre si segun el test DMS de Fisher (p<0,05).

Respecto a la comparacion de los tratamientos utilizando la dosis X de glifosato,
X de 2,4-D vy las diferentes combinaciones de sub-dosis de ambos herbicidas, no se
registraron diferencias significativas en la MS de las plantas de D. fullonum en ninguna
de las combinaciones (F=0,94; p>0,4; Fig. 5.6).
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Figura 5.6. Control de Dipsacus fullonum en estado reproductivo en experimentos
realizados en los afios 2014 y 2015 en Bahia Blanca utilizando distintas combinaciones
de glifosato (G) y 2,4-D (H) (X: dosis recomendada glifosato sal potésica 1215 g ea.ha™
y 2,4-D amina 875 g ea.ha™). Los datos correspondientes a distintos afios fueron
combinados al no encontrarse tanto interaccion como efecto del afio. Barras con la
misma letra no difieren entre si segun el test DMS de Fisher (p<0,05).

5.3.2. Corte

Altura final de plantas

Se registrd interaccion entre los distintos sitios y el momento de corte (F=3,47;
p<0,01) para la altura final de plantas. En ambas localidades, la altura final fue
disminuyendo a medida que se efectuaba un corte en fechas mas cercanas a la floracion
de la planta (p<0,01).

Se logré reducir significativamente la altura de las plantas, realizando un corte
cuando el tallo presentd aproximadamente 18 cm de altura. En el momento que las
plantas se encontraban en floracion, se observé que la misma no logré rebrotar (Fig.
5.7).
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Figura 5.7. Altura de plantas de Dipsacus fullonum al final del ciclo (Marzo del
2016) luego de haberse efectuado un corte de las mismas en diferentes fechas, en Bahia
Blanca y Napostd, en el afio 2015. Barras de una misma localidad con letras iguales no
difieren entre si segun el test DMS de Fisher (p<0,05).

Numero de capitulos

Se encontro interaccion entre los distintos sitios y momento de corte (F=2,29;
p<0,05) para el numero de capitulos de D. fullonum. En ambas localidades, la
produccion de capitulos fue disminuyendo a medida que se efectuaba un corte mas
cerca a la floracion (p<0,01). Con un corte realizado en estadio de roseta previo a la
elongacion del tallo, se logré reducir significativamente la produccién de capitulos en
un 34% para Bahia Blanca y 49% en Napostd. Para ambas localidades se registro
formacion de capitulos hasta que se realizaron cortes cuando fue visible el capitulo

principal (5-11), més alla de esta fecha no existié formacion de los mismos (Fig. 5.8).
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Figura 5.8. Numero de capitulos de plantas de Dipsacus fullonum al final del ciclo
(Marzo del 2016) luego de haberse efectuado un corte de las mismas en diferentes
fechas, en Bahia Blanca y Napostd, en el afio 2015. Barras de una misma localidad con
letras iguales difieren entre si segun el test DMS de Fisher (p<0,05).

Longitud media de los capitulos

Se registrd interaccion entre los distintos sitios y momento de corte (F=2,54;
p<0,05) para la longitud media de los capitulos de D. fullonum. Tanto en Bahia Blanca
(F=24,53; p<0,01) como en Naposta (F=21,39; p<0,01), el tamafio de los capitulos
disminuy6 cuando se efectuaban cortes mas cercanos a la floracion de la planta.

En la localidad de Naposta se observd que con un corte realizado en el comienzo
de la elongacidn del tallo (6 de octubre), se logra reducir significativamente la longitud
de los capitulos en un 12%. Un corte efectuado el 16 de noviembre (primeros capitulos
visibles), se tradujo en una reduccion de la longitud del 75%. Por el contrario en Bahia
Blanca, unicamente se encontr6 una reduccién significativa en la longitud de los
capitulos de plantas cortadas con respecto al testigo, cuando se realizé un corte tardio
(16 de noviembre) en el orden del 82% (Fig. 5.9).
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Figura 5.9. Longitud media de capitulos producidos por plantas de Dipsacus
fullonum al final del ciclo luego de haberse efectuado un corte de las mismas en
diferentes fechas, en Bahia Blanca y Napostd, en el afio 2015. Barras de una misma
localidad con letras iguales dentro no difieren entre si segun el test DMS de Fisher
(p<0,05).

5.3.3. Madurez de semillas

La floracion de D. fullonum en la poblacion evaluada comenz6 el 10 de
diciembre del 2015, el 21 de diciembre se encontraron capitulos con el 60% de las flores
abiertas. La mayor parte de las flores de la totalidad de los capitulos emergieron entre
diciembre 2014 y enero 2015. No se encontré interaccion entre las distintas fechas y las
condiciones de almacenaje (F=0,65; p>0,6) para la germinacion de las semillas
cosechadas. Sobre este ultima parametro, Unicamente se denot6 un efecto de las fechas
(F=60,5; p<0,01; Fig. 5.10), no habiéndose encontrado influencia de las condiciones de
almacenaje (F=0,32; p>0,57). La floracion de los capitulos principales se completo
nueve dias después de la salida de las primeras flores. A partir de los diez dias
posteriores a ese momento, se observo una germinacion media del 18%. La maxima

germinacion ocurrio a los 40 dias después de finalizada la floracion alcanzando un 95%.
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Figura 5.10. Germinacion de semillas de Dipsacus fullonum de capitulos principales
cosechados cada 10 dias a partir de la floracién en el afio 2015. Porcentajes de
germinacion con la misma letra no difieren entre si segin el test DMS de Fisher
(p<0,05).

5.4. Discusion

En el presente estudio, el control de D. fullonum con glifosato fue méas eficaz
que utilizando 2,4-D. Diversos autores recomiendan el uso de ambos herbicidas en el
control de especies de Dipsacus (Glass, 1991; Solecki, 1993). Similarmente, Bentivegna
y Smeda (2008) obtuvieron un mayor control utilizando glifosato (64-83%) que con 2,4-
D (39-65%) en D. laciniatus a los 28 dias luego de su aplicacion en primavera.
Asimismo, en otros experimentos se observd mejor eficacia aplicando glifosato (2,5
L.ha™) que con 2,4-D (0,85 L.ha™) en D. fullonum (Faccini y otros, 2013). Werner
(1975c) recomienda el uso de 2,4-D como herbicida eficaz; sin embargo, en los
resultados de la investigacion local, no se logro un control del 90% ni adn con el doble
de la dosis recomendada.

El tamafio de la maleza al momento de aplicacién es critico para un control
efectivo (Leon y otros, 2016). Damos y Parrish (2013) en experimentos utilizando
glifosato y el herbicida hormonal aminopiralid sobre Dipsacus laciniatus, observaron
que las plantas con un pequefio diametro de roseta fueron mas susceptibles que las

plantas mas grandes al igual que lo que ocurrid en este estudio con D. fullonum. Sin
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embargo, ambos autores reportan que el herbicida hormonal fue méas eficaz que
glifosato, y que este ultimo no fue adecuado en el control de las rosetas grandes.

En cuanto a la utilizacion de dosis reducidas, solo en estadio temprano
disminuyendo la dosis recomendada a 1/4X de glifosato, se logré obtener un control
significativo. Lo mismo ocurrié también con 2,4-D con la dosis 1/2X. En roseta, solo se
observd control con glifosato utilizando la mitad de la dosis recomendada. Asi como ha
sido demostrado para otras especies, el uso de glifosato o 2,4-D en dosis reducidas
puede ejercer un control de carda, lo cual podria ayudar en no provocar un dafio
significativo sobre especies nativas deseables (Espeland y Kilian, 2015).

Teniendo en cuenta los tratamientos en los cuales se combinaron los herbicidas,
se observa que para el EVT y EVA, el control utilizando glifosato combinado con 2,4-D
fue menor que con glifosato sélo, siendo méas notable en estadios méas tempranos. Esto
indicaria que ambos principios activos no presentan un efecto sinérgico ni aditivo en el
control de carda. Alves de Figueiredo (2015) indic6 antagonismo de ambos herbicidas
combinados aplicados en Solanum esculentum, en el cual el 2,4-D interfirid con la
traslocacion de glifosato. Contrariamente, en gran parte de especies evaluadas se ha
encontrado que ambos herbicidas actian de manera sinérgica, como por ejemplo Flinty
Barrett (1989) en el control de Convolvulus arvensis, y del mismo modo ocurrié con
Senna obtusifolia y con Ipomoea purpurea (Leon y otros, 2016).

Zimmerman y otros (2013) indican que la roseta seria el estadio mas dificil de
controlar en carda, ya que muchos herbicidas no lograron reducir la biomasa de D.
laciniatus significativamente en este estadio. Incluso observaron que el glifosato la
incremento, justificando que fue debido al efecto adverso de este herbicida en plantas
deseadas, permitiendo a las rosetas crecer con un menor nivel de competencia. En
consecuencia, la eleccién de un herbicida dependeria del nivel de establecimiento de
plantas de carda en un area dada. En infestaciones tempranas podria utilizarse 2,4-D
junto con otra técnica de manejo asociada para mejorar su nivel de control, y el glifosato
podria ser usado en poblaciones densas de carda con baja diversidad floristica.

El corte redujo la altura de plantas ademas de la produccién y tamafio de
capitulos de Dipsacus fullonum. En floracién, se logré evitar el rebrote y en
consecuencia la formacion de semillas. Cortes previos a ese periodo no ejercen un buen
control debido a que la planta es capaz de rebrotar y reproducirse. Similarmente, Dudley
y otros (2009) indican que un corte temprano en la etapa reproductiva no reduce en alta

proporcion la altura y produccion de semillas de D. laciniatus, restringiéndose esta
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estrategia solo en el periodo de floracion. Asimismo, esto también se observé con otras
dipsacéceas como Knautia arvensis, en la cual se detectd una reduccion en la
produccion de semillas luego de un corte en la floracion (Feber y otros 1996).
Contrariamente a lo registrado con las poblaciones locales de D. fullonum, Chessman
(1998) indica que, para una poblacion del Reino Unido, un corte temprano (un mes
antes de la floracion) logra reducir la produccion de capitulos en valores mayores al
78%. Asimismo, luego de un corte en plena floracion (mediados de verano) observo un
15% de rebrote; sin embargo, ninguna fue capaz de producir capitulos en ese afio. Por
otro lado, otros autores indican que un corte temprano no reduce la produccion de
semillas y ademas hasta podria favorecer su dispersion por el viento debido a la
produccion de tallos més altos comparada con cortes tardios (Glass 1991; Solecki 1993;
Dudley y otros, 2009).

Semillas de Dipsacus fullonum alcanzaron la capacidad para germinar luego de
10 dias de finalizada la floracién y se observé un nivel de germinacion mayor al 90% a
los 30 dias. Las semillas inmaduras almacenadas tanto a bajas como altas temperaturas
no presentaron diferencias en cuanto a su poder germinativo, lo que confirma que las
estas no requieren un periodo de estratificacion (Caswell y Werner, 1978; Bentivegna y
Smeda, 2011a). De manera similar a D. fullonum, en D. laciniatus se detectaron semillas
viables a los 12 dias después de la floracion y también se observé que la germinacion
fue mayor al 90%, luego de 40 dias de comenzada la floracion. Solecki (1989) incluso
informa que se produjeron semillas viables en plantas de carda antes de que cese la

floracion completamente dentro de un capitulo.

5.5. Conclusiones

Los métodos mecénicos y quimicos evaluados logran ejercer un control
aceptable sobre D. fullonum, por lo tanto se acepta la hipotesis planteada en la cual es
posible obtener valores de control mayor al 90% utilizando ambas metodologias.

En cuanto al control quimico, el herbicida glifosato aplicado sélo aseguraria
buenos resultados utilizando una dosis en el rango recomendado en estadios tempranos,
reduciéndose su eficacia a medida que la planta presenta mayor tamafio. Como es un
herbicida total se recomienda su uso en areas donde exista una alta densidad poblacional

de D. fullonum. El 2,4-D controla s6lo un 50% de la poblacion carda en el estadio
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temprano y no afecta el crecimiento en roseta y prefloracion. Como este herbicida no es
efectivo en el control de gramineas, en sitios con una alta presencia de éstas podria ser
utilizado como complemento de otra medida principal de control. No se recomienda la
aplicacion de ambas formulaciones combinadas.

El corte de las plantas sélo es efectivo en un corto periodo restringido a la
floracion, por lo tanto no es efectivo en el control de rosetas. Como programa de manejo
se recomienda una aplicacion de herbicida, preferentemente glifosato, luego de los
momentos de maxima emergencia de plantulas de la maleza y un tratamiento de corte en
floracién (diciembre). Este plan reduciria en gran medida y en el corto plazo el stand de
D. fullonum, debido a la reducciéon de plantas y la menor produccion de semillas
remanentes, ayudando en la recuperacion de areas invadidas que serdn ocupadas por

especies nativas.
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Capitulo VI

Estudios etiologicos y biogeograficos de las enfermedades encontradas

afectando a Dipsacus fullonum en la provincia de Buenos Aires
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6.1. Introduccion

En los ultimos afios, se han generado numerosos problemas relacionados al
manejo de malezas en todos los contextos y por lo tanto, se hacen necesarios cambios
profundos en el abordaje del control (Harker y O'Donovan, 2013). Entre otras
cuestiones se puede mencionar la restriccion, y/o prohibicién, en el uso de productos
altamente toxicos (ej. Bromuro de metilo), la caida en desuso de varios principios
activos de herbicidas, el alto costo de desarrollar y registrar principios activos nuevos, la
falta de herbicidas especificos registrados para usos y mercados menores (por ej.
malezas invasoras, cultivos menores, sistemas irrigados), el problema creciente de
malezas resistentes a herbicidas que producen cambios en la composicion de las
malezas, ademas de mandatos gubernamentales de reducir el uso de pesticidas debido a
problemas de contaminacion (Charudattan, 2001). En consecuencia, existe un creciente
consenso sobre la necesidad de encontrar alternativas al uso de las formas maés
tradicionales de control, y de desarrollar estrategias de manejo integrado que sean
efectivas, ambientalmente seguras y socialmente aceptables (Fernandez, 1982;
Fernandez y otros, 2014b; Masters y Sheley, 2001; Frantzen y otros, 2002; Harker y
O'Donovan, 2013).

Esto se aplica no sélo al manejo de malezas agricolas, sino también de
ecosistemas naturales, donde la reduccion de la biodiversidad es la mayor amenaza
debido a la proliferacion de malezas invasoras. El control de estas ultimas mediante las
técnicas tradicionales puede ser sumamente riesgoso, debido a que pueden afectar
especies deseadas, como en el caso del uso de herbicidas, 0 muy costoso, como suelen
serlo los métodos mecénicos. En algunos casos extremos estas formas de manejo
pueden ser directamente impracticables, por ejemplo debido a la inaccesibilidad de los
sitios afectados (Evans y otros, 2001).

El control biologico de malezas surge como una alternativa en este contexto
(Charudattan, 2001; Frantzen y otros, 2002). Las malezas son susceptibles a ser
atacadas por una diversidad de organismos vivos, denominados comunmente enemigos
naturales, y este tipo de control consiste en la manipulacion de estos organismos con el
fin de mantener bajos los niveles poblacionales de la maleza y asi reducir los dafos
provocados por ella (Eilenberg y otros, 2001). Entre los organismos que suelen ser
considerados como agentes de control biolégico de malezas se encuentran los patdgenos

vegetales. Estos constituyen una excelente herramienta para ser considerados en el



138

control de malezas. Pueden ser extremadamente especificos y ambientalmente seguros
(Cabrera Walsh y otros, 2014). La promocion de una enfermedad para suprimir el
reclutamiento de malezas, el crecimiento y la reproduccion es el mayor objetivo en este
tipo de programas (Liebman, 2001).

Hay distintas formas de aplicar el control bioldgico para regular las poblaciones
de malezas (Butt y otros, 2001; Charudattan, 2001; Eilenberg y otros, 2001; Cabrera
Walsh y otros, 2014), segun las circunstancias y el fin que se persiga:

e Clasico: usado para el control de malezas exoticas, consiste en la introduccion
intencional de uno o varios agentes de control biolégico también exético/s y que
usualmente han co-evolucionado con la maleza en su lugar de origen, en los
sitios donde se desea controlar la maleza. Se busca el establecimiento
permanente de los enemigos naturales y se espera que éstos ejerzan un control a
largo plazo, reduciendo las densidades poblacionales de la maleza por debajo de
un umbral de dafio aceptable, pero nunca que se llegue a la erradicacion total.
Este tipo de control se basa en la hipotesis de liberacion de enemigos, es decir,
supone que el mejor desempefio de la maleza en el nuevo ambiente invadido es
consecuencia directa de falta de enemigos naturales en dicho ambiente. Con la
introduccion de los enemigos naturales en el ambiente nuevo, se busca
reducirles esta ventaja competitiva con respecto a la flora local.

¢ Inundativo: consiste en la produccion masiva de agentes de control biologico en
laboratorios o bioterios, para ser liberados en grandes cantidades en el lugar
donde se desea ejercer el control. No necesariamente implica el establecimiento
permanente del agente, sino que se busca que los individuos del controlador que
se aplican en un determinado momento y lugar en forma masiva, ejerzan un
control rapido y puntual. Los bioherbicidas, que son fitopatdgenos formulados
de manera que puedan ser aplicados con maquinaria agricola, forman parte de
este tipo de control. En este caso, se busca que estos productos tengan una
rapidez de accion y una vida til similares a los de un herbicida quimico.

e Conservacion y/o fomento (“system management approach”). consiste en
mantener (conservaciéon) o incrementar (fomento) poblaciones de enemigos
naturales deseables ya presentes en el ecosistema donde la maleza invade,
mediante la manipulacién del mismo para intensificar el dafio. Esto puede
lograrse mediante practicas complementarias tales como la siembra o

conservacion de plantas infectadas que provean de indculo, o el uso de
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herbicidas a dosis reducidas para estimular una epidemia al debilitar las plantas

y volverlas méas susceptibles a un determinado patdgeno, etc.

Cualquiera sea la forma en que se planee aplicar, el primer paso previo obligado a la
implementacién de un programa de control bioldgico, consiste en la exploracion y
documentacién de los enemigos naturales ya presentes en asociacion a la maleza en el
lugar donde se planea aplicar este tipo de control. En el caso particular de Dipsacus
fullonum existen listas de patdgenos y otros enemigos naturales encontrados asociados a
la maleza tanto en su lugar de origen como en otros ambientes invadidos donde la
maleza es exdtica (Rector y otros, 2006; Dugan y Rector, 2007; Farr y Rossman, 2016).
En Argentina no se cuenta con tal informacion y hasta el momento s6lo se indica un
unico registro del hongo Cercospora elongata asociado a manchas foliares (Sutton y
Pons, 1980), y Giolitti y otros (2009) comprobaron que es hospedante del virus del
mosaico clordtico del girasol (SUCMoV).

La familia Dipsacaceae es originaria de Europa central y meridional, Africa boreal y
Asia occidental. EI hecho de que no existan en nuestro pais especies nativas de la
familia Dipsacaceae, como tampoco otras de interés economico (Pontiroli, 1965),
resulta una ventaja en caso que se decidiera la implementacién de control bioldgico
utilizando enemigos naturales altamente especificos.

A la hora de seleccionar un candidato para un estudio mas exhaustivo que permita
evaluar la factibilidad de utilizarlo como agente de control biolégico, en cualquiera de
sus enfoques, se deben tener en cuenta varios criterios, entre ellos: el grado de
especificidad, el tipo y nivel de dafio, y eventualmente, la frecuencia de aparicion en la
naturaleza, que puede dar una cierta idea de sus requerimientos ambientales (Dugan y
Rector, 2007; Cabrera Walsh y otros, 2014). Otro aspecto importante es del grado de
dificultad de su manipuleo en el laboratorio. El presente estudio constituye un punto de
partida para evaluar la factibilidad de incorporar el control bioldgico mediante
patégenos fungicos a un plan de manejo integrado de la maleza en la provincia de

Buenos Aires.

6.1.1. Hipotesis

En la provincia de Buenos Aires, existen Unicamente hongos indigenas y

generalistas capaces de causar enfermedad en plantas de carda.
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Sustento de la hipotesis

De acuerdo a las teorias de liberacion de enemigos y de resistencia biotica, las
malezas invasoras tienen la capacidad de incrementar sus poblaciones de manera
desmedida probablemente por que se “liberan” de sus enemigos naturales que han co-
evolucionado con la misma en sus respectivos sitios de origen y que regulan sus
poblaciones, por lo tanto, Gnicamente hongos indigenas y/o generalistas podrian afectar
a las malezas en los ambiente que invade (Mitchell y Power, 2003; Cabrera Walsh y
otros, 2014)

6.1.2. Objetivos

Obijetivo general

Confeccionar una lista de los hongos patégenos presentes sobre D. fullonum en
la provincia de Buenos Aires, con el propésito de evaluar la factibilidad de
incorporarlos como agentes de control biolégico a un eventual plan de manejo

integrado.

Obijetivos especificos

1. Realizar una descripcion de los sintomas de enfermedad encontrados afectando
plantas de la maleza.

2. ldentificar los potenciales agentes causales mediante el estudio de sus caracteres
morfoldgicos y culturales.

3. Confirmar su patogenicidad dando cumplimiento a los postulados de Koch.

4. Establecer la distribucién geogréafica de cada patdgeno dentro de la Provincia de

Buenos Aires.

6.2. Materiales y Métodos

6.2.1. Viajes de exploracion en la zona de estudio

Se realizaron visitas no sistematicas a distintos sitios (50) ubicados en la

Provincia de Buenos Aires, en diferentes fechas, durante los afios 2013-2015. Los
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detalles de los viajes realizados (lugares y fechas) se presentan en Tabla 6.1. En cada
sitio se coleccionaron muestras de material vegetal con sintomas de enfermedad y se
registraron las coordenadas geograficas mediante un GPS Garmin Etrex (ver Tabla 6.1y
Fig. 6.1).

Tabla 6.1. Ubicaciéon de las poblaciones de Dipsacus fullonum estudiadas y fechas en
que fueron visitadas.

Sitios (Denominacién segun la localidad més cercana) Fechas

Bahia Blanca, Coronel suarez, Corgnel Pringles, Daireaux, Pehuajo, 6/05/2013 al 8/05/2013
Chiclana, Martinez de Hoz.
Irene, Energia, Necochea, Ayacucho, Casalins, General Paz, Ciudad
de Buenos Aires, Ezeiza, Cafiuelas, Saladillo, Tapalqué, Loma 27/08/2013 al 9/9/2013
Negra, Laprida (N), Laprida (S).

Pigle, General Villegas, Junin, Mercedes, Lima, Campana, San
Miguel del Monte, Rauch, Azul, General Lamadrid, Sierra de la 17/03/2014 al 20/03/2014
Ventana.

Naposta, Guamini, Trenque Lauquen, Agustin Roca, Baigorrita,

Pergamino, Arrecifes, Carmen de Areco. 13/07/2015 al 16/07/2015

Tres Arroyos, Bellocq, Tandil, Balcarce, Pinamar, Dolores, MaipQ, 19/10/2015 al 21/10/2015

Chapadmalal.
Saldungaray. 29/02/2013
Bahia Blanca. 5/10/2014 y 10/01/2014

Naposta. 04/03/2016




142

Figura 6.1. Poblaciones de Dipsacus fullonum visitadas en los distintos viajes de
coleccién. Puntos de un mismo color indican poblaciones que fueron visitadas en el
mismo viaje.

6.2.2. Recoleccién del material

Se recolectaron plantas con sintomas de enfermedad (manchas foliares, clorosis,
senescencia, marchitez generalizada, pudriciones, etc.) en hojas, tallos y raices. La
mayor parte del material que se seleccion6 en el campo se acondiciond en una prensa
con abundante papel de diario que se reemplazé al fin de cada jornada. Otra parte del
material se conservo en bolsas de papel madera para su posterior procesamiento en el
CERZOS-CONICET Bahia Blanca, donde fueron analizadas. Se confecciond un

herbario y se tomaron fotografias para registrar los hallazgos.

6.2.3. Descripcion de los sintomas. Obtencion y aislamiento de los patdgenos

Se identificaron y registraron los sintomas y signos producidos por los distintos
patégenos mediante observacion directa a ojo desnudo y bajo lupa binocular Leica GZ6.
Los distintos patdgenos fueron aislados en medio de cultivo artificial a partir de material
fresco o herborizado recolectado en el campo. Las estructuras vegetativas y
reproductivas de los hongos se estudiaron bajo microscopio Leica ICC50HD.
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Cuando no se observaron signos en el material vegetal o cuando éstos fueron
insuficientes se realizd una camara humeda con el fin de inducir y/o promover la
esporulacion. Para ello, se acomodé el material en cajas plasticas transparentes con la
base recubierta por algodon humedo sobre el cual se colocd un papel absorbente. Las
cajas se mantuvieron a temperatura ambiente bajo luz natural (Waller, 2002) y se
revisaron diariamente hasta que se produjo la esporulacion.

Con el fin de obtener cultivos de los agentes causales en medio de cultivo
artificial, se realizaron aislamientos a partir de material vegetal con sintomas de
enfermedad siguiendo métodos de rutina (Dhingra y Sinclair, 1985). En algunos casos,
se siguio el protocolo propuesto por Yuan y Mohammed (2002).

Los aislamientos se realizaron en el medio de cultivo Agar Papa Glucosado
(APG) preparado segun Dhingra y Sinclair (1985). Para inhibir el crecimiento
bacteriano en algunos casos se utilizd clorafenicol 250 mg/l (Silvestro, 2015). Los
cultivos se incubaron en condiciones normales de laboratorio. A partir de las colonias
desarrolladas, se realizaron repiques a tubos en pico de flauta y/o a nuevas cajas de Petri

con APG u otro medio de cultivo elegido segun el caso, para promover la esporulacion.

6.2.3. lIdentificacion

La identificacion de los hongos encontrados se realizé en base al estudio de los
sintomas a los cuales estaban asociados, su morfologia, caracteristicas culturales y, en
algunos casos, ciertos aspectos fisioldgicos. Se observaron los sintomas presentes en el
material recolectado bajo lupa, para su completa descripciéon. Se montaron preparados
en agua destilada para la observacion, medicion y descripcion de las estructuras
fingicas al microscopio Optico. Los cortes en general se hicieron a “mano alzada” con
hoja de afeitar. En algunas ocasiones se utiliz6 el colorante Floxina B, que tifie
solamente ceélulas vivas, para facilitar la observacion. Las medidas de las estructuras
fangicas fueron tomadas sobre el tejido del hospedante y/o a partir de colonias
creciendo en medio de cultivo. Las caracteristicas culturales se estudiaron en diversos
medios de cultivos preparados segin Dhingra y Sinclair (1985) entre los cuales se
utilizaron APG, AAv (Agar Avena), AM (Agar Malta) y APZ (Agar Papa Zanahoria).
Las fotografias fueron tomadas con un fotomicroscopio Leica ICC50HD. En cuanto a la

clasificacion de las especies fungicas, para el ordenamiento y nomenclatura de los
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taxones superiores se siguié la octava edicion del Diccionario de los Hongos de
Ainsworth y Bisby (Kirk y otros, 2001). En el ordenamiento de géneros de siguio a
Sutton (1980) para Celomicetes y Ellis (1971) para Hifomicetes.

6.2.4. Ensayos de inoculacion

Obtencion de plantas

Las inoculaciones se realizaron sobre plantas sanas de D. fullonum obtenidas a
partir de semilla de una poblacion proveniente de la localidad de Bahia Blanca
(38°43'4,5" S; 62°17'2,8" O), creciendo en macetas de 12 cm x 12 cm, conteniendo
suelo proveniente del predio del CERZOS en la misma localidad.

Las plantas fueron mantenidas en invernaculo, en un rango de temperaturas de
16-25°C. En todos los ensayos se utilizaron por lo menos cuatro plantas en estadio de
roseta.

Preparacion del indculo

Se utilizaron distintos medios de cultivo para la preparaciéon del inéculo. En
algunos casos, se hicieron crecer colonias del hongo en APG o en APZ, en cajas de
Petri a temperatura ambiente. Al cabo de un determinado nimero de dias, cuando se
observo que las colonias registraban una esporulacién abundante, la misma se separo
del medio de cultivo. En el caso de picnidios, se extrajeron con un ansa y luego se
molieron en un mortero de porcelana con agua estéril, para liberar los conidios. A esta
suspension, se le agregd agua destilada, batiendo con varilla de vidrio para obtener una
suspension de conidios sobrenadante, que se volc6 en vaso de precipitado. Para
hifomicetes, se le agregd un volumen de agua destilada a la caja de Petri y se raspo la
superficie de la colonia con una varilla de vidrio para obtener directamente una
suspension de conidios sobrenadante. En ambos casos, a la suspension obtenida, se
agregd nuevamente agua destilada para obtener el volumen deseado y se calculd la
concentracion de los conidios de la suspension a través del uso de una camara de
Neubauer.

Para otros hongos, se transfirieron directamente las esporulaciones producidas a
partir de material herborizado sometido a camara hiumeda, a un volumen deseado de

agua destilada.
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Finalmente, en el caso particular de Rhizoctonia (hongo de suelo que forma

solamente micelio estéril), se utilizd como in6culo suelo conteniendo el hongo
proveniente del sitio Chapadmalal (38°13'39.7"S; 57°43'46,5"0).

Inoculacion de las plantas

Segun el caso, se utilizé uno de estos tres métodos:

a)

b)

Asperjado: las plantas se asperjaron con 20 ml de una suspension acuosa de
esporas, tratando de mojar todas las hojas de las plantas hasta punto de
chorreado. La concentracion utilizada vario segun el patégeno.

Pincelado: la suspension acuosa de esporas (5 ml) se aplicé sobre determinadas
hojas elegidas, mediante un pincel fino sobre haz y/o envés. La concentracion
utilizada vario segun el patogeno.

En ambos casos, las plantas inoculadas se mantuvieron durante las primeras 48 h

en una cdmara humeda bajo condiciones de humedad relativa cercanas al 100%,

fotoperiodo de 12 h y temperatura entre 18-25°C, segun el hongo inoculado. Més

tarde, las plantas se retiraron de la camara himeda y fueron mantenidas en las

mismas condiciones pero a una humedad relativa entre 40% y 70% hasta la

finalizacion de los ensayos.

c)

Se sembraron semillas de carda en bandejas conteniendo suelo proveniente del
sitio Chapadmalal (38°13'39.7"S; 57°43'46,5"0) donde se habian encontrado
plantas que presentaban sintomas de pudricidn de raices y presencia del hongo
Rhizoctonia sp. Al mismo tiempo se sembraron semillas en otra bandeja testigo

conteniendo suelo del mismo sitio, previamente esterilizado en autoclave.

6.2.5. Analisis de los sintomas y signos desarrollados luego de la inoculacion

Se identificaron y registraron los sintomas producidos por los distintos

patdgenos mediante observacion directa a ojo desnudo y bajo lupa binocular. Para

favorecer la formacion de los cuerpos de fructificacion del patdégeno, en los casos en

gue no se registraron espontaneamente luego de la inoculacion, se coloco el material

vegetal, previamente desinfectado superficialmente, en recipientes herméticos pequefios

en los que se mantuvo una humedad cercana al 100%. La desinfeccion superficial del

material vegetal se realizé sumergiéndolo en una solucion de hipoclorito de sodio 60
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g/L 1:10 durante dos minutos y secandolo inmediatamente después con papel
absorbente estéril. Pasado el tiempo necesario para la aparicion de las estructuras
fangicas se observo el material bajo microscopio dptico para confirmar la identidad del
patdgeno.

Para la confirmacién de la patogenicidad, y dar cumplimiento a los postulados
de Koch, se realizaron re-aislamientos en APG a partir del material vegetal inoculado
artificialmente con sintomas, desinfectado superficialmente de la forma indicada
anteriormente. Se realizaron cortes pequefios (aprox. 5 mm de lado) en la zona de
transicion entre la linea de crecimiento del sintoma y el tejido vegetal sano. Los cortes
se realizaron con hoja de afeitar esterilizada con alcohol y fueron transferidos a cajas de
Petri con APG. Luego del tiempo necesario para cada caso se realizd una observacion
de las caracteristicas culturales y el estudio de las estructuras reproductivas bajo

microscopio optico para confirmar que el patdgeno aislado era el mismo que el original.

6.3. Resultados

6.3.1. Clase Hyphomycetes

Cercospora elongata (Peck.) Speq.

Descripcion de los sintomas: Manchas foliares angulares, grisaceas, pequefias y
numerosas al principio; luego coalescentes, frecuentemente con halo rosado a violaceo
(Fot. 6.1a). Esporulaciones en el centro de la mancha, de moderada frecuencia,
encontrdndose normalmente sobre las necrosis mas avanzadas, siendo mas abundantes

en hojas basales.

Descripcion del patogeno: fructificaciones anfigenas, sin estroma, conidioforos
solitarios o 2-18 fasciculados, grisaceos, rectos o a veces con ondulaciones, y en
ocasiones con 1 ramificacion, apice obtuso con cicatriz prominente, 1-6 septados, sin
constricciones en los septos; 60-160 (-200) x 3-5 um (Fot. 6.1c). Conidios hialinos,
aciculares, rectos, de base trunca, 100-280 (-350) x 4-6 um, 2-9 (-16) septos (Fot. 6.1d).
Colonias en APG aterciopeladas de borde liso a levemente lobado, gris claro a negro, de
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crecimiento relativamente lento, aproximadamente 3 cm de diametro luego de 7 dias

(Fot. 6.1e). Fructifica escasamente en APG.

Material examinado: Dipsacus fullonum, Argentina, Prov. de Buenos Aires,
e Bahia Blanca, 38°43'4,5"S; 62°17'2,8"0. 6 de mayo 2013.
e Ezeiza, 34°49'46,8"S; 58°30'37,2"0. 8 de septiembre del 2013.
e Villegas, 35°0'13,1"S; 62°56'54,4"0. 17 de marzo del 2014
e Agustin Roca, 34°28'44,6"S; 60°50'56,8"0. 15 de julio del 2015.
e Tandil, 37°20'59.9"S; 59°7'33.6"0. 20 de octubre del 2015.

Inoculaciones artificiales:

e Mediante pincelado: luego de 11 dias de realizada la inoculacion artificial se
formaron las primeras manchas, tanto en el haz como en el envés (Fot. 6.1b).
Todas las hojas inoculadas desarrollaron sintomas. Las manchas fueron
inicialmente pequefias, de coloracion gris muy claro a traslicido, mas o menos
angulares, sin halo coloreado. Con el tiempo aumentaron en nimero y tamafio,
provocando la muerte parcial o total de las hojas afectadas. Sélo en una hoja

basal se encontraron las esporulaciones caracteristicas del patdégeno.

e Mediante asperjado: con este método de inoculacion (concentracion 3.000
conidios/ml) se desarrollaron sintomas en dos plantas de las cuatro inoculadas y
se form6 una menor cantidad de manchas sobre las hojas que en las inoculadas

por pincelado. No se produjo muerte prematura de las hojas afectadas.

Postulados de Koch: Se logro re-aislar el patdgeno en medio de cultivo a partir de las
manchas producidas por inoculacion artificial, dandose cumplimiento a los postulados
de Koch.

Distribucion: este patogeno fue hallado en un 62% de los sitios visitados (Fig. 6.2),
practicamente acompafiando la distribucion de la maleza en la provincia de Buenos

Aires. Se amplia la distribucion de este hongo en Argentina, ya que existia hasta el
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momento un Unico registro previo en D. fullonum en La Plata, Buenos Aires (Sutton y
Pons, 1980).

Figura 6.2. Sitios donde fue encontrado el hongo Cercospora elongata.

Observaciones: la descripcion de este patdgeno se basa en fructificaciones obtenidas a
partir de tejido inoculado artificialmente. En estas condiciones las caracteristicas del
material examinado coinciden con las brindadas por otros autores para C. elongata
(Chupp, 1953; Sutton y Pons, 1980), salvo en que los conidioforos tienden a ser mas
rectos y los conidios son un poco mas largos y anchos. Las medidas de los conidios de
Cercospora pueden variar segin se tomen a partir de un patégeno fructificado sobre
tejido infectado naturalmente o como resultado de inoculaciones artificiales (Anderson,
2001). D. fullonum present6 sintomas luego de haber sido inoculado con C. elongata
tanto en el haz como en el envés de la hoja. Como esta maleza presenta estomas en
ambas caras de la hoja (hojas anfiestomaticas) (Drew y Bazzaz, 1982) y se conoce que
muchas especies de Cercospora penetran por estomas (Alderman y Beute, 1986; Kim y
otros, 2011), es altamente probable que C. elongata penetre el tejido de su hospedante a

través de estos orificos naturales.

Especificidad: segun la literatura este patégeno causa enfermedad en varios taxa dentro

de la familia Dipsacaceae (Farr y Rossman, 2016).
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Alternaria aff. destruens E.G. Simmons

Descripcion de los sintomas: manchas foliares pequefias (<1 c¢cm), llenas, circulares,
elipsoidales a irregulares, pardo a pardo oscuras, en ocasiones acompafiadas de clorosis,
ubicadas tanto en el centro de la Iamina como en los margenes aunque mas comunmente

en estos Gltimos (Fot. 6.2a).

Descripcion del patogeno: fructificaciones anfigenas, sin estroma. Colonias en APZ
aterciopeladas de borde levemente lobado, gris oscuro a negro, de crecimiento
relativamente rapido, con abundante esporulacion comparada con la producida sobre
APG, formacion de 5 anillos concéntricos al cabo de siete dias, con un diametro de
colonia de aproximadamente 6,5 cm. La formacidn de anillos concéntricos corresponde
al crecimiento en respuesta al fotoperiodo al que la colonia estuvo expuesta durante la
incubacion (Fot. 6.2c). Conidioforos primarios, con cadenas simples de 2-10 conidios,
grisaceos, rectos, apice obtuso con cicatriz prominente, 1-6 septados, sin constricciones
en los septos; 70-160 x 4-6,5 um. Conidios de coloracion parda, ovoides a elipsoidales
estrechos, sin rostro o pseudorostrados (con un conididforo secundario apical). Los
conidios son rugosos, (11)19-44 x 8-14 um, con 3-6(7) septos transversales, 1-3 septos
longitudinales y 1-3 septos oblicuos (Fot. 6.2b). Conidiéforos secundarios largos; 14-60

X 4-5 um, 1-5 septados. Conididforos secundarios cortos; 2,5-4 x 3 um con 0-1 septos.

Material examinado: Dipsacus fullonum; Argentina, Prov. de Buenos Aires. Bahia
Blanca, 38°43'4,5"S; 62°17'2,8"0. 20 de febrero del 2015.

Inoculaciones artificiales: (concentracion de indculo=370.000 conidios/ml). Los
primeros sintomas en las laminas de las hojas se detectaron a los 14 dias de realizada la
inoculacion. Se observaron manchas foliares necréticas pequefias (<1 cm), circulares a
elipsoidales, de centro grisdceo y borde oscuro, dispersas en la parte central de las
laminas y muy abundantes en los bordes. Las lesiones foliares en este caso tenian un
borde violaceo oscuro més marcado que las observadas en condiciones naturales (Fot.
6.2d). La totalidad de las plantas inoculadas presentaron sintomas. Durante el ensayo no
se formaron fructificaciones sobre las plantas, sino solamente luego del mantenimiento

de los tejidos foliares afectados en camaras himedas. Se logrd aislar el patdgeno
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inoculado a partir de las manchas desarrolladas dandose asi cumplimiento a los

postulados de Koch.

Distribucion: encontrada en un solo sitio en la localidad de Bahia Blanca (Fig. 6.3)

Observaciones: las caracteristicas del agente causal coinciden en gran parte con las
descriptas en la literatura para A. destruens (Simmons, 2007). Difiere en que las cadenas
de conidios en este caso no son tan frecuentemente ramificadas. En la literatura aparece
como un patdgeno especifico de Cuscuta (ver abajo), por lo cual esta identificacion es

s6lo tentativa.

Especificidad: Simmons (2007) indica que esta especie ha sido encontrada en Cuscuta

spp., género que incluye plantas parasitas.

Figura 6.3. Sitio donde fue encontrado el hongo Alternaria aff. destruens.

6.3.2. Clase Coelomycetes
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Boeremia exiqgua (Desm.) Aveskamp, Gruyter & Verkley

Descripcion de los sintomas: manchas foliares necroticas circulares, pardo oscuras, de
5-10 mm de didmetro con anillos de crecimiento concéntrico (Fot. 6.3 a 'y b). El hongo
se encontrd también asociado a lesiones necroticas negras y alargadas sobre el tallo
floral. Picnidios sobre las manchas de plantas vivas, dispuestos al azar, normalmente en

el centro claro de la mancha.

Descripcion del patdgeno: conidiomas picnidiales globosos, (60)100-140 x (50)91-139
pum, epifilos, con ostiolo central, semiinmersos, uniloculares, glabros, de color pardo
claro, pared gruesa alrededor del ostiolo, peridio pseudoparenquimatico con células
dispuestas en textura angularis (Fot. 6.3c). Conidios hialinos, elipsoidales, cilindricos,
alantoides, unicelulares en su mayoria, 5-8 x 1,5-4 um pero a veces con un septo,
bigutulados, gutulas pequefias, notables (Fot. 6.3d).

Células conidiégenas 5-8 x 4,5-7,5 um, ampuliformes, doliformes o lageniformes.
Colonias en APG negras, aterciopeladas. Colonias en AAv 5-8 cm, luego de 7 dias, en
AM, margenes lobados a irregulares, reaccion con hidroxido de sodio levemente

positiva, al principio coloreando el agar de verde, luego de rojo.

Material examinado: Dipsacus fullonum, Argentina, Prov. de Buenos Aires,
e Bahia Blanca, 38°43'4,5"S; 62°17'2,8"0. 10 de enero del 2014.
e Arrecifes, 34°11'46"; 59°57'46". 15 de julio del 2015
e Carmen de Areco, 34°16'27,4"; 59°53'58.7". 15 de Julio de 2015.
e Guamini, 36°55'12,1"S; 62°21'55,6"0. 16 de julio del 2015
e Bellocq, 38°33'4"; 60°7'40.3". 19 de octubre del 2015.
e Pinamar, 37°522.98"S; 56°57'1.39"0. 20 de octubre del 2015.
e Balcarce, 37°52'41,3"; 58°0'21.5". 20 de octubre del 2015.

Inoculaciones artificiales: (concentracién de inéculo= 2,8 x 10° conidios/ml). Los
primeros sintomas se observaron ocho dias después de la inoculacion como manchas
incipientes de color gris claro, llenas, circulares a irregulares, que aumentaron de
tamario con el tiempo. Las lesiones foliares en plantas inoculadas difirieron un poco de

las encontradas en condiciones naturales: fueron de mayor tamafio (>1cm), llegando a
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secar parcialmente las hojas, hasta en un 50% de su superficie, las lineas de crecimiento
concéntrico no fueron notables y la coloracién fue mas grisacea (Fot. 6.3¢e). La totalidad
de las plantas inoculadas presentaron sintomas del mismo tipo. Durante el experimento
no se formaron picnidios sobre las plantas, sino solamente luego del sometimiento de
los tejidos afectados a camaras himedas, o sobre las colonias aisladas en APG a partir

de las manchas foliares.

Postulados de Koch: se logro re-aislar el patdégeno inoculado a partir de las manchas
desarrolladas y a partir de cuerpos de fructificacion formados en las manchas, dandose

cumplimiento de los postulados de Koch.

Distribucion: se lo encontré en el 12% de los sitios visitados (Fig. 6.4).

Observaciones: la descripcion coincide con lo descripto por Boerema y otros (2004)

salvo en que los conidios unicelulares son un poco mas largos.

Especificidad: sumamente polifago, se trata de un hongo de suelo, parasito débil y
oportunista, que ha sido aislado en Europa a partir de mas de 200 hospedantes,
incluyendo numerosos cultivos de la familia Fabaceae y Asteraceae (Boerema y otros,
2004).
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Figura 6.4. Sitios donde fue encontrado el hongo Boeremia exigua.

Ascochyta dipsaci Bubak

Descripcion de los sintomas: manchas foliares necréticas irregulares, levemente
angulares, rodeadas por un halo clorético (Fot. 6.4a). Los cuerpos de fructificacién

(picnidios) no siguen un patrén en su disposicion sobre las manchas.

Descripcion del patdgeno: conidiomas picnidiales anfigenos, pardo claros, con ostiolo
mas oscuro, semiinmersos, globosos, uniloculares, didmetro 102-200 pm, peridio
pseudoparenquimatico de 3 capas de células dispuestas en textura redondeada, con
ostiolo central. Dispuestos al azar en el tejido afectado. Células conididgenas
enteroblasticas, fialidicas, ampuliformes o doliformes a alargadas, lisas, 5,5-15 x 2-4,71
pum, formadas directamente sobre la cara interna de la pared de los picnidios, sin
conidioforos. Conidios elipticos, uniseptados, a veces constrictos a la altura del septo,
algunos unicelulares, pero mayormente bicelulares, 7,5-13,75 x 3,75-6,25 um,
ornamentados con perforaciones, coloracion castafio claro a grisaceo (Fot. 6.4d).
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Colonias en APG de crecimiento relativamente moderado a lento, aterciopeladas, en un
principio de color blanco, luego grisiceas a gris verdosas, con formacion de picnidios

negros dispuestos al azar.

Material examinado: Dipsacus fullonum; Argentina, Prov. de Buenos Aires,
Saldungaray, 38°26'18.09"S; 61°51'37.03"0. 28 de febrero del 2013.

Inoculaciones artificiales: como resultado de uno de los ensayos, los sintomas se
desarrollaron 20 dias después de realizada la inoculacion (concentracion de
in6culo=1x10° conidios/ml), como manchas necréticas oblongas, de centro pardo claro
y borde més oscuro en los peciolos de las hojas (Fot. 6.4b), que mostraron un
crecimiento muy rapido llegando a abarcar toda su superficie en un par de dias,
provocando la muerte prematura de las hojas afectadas. Solo dos plantas de las cinco
inoculadas mostraron estos sintomas, sobre tres hojas en una de ellas y sobre una sola
en la otra. Se produjo la muerte de dos de éstas hojas. En un segundo ensayo
(concentracién de indculo=2x10° conidios/ml), a 25°C dfa y 20°C noche, en cuatro de
las cinco plantas inoculadas, se desarrollaron, a los siete dias de iniciada la inoculacion,
manchas sobre la ldmina de las hojas similares a las encontradas a campo, irregulares
aungue de color grisaceo, tanto en el centro como en el borde de las ldminas, con halo
clorético poco notable, en algunas hojas alcanzaron mayor tamafio (>2 cm) y
confluyeron secandolas totalmente (Fot. 6.4c). Hubo produccién de picnidios en hojas

sometidas a camara himeda principalmente en lesiones avanzadas.

Postulados de Koch: se logré re-aislar el patdgeno en medio de cultivo a partir de las
manchas producidas por inoculacién artificial, dandose cumplimiento a los postulados
de Koch.

Distribucion: sélo fue hallada en una Unica ocasion en un sitio cercano a la localidad de

Saldungaray (Fig. 6.5).

Observaciones: el material examinado coincide con lo descripto por Mel’nik y otros
(2000) salvo en que los conidios tienden a ser mas largos y en que los conidiomas se
forman tanto en el haz como en el envés de la hoja. Esta es la primera cita de A. dipsaci

en Argentina.
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Especificidad: es patégeno de Dipsacus spp. y de Scabiosa caucasica (no citada en
Arg.) (Mel'nik y otros, 2000).

Figura 6.5. Sitio donde fue encontrado el hongo Ascochyta dipsaci.

6.3.3. Clase Dothideomycetes

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary

Descripcion de los sintomas: plantas en estado reproductivo con menor desarrollo en
altura que plantas sanas de alrededor, presentando marchitamiento, clorosis
generalizada, detencion de crecimiento, destruccidén de 6rganos y, a veces, muerte de
plantas (Fot 6.5a). También formacion escasa de capitulos, y en algunos casos, éstos
con deformaciones (Fot 6.5c). Los tejidos atacados mostraron podredumbre de
consistencia blanda a semi-blanda. Raices con pudricién himeda y desprendimiento de
corteza, coloracion oscura (Fot. 6.5d) y base de tallos con coloracion pardo oscuro a
castafio, a veces rojiza, no superando el segundo nudo, y pudricién humeda interna. Se
observaron bandas concéntricas en la base del tallo (Fot. 6.5b). Pudriciones avanzadas
acabaron con los tejidos mas blandos, dejando solo los mas lignificados como haces

vasculares en forma de enriado.
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Descripcion del patogeno: en ataques fuertes y en condiciones de alta humedad se
observd formacion de abundante micelio blanco algodonoso denso sobre el cual se
formaron esclerocios, duros, compactos, negros, de 1-2 cm de didmetro, de forma
variable tendiendo a ser redondeados, o adoptando la forma de las cavidades en que se
formaban (Fot. 6.5e). Los esclerocios en corte muestran una corteza externa constituida
por varias capas de células isodiamétricas, de paredes gruesas y melanizadas. La médula
esta formada por un tejido prosenquimatico de células hialinas de pared delgada.

Material examinado: Dipsacus fullonum; Argentina, Prov. de Buenos Aires,
e Bahia Blanca, 38°40'2.76"S 62°13'49.84"0, 23 de noviembre del 2015.
e Napostd, 38°25'39.07"S; 62°17'9.86"0. 4 de marzo del 2016.

Distribucion: se encontrd en dos sitios en poblaciones experimentales (Fig 6.6).

Observaciones: el hongo se logré aislar en APG, pero no se pudieron cumplir los
postulados de Koch para este patdgeno. Sus caracteristicas coinciden plenamente con
las observadas por Willetts y Wong (1980) para S. sclerotiorum y los sintomas
asociados concuerdan con los provocados por este patdgeno en otros hospedantes
(Delhey y otros, 2009).

Especificidad: S. sclerotiorum es un hongo extremadamente polifago que ataca
numerosas especies de dicotileddneas y entre ellas, tanto a cultivos, malezas, como a

especies silvestres (Boland y Hall, 1994).
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Figura 6.6. Sitios donde fue encontrado el hongo Sclerotinia sclerotiorum.

6.3.4. Clase Agonomycetes

Rhizoctonia sp.

Descripcion de los sintomas: plantas en estado vegetativo con marchitamiento de
hojas, a veces con presencia de cancros de color marrén claro, de forma mas o menos
navicular, en la base de los peciolos. Algunas raices de color castafio oscuro, con
podredumbre himeda y necrosis marrén oscura con desprendimiento de corteza, ciertos

sectores mostrando estrangulamiento y coloracion negra (Fot. 6.6 a y b).

Descripcion: sobre las raices afectadas se observd un micelio grueso, color castafio
oscuro a rojizo, ramificado mas o menos en angulo recto, con leves constricciones en la
base de las ramificaciones, formadas por debajo de los septos (Fot. 6.6c).

Sobre APG el micelio es blanco al principio, con moderada a gran cantidad de micelio
aéreo, tornandose de color castafio claro (té con leche) con el tiempo, dando lugar a la

formacion de esclerocios del mismo color.
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Material examinado: Dipsacus fullonum; Argentina, Prov. de Buenos Aires.
e Bahia Blanca, 38°43'4,5"; 62°17'2,8". 5 de octubre del 2014.
e Carmen de Areco, 34°16'27,4" S; 59°53'58.7"0. 15 de julio del 2015.
e Chapadmalal, 38°13'39.7"S; 57°43'46,5"0. 21 de octubre del 2015.

Distribucion: la especie fue hallada en tres sitios del total muestreado (Fig. 6.7)

Observaciones: se logro el aislamiento del hongo a partir de plantas con los sintomas
de enfermedad descriptos y la formacién de sintomas iguales a ellos en las plantas
inoculadas artificialmente en el laboratorio (Fot. 6.6d), pero sin embargo no se logro el
re-aislamiento del patégeno a partir de éstos Ultimos. Sus caracteristicas morfoldgicas y
culturales coinciden plenamente con las del género Rhizoctonia (Sneh y otros, 1991).

Figura 6.7. Sitios donde fue encontrado el hongo Rhizoctonia sp.



Fotografia 6.1. Cercospora elongata; a. sintomas encontrados en el campo; b.
sintomas obtenidos experimentalmente; c. fasciculo de conidiéforos; d. conidios; e.
colonia creciendo en APG (agar papa glucosado).
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Fotografia 6.2. Alternaria aff. destruens; a. sintomas encontrados en el campo; b.
conidios; c. colonia creciendo en APZ (agar papa zanahoria); d. sintomas obtenidos
experimentalmente.
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Fotografia 6.3. Boeremia exigua; a. sintomas encontrados en el campo; b. detalle de
una mancha mostrando anillos de crecimiento concéntrico; c. picnidio; d. conidios; e.
sintomas obtenidos experimentalmente.
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Fotografia 6.4. Ascochyta dipsaci; a. sintomas encontrados en el campo; b. sintoma
obtenidos experimentalmente a 20°C; c. sintomas obtenidos experimentalmente a 25°C;
d. conidios.



Fotografia 6.5. Sclerotinia sclerotiorum; a-d sintomas encontrados en el campo; a.
vista general; b. detalle de sintomas en la base del tallo; c. necrosis avanzada; d. detalle
de sintomas en raiz (izg.) y raiz sana (der.); d. esclerocios.
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Fotografia 6.6. Rhizoctonia sp.; a-b sintomas encontrados en el campo; a. en follaje;
b. en raiz; c. micelio caracteristico del hongo asociado a raices afectadas; d. sintomas
obtenidos experimentalmente.
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Tabla 6.2. Cuadro sindptico de la potencialidad de cada uno de los patdgenos registrados sobre Dipsacus fullonum como agente de biocontrol.

o S . Grado de dificultad Dafio en condiciones Dafio en .
Hongo Especificidad Distribucién Frecuencia s . Potencial uso
para producir in6culo naturales el laboratorio

Cercospora elongata Alta Amplia Alta Bajo a medio Bajo Medio Si

No se puede estimar hasta Evaluacion depende

Alternaria aff. destruens confirmar identificacion Restringida Baja Bajo Bajo Bajo-Medio de identificacion
Boeremia exigua Baja Amplia Media Bajo Bajo Alto No
Ascochyta dipsaci Alta Restringida Baja Bajo Bajo Medio Si
Sclerotinia sclerotiorum Baja Restringida Baja Bajo Medio-Alto (Alto? Quizas
Rhizoctonia sp. No se puede estimar hasta Restringida Baja Alto Alto Bajo Evaluacion depende

confirmar identificacion de identificacion
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6.4. Discusion

En este estudio se confirmo la presencia de seis enfermedades provocadas por
patogenos fangicos afectando poblaciones de D. fullonum en la provincia de Buenos
Aires. Entre los patdgenos encontrados, Cercospora elongata, Ascochyta dipsaci,
Boeremia exigua y Sclerotinia sclerotiorum ya habian sido citados con anterioridad
asociados a esta especie (Farr y Rossman, 2016). Se amplia la distribucion de C.
elongata en Argentina registrada previamente por Sutton y Pons (1980). A. dipsaci y B.
exigua se citan por primera vez provocando sintomas de enfermedad sobre esta especie
en nuestro pais. Por otra parte, Alternaria aff. destruens y Rhizoctonia sp., requieren de
un estudio méas exhaustivo para establecer inequivocamente su identidad taxondmica.
Algunos otros hongos registrados durante estos estudios se desestimaron ya sea porque
se obtuvieron solamente micelios estériles, y por lo tanto no fue posible su
identificacion, o porque se encontraron muy esporadicamente asociados a escasos
sintomas de enfermedad. De los patégenos confirmados, tres de ellos fueron aislados de
sintomas foliares, dos corresponden a hongos del suelo que atacan raiz y base de tallo
(S. sclerotiorum y Rhizoctonia sp.), y uno (B. exigua) fue encontrado atacando tanto
hojas como tallos. Se observé que los patégenos foliares ocasionaban sintomas
primarios, superficiales, no-sistémicos, que aparentemente no causaban impactos
severos en el crecimiento vegetativo o produccién de semillas. En cambio, S.
sclerotiorum fue encontrado provocando muerte de plantas, al igual que lo que ocurre
en diversos cultivos y plantas silvestres (Delhey y otros, 2009). Sintomas tipo mosaico,
clorosis y encrespado de las hojas, tipicamente virales, se observaron en diversos sitios.
Giolitti y otros (2009) citan el Sunflower chlorotic mottle virus (SuCMoV) encontrado
en poblaciones de carda en Balcarce, Pieres y Tandil. EI SUCMoV es un patdgeno que
da pérdidas considerables en el girasol en afios predisponentes. Rector y otros (2006)
indican la presencia de dos virus no identificados en D. fullonum en el mediterraneo y
observaron que los sintomas virales reducian significativamente el nimero de capitulos
por planta, ademas de que una proporcion de plantas no produjera ninguna semilla.

El objetivo principal de conocer los patdgenos asociados a la carda en el area de
estudio es identificar posibles controladores biologicos que presenten caracteristicas
deseables para ser incorporarados a un plan de manejo de la maleza, utilizando la

estrategia de conservacion y/o fomento de enemigos naturales ya presentes en el lugar
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invadido. En cuanto al grado de especificidad, algunos de los hongos encontrados (C.
elongata y A. dipsaci), segun Rector y otros (2006), atacan s6lo especies de Dipsacus
spp. Otros como B. exigua y S. sclerotiorum son sumamente polifagos (Boland y Hall,
1994; Boerema Yy otros, 2004) y es probable que lo mismo sea cierto para Rhizoctonia
sp. Debe notarse sin embargo, que esta evaluacion de especificidad esta basada en los
escasos reportes historicos existentes y no en los resultados de pruebas experimentales.
En cuanto al nivel de dafio, éste s6lo puede inferirse en base a las observaciones
realizadas (tanto bajo condiciones naturales como artificiales) y a las referencias en la
literatura de otros patosistemas, pero el impacto real de estos patégenos sobre la planta
aun no es conocido porgue no se han realizado estudios experimentales al respecto.

Algunos hongos del género Cercospora debido a su capacidad destructiva,
aparente alta especificidad y su ciclo asexual relativamente simple, son considerados
potenciales agentes controladores (Charudattan y otros, 1985; Hasan y Ayres, 1990). De
hecho, muchos hongos cercosporoides han sido estudiados y/o usados en el control
bioldgico de malezas (Morris y Crous, 1994; Tessman y otros, 2001; Butt y otros,
2003;). Por ejemplo, Cercospora heliotropii-bocconii fue propuesta para el control de
Heliotropium europaeum, debido a su potencial destructivo (Hasan y otros, 1995) y
Cercospora rodmanii ha sido estudiado para el control de la planta acuatica Eichhornia
crassipes (Conway, 1976), habiéndose registrado una rapida dispersion del hongo y
decrecimiento poblacional luego de inoculaciones bajo determinadas condiciones
(Charudattan y otros, 1985; Ray y Hill, 2013). Segin Rector y otros (2006) C. elongata
se caracteriza por ser un hongo especifico del género Dipsacus. Su amplia distribucion y
frecuencia en la Provincia de Buenos Aires, indicarian que se trata de un hongo capaz
de infectar y provocar enfermedad bajo un amplio rango de condiciones ambientales.
Ademas se observd una produccion espontanea de conidios en medio de cultivo, una
caracteristica poco comun en especies de este género (Booker y Umaharan, 2008). A
pesar del bajo nivel de dafio observado en las poblaciones visitadas, las caracteristicas
mencionadas lo constituyen en un buen candidato para su uso en un plan de manejo
integrado. Se espera gque su uso en combinacion con herbicidas quimicos en dosis bajas
provoque niveles de dafio mayores que los provocados por el patdgeno actuando solo en
condiciones naturales.

Muchas especies de Alternaria se comportan como organismos saprofitos o
parasitos facultativos, pero algunas de ellas son patdgenos altamente virulentos

(Thomma, 2003). La especie de Alternaria encontrada sobre D. fullonum, es
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morfolégicamente similar a A. destruens (Simmons, 2007), la cual ha sido
industrialmente desarrollada y registrada como bioherbicida para el control exclusivo de
cuscuta dada su especificidad y facilidad de este género de hongos para producir
conidios en el laboratorio (Cook y otros, 2009). Durante este estudio, tanto su
frecuencia de aparicion en la naturaleza como el dafio observado fueron bajos. Antes de
decidir la conveniencia de continuar los estudios sobre este hongo, su identidad a nivel
de especie debe ser confirmada.

Entre los celomicetes encontrados sobre carda, segun la bibliografia, B. exigua
es altamente polifago y Ascochyta dipsaci es altamente especifico (Rector, y otros,
2006). Ambos presentaron una distribucién geografica limitada y un bajo nivel de dafio
aparente en condiciones naturales durante este estudio. Sin embargo, A. dipsaci no se
descarta como candidato potencial debido a su aparente alta especificidad, ya que podria
ser aplicado complementariamente a otras practicas que le permitan aumentar el nivel
de dafio que causa en su hospedante. Otro hongo del mismo género como A. caulina, se
ha propuesto como un importante potencial biocontrolador de Chenopodium album
(Kempenaar y otros, 1996; Netland y otros, 2001). La habilidad de las especies de
Ascochyta para penetrar tejidos sanos depende de las condiciones ambientales, cantidad
de inéculo aplicado y el estadio de la planta. Se puede asumir que una combinacion de
este tipo de hongos con dosis reducidas de herbicida permitiria mejorar la eficacia en el
control, porque se considera que la infeccion es favorecida cuando los tejidos estan
dafados (Ogiit y otros, 2012). Es sabido que muchos celomicetes, al igual que los aqui
encontrados, son faciles de manipular y muestran una gran capacidad para producir
niveles altos de indculo en el laboratorio por lo cual algunos han sido estudiados para el
desarrollo de micoherbicidas contra distintas malezas. Por ejemplo, Boeremia exigua en
Taraxacum officinale (Stewart-Wade y Boland, 2004), Phoma commelinicola en
Commelina diffusa (Boyette y otros, 2015) y Phoma destructiva en Cirsium arvense.
Este ultimo se trata de un hongo necrotrofo que causa infeccion sistémica, clorosis y
gue ademas puede reducir el crecimiento y reproduccion de la maleza (Kruess, 2002)

El desarrollo radical contribuye a la capacidad regenerativa de la maleza, un
factor clave que le permite competir efectivamente con pasturas deseables. Los
patogenos que atacan la raiz podrian ser considerados para el control biolégico de carda
debido al dafio que producen. Estos agentes reducen el almacenaje de reservas necesario
para la floracion lo que puede resultar en una produccién reducida de capitulos e incluso

muerte de plantas, actuando en el estadio mas significativo de la maleza (Skipp y otros,
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2013). S. sclerotiorum se caracteriza por ser un hongo altamente virulento y agresivo en
una amplia diversidad de malezas (Sands y otros, 1990). El dafio que provoca sobre la
planta es alto, pero presenta el problema de poseer un amplio rango de hospedantes. A
pesar de ello, se han propuesto mutantes auxotroficos para ser utilizados como
micoherbicidas, para el control de diversas especies, por ejemplo Cirsium arvense en
EEUU (Brosten y Sands, 1986; Cripps, 2012). Los mutantes se aplican sobre la maleza
con determinados nutrientes (aminoacidos), sin ellos, el patégeno podria no infectar, por
lo que se logra un efecto localizado y no residual. Sin embargo, se indica que estos
mutantes han tenido menor impacto sobre la maleza que las cepas salvajes (Miller y
otros, 1989; Duke y otros, 2015). En EEUU también se comercializan como
micoherbicidas cepas de Sclerotinia minor que producen escasos esclerocios, para el
control de dicotiledoneas, lo cual también ayuda a producir un efecto puntual
reduciendo el riesgo que afecte otras especies (Hershenhorn y otros, 2016; Cordeau y
otros, 2016).

Rhizoctonia es un género de hongos que incluye el patégeno cosmopolita R.
solani, saprofito en el suelo que eventualmente causa pudricion de raices en muchas
especies (Ogoshi, 1987). Grey y otros (1995) encontraron en diferentes malezas
gramineas una disminucion del vigor causada por R. solani, aunque comparado con
otros hongos del suelo, este efecto fue bajo. Sin embargo, algunos autores sefialan un
buen potencial para aprovechar el dafio provocado por este hongo, utilizando otras
formas de control que acten en forma sinérgica. De hecho, es probable que el alto
grado de dafio observado durante estos estudios, se deba al efecto del patégeno en
combinacion con algln otro factor que ain no se ha podido identificar. Caesar (2003)
comprobd que la combinacion del insecto Aphthona sp. con Rhizoctonia ocasionaba
grandes niveles de dafio sobre las malezas Euphorbia esula y E. virgata. Por su parte,
Quimby y otros (1992) indican que tratamientos con glifosato inducen un “pulso” de
Rhizoctonia, estimulando la pudricion de raices. King (1998) condujo ensayos
preliminares en invernaculo donde cuantificd los efectos de R. solani aplicado al suelo.
El hongo logro reducir el peso seco en un 20 y 30% luego de 6 semanas en Avena fatua
y Aegilops cylindrica, respectivamente. El estudio de King (1998) incluyd también un
experimento a campo en el cual se inoculé el suelo con cepas de R. solani, se pulverizo
glifosato y luego se plant6 avena y cebada. El peso medio de las semillas cosechadas en
ambas especies fue reducido en un 20% comparado con el testigo. Esto evidencia el

mayor efecto que produce Rhizoctonia sobre plantas luego de una aplicacion de
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herbicida. Debido a la dificil manipulacién en el laboratorio de Rhizoctonia para
producir in6culo, un control bioldgico con enfoque conservativo podria ser utilizando
para el manejo de carda, aprovechando el efecto de los herbicidas a bajas dosis que
provoquen “pulsos” del patdgeno ya presente en el suelo. Esto dependerd, desde ya, de
su identificacion completa y de la determinacion de su rango de hospedantes y el
conocimiento de los grupo/s anastomdsico/s (razas) que ataque/n a la carda, para asi
evaluar si este planteo se puede aplicar sin que se afecten especies deseadas.

Los hongos bidtrofos son muy usados en el control bioldgico clasico, por su
reducido rango de hospedantes, habilidad para dispersarse rapidamente y su poder
destructivo (Butt y otros, 2001), especialmente aquellos pertenecientes al orden
Uredinales (“royas”). Segun la literatura, no se han encontrado hasta ahora royas
asociadas a D. fullonum y en consecuencia en otros paises se han propuesto para su
introduccién otros patégenos bidtrofos como los oidios Sphaeroteca dipsacearum,
Erysiphe knautiae y el mildiu Peronospora dipsaci. En Argentina, ninguna de estas
especies ha sido encontrada hasta el momento, por lo que en el futuro podria llegar a
considerarse su introduccién para la aplicacion del control bioldgico clasico, en caso de
que alguno de ellos resultase exitoso en alguna otra parte del mundo. Por lo pronto, se
sabe que S. dipsacearum se ha encontrado en siete géneros hospedantes, todos
pertenecientes a la familia Dipsacaceae mientras que Erysiphe knautiae, se ha
encontrado solo en dos especies fuera de esta familia (Papaver anomalum y Saxifraga

manchuriensis) (Rector y otros, 2006).

6.5. Conclusiones

Como se esperaba, algunos de los patdgenos registrados son generalistas
residentes, que deben haber pasado a D. fullonum a partir de plantas enfermas de otras
especies. Sin embargo, C. elongata y A. dispsaci, son especificos y presumiblemente
exoticos, que deben haber llegado a nuestro pais junto con las semillas de la maleza, por
lo tanto se rechaza la hipdtesis planteada.

En sintesis, en base a los resultados de esta investigacion y con el conocimiento
adquirido hasta la fecha, surge que el hongo C. elongata es el que retne las mejores
cualidades para ser utilizado como agente de control bioldgico en un plan de manejo
integrado, aplicando la estrategia de conservacion y/o fomento. Con el fin de
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incrementar su nivel de dafio se deberian realizar estudios en relacion a su
compatibilidad con otras practicas de manejo, como la aplicacion de herbicidas a bajas
dosis, la cual podria estimular el desarrollo de una epidemia al interferir en los
mecanismos de defensa de una maleza haciéndola mas susceptible. En caso que este

hongo no resultara efectivo, A. dipsaci podria ser una opcion alternativa.
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Capitulo VII

Consideraciones generales y perspectivas a futuro
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7.1. Consideraciones generales

A partir de las hipotesis planteadas y los objetivos definidos, se desarrollaron los
distintos experimentos que forman parte de la presente tesis, y que han contribuido con
informacion novedosa y relevante que ayuda a explicar en gran parte la amplia
distribucion de D. fullonum en la Provincia de Buenos Aires y su elevada capacidad de
dispersion, asi como también se realiza un aporte que sirve directamente en la
aplicacion de metodologias de control.

D. fullonum se reproduce Gnicamente a través de semillas. Luego de evaluar la
produccion por planta de las mismas, se determiné que puede superar las 15.000
semillas. Esta cantidad depende en gran medida del nimero de capitulos por planta y
del nimero de semillas que presentan esos capitulos. Ademas, este valor varia segun el
nivel de competencia intraespecifica, disminuyendo cuando los individuos de carda se
encuentran muy proximos entre si. De acuerdo a esto, se esperaria que cuando arriba a
un nuevo sitio, las plantas presentarian un mayor potencial de produccion de semillas.
Otro aspecto destacable es que las semillas evaluadas presentaron una alta capacidad
para germinar (>90%) en condiciones Optimas y el proceso se produjo en un rango
amplio de condiciones ambientales. Las semillas de carda germinaron entre valores de
pH de 3y 12. Ademas, ocurrio en un rango amplio de temperatura constante (8 y 34°C),
presentando un oOptimo en los 22°C con valores superiores al 90%. Asimismo, se
destaca que esos valores se presentaron en condiciones de total oscuridad, por lo tanto
se manifestd6 como independiente del fotoperiodo. Por otra parte, las semillas
germinaron en condiciones de moderado estrés hidrico (hasta -0,8 MPa) y elevado
estrés salino (hasta 320 mM de NaCl), esto ultimo indica un comportamiento similar a
especies halofitas. La habilidad para germinar bajo ambas situaciones en el suelo,
supone una ventaja ecologica importante para las malezas, ya que estas condiciones son
limitantes para otras especies. Sumado a ello, mantuvieron una alta capacidad para
germinar por un periodo mayor a un afo, independientemente de la temperatura a la que
estuvieron expuestas e incluso en condiciones de saturacion hidrica. Este caracter es de
fundamental interés para entener el potencial de dispersion de la maleza tanto en el
tiempo como en el espacio.

El banco de semillas del suelo también juega un rol ecolégico importante. En
cuanto a su dinamica, se observd que alrededor de un 30% de las semillas de D.

fullonum que se depositan en el suelo, pueden permanecer viables en el mismo por un
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periodo de tres afios. En consecuencia, las practicas de manejo deberian realizarse por lo
menos por el término de cuatro afios. Ademas, la mayor parte de las plantulas emergen
rapidamente luego de la caida al suelo desde la planta madre concentrandose
fundamentalmente en el otofio. Se observd que no todas las semillas germinan
inmediatamente, presumiblemente porque no encuentran el conjunto de condiciones
para germinar inmediatamente o por procesos de dormicidon secundaria, lo cual
promueve su dispersion en el tiempo. La aplicacion de cualquier medida de control en
ese momento evitaria el establecimiento de nuevas plantas. Ademas, la emergencia
ocurre hasta los 5 cm de profundidad, independientemente de la textura del suelo, por lo
cual este no seria un factor limitante para el proceso mencionado. Por lo tanto, en
ambientes donde sea factible la labranza del suelo, deberia ser de tal forma que se
logren enterrar las semillas mas alla de la profundidad indicada.

Aunque Dipsacus fullonum suele ser citada como una especie bianual, las
plantas tienen capacidad de reproducirse en el término de un afio y esto depende de las
condiciones ambientales que atraviese la planta que den a lugar a plantas de mayor
tamano al finalizar el invierno. En estado vegetativo se presentaria una mayor capacidad
competitiva con otras especies, siendo explicada por la morfologia de las hojas de la
roseta, sus elevados indices foliares y altas tasas de crecimiento relativo en estado
vegetativo. A pesar de que presentan una elevada proporcion de lamina, la presencia de
aguijones evita el pastoreo por especies silvestres y domesticadas, lo que supone una
ventaja ecoldgica. Por otra parte, la raiz juega un rol central en el almacenamiento de
reservas que sirve para sustentar los tejidos reproductivos. La altura méaxima promedio
(mayor a 1m) se observod en verano. Las mayores tasas de crecimiento tanto aérea como
radical se encontraron en los primeros estadios (otofio) y en prefloracion (primavera).
Estos periodos serian los mas propicios para la aplicacion de herbicidas sistémicos, ya
que el mayor esfuerzo de la planta en producir nuevas estructuras favorece al transporte
y la accion de dichos compuestos.

Se demostr6 que Dipsacus fullonum ejerce interferencia sobre especies de
interés y en suelos tipicos de la provincia de Buenos Aires. En primer lugar, se dilucid6
que la habilidad competitiva es otro factor que contribuye a la expansion de carda. Esta
maleza evidencio alta habilidad frente a especies nativas presentes en ambientes de la
Provincia de Buenos Aires y habilidad intermedia para competir con gramineas
exoticas. En segundo lugar, los efectos fitotoxicos producidos en la germinacion de

diferentes especies evaluadas indican la presencia de metabolitos secundarios que
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también podrian contribuir a su éxito invasor. Ademas la tolerancia diferencial de las
especies observada permite inferir que estos metabolitos se producen fundamentalmente
en tejidos foliares y mas que nada en estado vegetativo. Esto junto con las tasas de
crecimiento encontradas, demuestran también el rol central que posee el estadio de
rosetas en la supresion de otras especies. Segun los resultados obtenidos, Thinopyrum
ponticum fue el que demostré un mejor comportamiento compitiendo con carda y
mayor tolerancia a los efectos fitotoxicos de distintas soluciones en la germinacion,
seguido por Festuca arundinacea, luego por Nassella clarazii y finalmente Nassella
tenuis. Dependiendo de los fines que se persigan, festuca y agropiro podrian ser
potenciales candidatos para su uso en siembras de sitios invadidos luego de aplicar
alguna herramienta de control sobre D. fullonum. Estas podrian ser utilizadas para
pastoreo como primera estrategia y luego paulatinamente ser reemplazadas por
gramineas nativas con la finalidad de poder restaurar los ambientes invadidos. En tercer
lugar, en coincidencia con muchas otras especies invasoras, los densos parches de carda
producen modificaciones en las caracteristicas del suelo incrementando los niveles de
nitrégeno en forma de nitrato y la capacidad de intercambio catiénico. EI conocimiento
de la magnitud y direccion de la alteracion de los procesos ocurridos en el suelo por una
especie invasora sirve de base para conducir esfuerzos en planes de restauracion de
ambientes invadidos.

Evaluando diferentes técnicas de manejo de amplio uso, esta especie demostro
tolerancia al control quimico utilizando 2,4-D y una mayor susceptibilidad al herbicida
glifosato. EI control mecénico por cortes se constituye como una alternativa eficiente en
la reduccién de parametros reproductivos. Sin embargo, ambas técnicas de manejo
dependen fundamentalmente del momento en que se realizan, debiéndose optar por el
control quimico en estadios tempranos de la maleza y por el corte Unicamente en
floracién con el fin de obtener los mejores resultados. En el primer caso, se explicaria
en gran parte debido a que las tasas de crecimiento que presentaba la especie en fechas
tempranas son las mas altas y porque se produce la acumulacion de reservas en la raiz
para sustentar a futuro las estructuras reproductivas. En el segundo caso, coincide con
los momentos en que la raiz presenta tasas de crecimiento negativas, en el cual se infiere
que para ese periodo la planta destind gran parte de los fotoasimilados para la formacion
de estructuras reproductivas, cuando se efectda un corte en este momento, la planta no

demuestra habilidad para rebrotar.
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Finalmente, en las condiciones locales, se han encontrado diversos agentes
patdgenos que atacan a D. fullonum que podrian ser incorporados en el marco de control
bioldgico de conservativo o de fomento. Segun las caracteristicas deseables que
presentan estos agentes, como la especificidad, la facilidad de manipularlos en el
laboratorio y su frecuencia en la naturaleza, se considera que en primer lugar el hongo
Cercospora elongata y en segundo lugar Ascochyta dipsaci, son dos candidatos
promisorios para poner en practica este enfoque. Debido a que su nivel de dafio
observado a campo es relativamente bajo, su aplicacion deberia estar asociada a alguna
de las practicas de manejo evaluadas que eleven la susceptibilidad de la maleza a ser
atacadas por estos patdgenos y generen un dafio considerable, por ejemplo el uso de
herbicidas.

Las estrategias propuestas no son suficientes para lograr un control éptimo de
manera definitiva, si se las utilizan en forma aislada. En general, se considera una
apropiada aproximacion para controlar una maleza invasoras, la utilizacion de estudios
de biologia y control en un plan integrado de manejo de la especie problema. Esta
perspectiva involucra la complementacion de los conocimientos existentes y las técnicas
disponibles, los cuales apuntan a ser aplicados de manera racional y en los momentos
adecuados, para poder lograr los méaximos beneficios. Ademas, debe tener un minimo
impacto sobre la calidad ambiental, factor crucial en la conservacién de areas naturales.
Resulta fundamental la conjugacién de los métodos de control evaluados con el estudio
realizado sobre la biologia y ecologia de la maleza, que en forma conjunta con medidas
preventivas, servirdn como base para el manejo integrado de D. fullonum (Fig. 7.1).
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Figura 7.1. Resumen esquematico que relaciona los temas tratados en la tesis en
referencia a los estudios biocoldgicos de Dipsacus fullonum y herramientas de control
propuestas.

7.2. Lineas futuras de investigacion

La presente tesis ha generado un aporte valioso al conocimiento de la especie en
Argentina, sin embargo es posible profundizar algunos aspectos que podrian resultar de
interés y que contribuirian a complementar la informacién generada.

Seria interesante determinar la influencia de las condiciones ambientales a las
que son expuestas plantas madres sobre la germinacion y emergencia de las semillas,
que dan a lugar a una variacion interanual y entre localidades, de modo de evaluar la
plasticidad fenotipica de la especie. Ademas seria importante dilucidar la interaccion
entre varios factores sobre la germinacion de las semillas y el comportamiento del
crecimiento de la maleza en diferentes condiciones de estrés ambiental, como el salino,
el déficit hidrico y la saturacion de agua, todo esto con el fin de predecir de manera mas
exacta los sitios que puede invadir.

Se hace necesario estudios adicionales en cuanto a los efectos fitotoxicos
registrados a partir de la utilizacion de soluciones realizadas con tejidos sobre la

germinacion de especies nativas y cultivadas en condiciones de campo. Por ejemplo, se
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deberian realizar estudios a nivel bioquimico donde se identifique/n el/los compuesto/s
involucrado/s y se evalle/n aisladamente para corroborar los efectos encontrados.
Finalmente, se deberian conducir experimentos que integren las técnicas de
control evaluadas. Para ello, en el presente caso a futuro seria necesario establecer
cudles son las condiciones de incubacion 6ptimas para la esporulacién de los hongos
seleccionados en medio de cultivo artificial y desarrollar un protocolo para la
produccién masiva de inoculo para ser aplicado a campo. Adicionalmente, seria (util
conocer la concentracion de inéculo y las condiciones ambientales Optimas para que se
produzca la infeccion y el desarrollo de la enfermedad. Por otra parte, se requieren
abordar estudios que investiguen la tolerancia de los patogenos a determinados
herbicidas para establecer la factibilidad de aplicarlos de manera conjunta. Si esto
ultimo fuese posible, finalmente se deberian determinar los efectos sobre el crecimiento

de D. fullonum de ambos métodos combinados.
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Apéndice 1- Principales caracteristicas de los suelos correspondientes a los sitios
experimentales.

1.1. Bahia Blanca

Parametro Clase/Valor
Textura Avrenoso-franco
(64% arena; 15% limo; 21% arcilla)
Secuencia de horizontes Ap-A2-AC-2Ckm

M.O. (%) 4,8

pH (1:2,5) 74

Pe (mg.kg™) 19

CIC (cmolkg™) 16
Ca™ (cmolkg-1) 19

Na" (cmol.kg-1) 12,8

K" (cmol.kg-1) 0,9
Suma de Bases (cmol.kg-1) 18

1.2. Carmen de Patagones

Pardmetro Clase/Valor
Textura Franco-arcillo-arenoso
(78,9% arena; 10,5% limo; 10,6% arcilla)
Secuencia de horizontes Ap-C1-C2-C3

M.O. (%) 2,2
pH (1:2,5) 8,3
Pe (mg.kg™) 12
CIC (cmolkg™) 10
Ca"" (cmol.kg-1) 4.9
Na" (cmol.kg-1) 43
K" (cmol.kg-1) 1,3

Suma de Bases (cmol.kg-1) 11
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1.3. Naposta
Pardmetro Clase/Valor
Textura Franco
(21,2% arena; 31,5% limo; 47,3% arcilla)
Secuencia de horizontes Ap-A2-AC-2C-2Ck1-3Ck2

M.O. (%) 38

pH (1:2,5) 7,3

Pe (mg.kg'l) 21

CIC (cmolkg™) 16
Ca"" (cmol.kg-1) 13,4
Na" (cmol.kg-1) 0,9

K" (cmol.kg-1) 3,6

Suma de Bases (cmol.kg-1) 17,9
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Apéndice 2- Datos meteoroldgicos (temperatura media y precipitaciones) recogidos

para los sitios experimentales en ciertos periodos involucrados en los diferentes
estudios.

2.1. Bahia Blanca (2011)
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2.2. Bahia Blanca (2012)
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2.3. Bahia Blanca (2013)
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2.4. Bahia Blanca (2014)
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2.5. Bahia Blanca (2015)
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2.6. Naposta (2014)
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2.7. Patagones (2011)
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2.8. Patagones (2012)
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2.9.Patagones (2013)
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2.10. Patagones (2014)
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