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RESUMEN

Euphorbia davidii, es una maleza anual de ciclo primavero — estival presente en los
cultivos de verano en el centro y sudeste de la provincia de Buenos Aires. Para su estudio
se abordaron aspectos relativos a su dinamica poblacional y se analizaron factores que
pueden afectar su control con glifosato. A partir de los resultados obtenidos se confirmé
que E. davidii desarrolla bancos de semillas persistentes, con una abundancia de mas de
11000 semillas m™ en lotes muestreados en la localidad de Olavarria y mas de 20000
semillas m en los correspondientes a Azul. Con respecto a la distribucion vertical de las
mismas, se pudo apreciar que, bajo sistemas de siembra directa continua, cerca del 80%
de las semillas se encontraban en el estrato superficial (0 a 5 cm), mientras que por efecto
de labranza ese porcentaje se redujo hasta el 50% aproximadamente. La viabilidad de los
propagulos en el estrato superficial fue superior al 70% y se redujo hasta un 50% en el
estrato méas profundo. La germinacion mostré una marcada variabilidad y se manifesto
claramente un efecto de dormicion de las semillas. Refiriéndose a aspectos demograficos,
se detectaron tres cohortes que en promedio totalizaron 1500 plantas m?, la primera
emergio a mediados de octubre, la segunda a principios de noviembre, y la Ultima entre
finales de noviembre y principios de enero. Mas del 80% de las emergencias registradas
pertenecieron a la primera y segunda cohorte. Los requerimientos de tiempo térmico
calculados para alcanzar los estadios de 2-4 hojas, 6-8 hojas, ramificacion y floracién
fueron 192, 370, 515 y 1155 °Cd, respectivamente. La produccion promedio de semillas
en la primera, segunda y tercera cohorte fue de 5700, 6400 y 1900 semillas m?,
determinando un namero total de las tres cohortes de aproximadamente 14000 semillas
m2. Para comparar la sensibilidad a glifosato de diferentes poblaciones de E. davidii, se

emplearon dos técnicas: bioensayo con semillas y determinacion de shikimato sobre



plantas tratadas con glifosato. La poblacion mas sensible fue la de Espartillar, con una
CEso (concentracion efectiva media) de 4 g e.a. I'1. En base a este valor, se determinaron
los indices de resistencia que fueron de 1,76; 2,39 y 2,48 para Azul, Olavarria y Barrow
respectivamente. Mediante la determinacion de shikimato, s6lo se manifestd un
incremento significativo de la concentracion de este metabolito en la poblacion de
Espartillar. En las otras poblaciones no se detectd acumulacion de shikimato lo que
evidencia una sensibilidad diferencial a glifosato de las poblaciones estudiadas. En
evaluaciones de control quimico con glifosato bajo diferente contenido de nutrientes en
el suelo (fésforo y azufre) se observaron diferencias significativas en el peso seco entre
las dosis aplicadas solamente en niveles bajos de fosforo. Con respecto a la fitotoxicidad
final, solo se manifestaron diferencias significativas entre dosis aplicadas en niveles bajos
y altos de azufre. Ademas, se observaron diferencias en la velocidad de manifestacion de
sintomas en varios niveles de ambos nutrientes.

Los conocimientos ecofisioldgicos sobre E. davidii aportados en este trabajo de tesis
contribuirdn a la implementacion de planes de manejo integrados de malezas mas

eficientes.

ABSTRACT

Euphorbia davidii, is a summer annual weed present in the center and southeast of the
Buenos Aires province crops. Aspects related to its population dynamics and factors that
can affect the control obtained with glyphosate were analyzed. From these studies, it was
confirmed that E. davidii develops persistent seed banks, with an abundance of more than
11,000 seeds m™ in lots sampled at Olavarria district and more than 20,000 seeds m in
those corresponding to Azul district. In regard to the vertical distribution of seeds, it was

possible to appreciate that under continuous no-till seeding systems, about 80% of the



seeds were found in the superficial layer (0 to 5 cm), while by tillage effect that percentage
was reduced up to 50% approximately. The viability of the propagules in the superficial
layer was greater than 70% and was reduced to 50% in the deepest layer. The germination
showed a significant variance and a noticeable effect of dormancy was manifested.
Concerning demographic aspects, three cohorts were detected that averaged 1,500 plants
m, the first emerged in mid-October, the second in the beginning of November, and the
last between the end of November and the beginning of January. More than 80% of
registered seedlings belonged to the first and second cohorts. Thermal time requirements

calculated to reach 2-4 leaves, 6-8 leaves, branching and flowering stages were 192, 370,

515 and 1155 °Cd, respectively. Average seed production in the first, second and third

cohorts was 5,700, 6,400 and 1,900 seeds m, determining an overall from the three
cohorts of about 14,000 seeds m=2. Glyphosate sensitivity comparison of different
populations of E. davidii was made by two techniques: seeds bioassay and shikimate
determination from whole plants treated with glyphosate. The most sensitive population
was Espartillar, with an ECso (mean effective concentration) of 4 g a.e. I'*. Based on this
value, resistance indexes of 1,76; 2,39 and 2,48 for Azul, Olavarria and Barrow were
established respectively. Shikimate determinations, only registered a significant increase
in this metabolite concentration in the Espartillar population. In the other populations no
shikimate accumulation was detected, showing differential glyphosate sensitivity
between the studied populations. Chemical control with glyphosate under different
nutrient content in soil (phosphorus and sulfur), only evidenced significant differences in
dry weight between the diverse doses applied under low phosphorus levels. Phytotoxicity
at the ends of trials, only manifested significant differences between applied doses in both
low and high sulfur levels. In addition, symptoms manifestation had different speeds in

various levels of both nutrients evaluated.



The ecophysiological knowledge of E. davidii provided by the present thesis work, will

contribute to the implementation of more efficient integrated weed management plans.

Certifico que fueron incluidos los cambios y correcciones sugeridas por los jurados.
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1. Introduccion

La familia Euphorbiaceae Juss. esta representada en el mundo por aproximadamente
8900 especies (Govaerts et al., 2000). Si bien las mismas son cosmopolitas, en su mayoria
habitan areas tropicales y subtropicales (Bacigalupo, 2005). Entre ellas se encuentran
especies de importante valor econdmico y otras que afectan a los cultivos comportandose
como malezas.

En Argentina se han citado alrededor de 70 especies del género Euphorbia L., de las
cuales cuatro de ellas se destacan como malezas importantes en cultivos: Euphorbia
serpens Kunth, Euphorbia heterophylla L., Euphorbia dentata Michaux y Euphorbia
davidii Subils.

El género Euphorbia es un taxon estructural y fisiologicamente diverso. Comprende
individuos que van desde especies anuales hasta arboles (Shi y Jia, 1997) y en cuanto a
su metabolismo es posible encontrar especies C3, C4 y CAM (Downtown, 1971). En la
actualidad se conocen mas de 60 especies C4 de este género (Downtown, 1975;
Raghavendra y Das, 1978), y se han reportado 18 especies con metabolismo CAM
(Szarek, 1979). En la revision bibliografica realizada, no se encontraron referencias
especificas acerca del metabolismo de Euphorbia davidii, aunque es posible que sea C3,
al igual que otras especies del género Euphorbia pertenecientes a la misma seccién

Poinsettia como E. dentata y E. heteropylla (Webster et al., 1975).
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2. Descripcion de la especie

Euphorbia davidii, es una planta anual de porte erguido, de hasta 65 cm de altura con un
tallo principal con entrenudos y ramificaciones (Figura 1). EI mismo es mas o menos
largo, con varios entrenudos largos, de 2-9 cm que se acortan notablemente a partir de las
ramificaciones de segundo orden.

La parte aérea de la misma es pubescente, presentando tricomas largos y cortos tanto en
el tallo como en las hojas, principalmente del lado abaxial. En los tricomas cortos el
numero de células varia de 2 a 3y en los largos de 5 a 6; la longitud total de los mismos
(tricomas foliares o caulinares) varia entre 0,1 y 0,5 mm (Subils, 1984).

Los individuos presentan latex el cual puede ser apreciado desde el estado de plantula.
Los tubos laticiferos de Euphorbia son de tipo no articulado ramificado (Fahn, 1985). La
raiz principal es delgada con ramificaciones laterales, siendo mas engrosada en la parte
del cuello, de 0,5 a 1,5 cm, y no cuenta con raices adventicias.

Las hojas son simples, pecioladas, alternas u opuestas segun sean caulinares o florales,
respectivamente. La forma de la lamina puede ser variada ain en un mismo ejemplar:
ovada, eliptica, rombica o subrombica, de hasta 7 cm de largo por 3,5 cm de ancho. El

borde es aserrado o dentado, con glandulas en los extremos de los dientes (Figura 1 D).



Figura 1. Diferentes estados fenolégicos de Euphorbia davidii: plantula (A), ramificacion (B), reproductivo

(C). Caracteristicas morfologicas de la especie: Hoja completamente expandida (D).

En el género Euphorbia, las flores son reducidas y estan agregadas en una inflorescencia
o agrupacion de flores conocido como “ciatio”. Esta es una caracteristica exclusiva que
esta presente solo en las especies de dicho género, no registrandose en ningun otro taxén
del reino vegetal. Mientras que la mayoria de los grandes géneros de plantas difieren en
caracteristicas de las propias flores, en Euphorbia las variaciones se dan en las
caracteristicas del ciatio (Figura 2), que puede mostrar notables cambios en los diferentes
grupos dentro del género. En las Euphorbiaceas todas las flores son unisexuales (solo
masculinas o femeninas) y su tamafio es pequefio. Las flores masculinas estan reunidas
en grupos de 15 a 20 flores, desnudas, reducidas a un simple estambre pedicelado,
dispuestas en 5 cimas (Subils, 1984). Por su parte, las flores femeninas son pediceladas,

presentan un breve rodete periantico (Subils, 1984), y pelos en la superficie del ovario.
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Los estilos son bifidos y estan soldados en la base. El ovario es sésil, tricarpelar, trilocular
con un solo 6vulo por loculo.

El fruto es una capsula globosa, tricoca, pubescente, a la madurez glabro (Figura 3A). En
plantas creciendo en condiciones naturales se han registrado hasta 100 frutos/planta y
cada uno de estos contiene tres semillas (Juan y Saint André, 1995). Las semillas son de
color castafio o grisaceo, de forma mas o menos redonda y de superficie rugosa, de 2 a 3
mm de diametro y en la parte donde han estado adheridas al fruto poseen una cicatriz
denominada caruncula de forma reniforme, que es una de las caracteristicas utilizadas

desde el punto de vista taxonémico (Figura 3B).

Flor masculina (1) Flor femenina (2)

P

Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas de la especie: ciatio. Se pueden observar las flores masculinas (1) y
femeninas (2) con sus respectivos estambres (a), pedicelos (b), estigmas (c) y ovario (d); y demas
componentes del ciatio: bractéolas (e), glandulas (f), involucro (g) y ciatofilas (h). Adaptado de © PBI

Euphorbia Project (disponible en http://www.euphorbiaceae.org)
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Los frutos son cépsulas de dehiscencia elastica, que a la madurez se abren de forma
explosiva dispersando las semillas alrededor de la planta madre en un radio de 360°
favoreciendo la colonizacion de areas circundantes. Si bien el rango de accion de este
modo de dispersion es limitado, alcanzando sélo algunos metros, presenta la ventaja
ecologica que no depende de vectores bioticos (insectos, aves, mamiferos, etc.) o factores
abioticos (viento, agua, etc.) para la dispersion primaria. Este mecanismo de dispersion
es el principal responsable de la distribucion de las poblaciones en manchones, que se
observa a nivel de lote. El otro mecanismo importante a esta escala, que es caracteristico
de las Euphorbiaceas y que ha sido observado particularmente en E. davidii, es la
mirmecocoria, que implica el transporte de semillas por hormigas. Las semillas que
cuentan con este mecanismo de dispersion secundaria normalmente poseen estructuras
denominadas elaiosomas, ricas en lipidos, que estimulan el habito de transporte (Brew et
al., 1989). En el caso de esta especie, la carincula carnosa de las semillas recién separadas
del fruto presenta un atractivo particular para las hormigas. Se ha observado que las
mismas recogen Y trasladan propagulos que recientemente han caido al suelo por la
dehiscencia de las capsulas, e incluso cosechan los frutos de las plantas cercanas a los
hormigueros a principio de otofio. Aunque la dispersion por mirmecocoria alcanza
distancias limitadas, se reconoce la importancia de dicho mecanismo en la distribucién
espacial de ésta y otras especies de malezas (Beattie y Lyons, 1975; Pemberton e Irving,
1990; Gomez y Espadaler, 1994).

A una escala espacial mas amplia, (regiones, distritos y paises) los mecanismos
principales de dispersion son otros. En el continente europeo se ha estudiado la
distribucion siguiendo los recorridos de las principales vias férreas y se revela que las
menciones originales de la especie corresponden a habitats cercanos a las estaciones de

ferrocarril. También se destaca la distribucién a través de las carreteras, el transporte por
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agua en campos que sufren anegamiento o con escurrimiento superficial, entre otras
(Oprea et al., 2012; Barina et al., 2013).

La viabilidad de semillas recientemente cosechadas, en general supera el 90 % y
frecuentemente presentan dormicion aparentemente asociada al efecto materno y la

interaccion genotipo ambiente.

Figura 3. Frutos (capsulas) (A) y semillas (B) de Euphorbia davidii.

3. Diferenciacion morfologica de la especie

Aunque en varios relevamientos de flora arvense ha sido clasificada errobneamente,
Euphorbia davidii difiere de otra especie del mismo género con la cual ha sido confundida
a nivel mundial, que es E. dentata. No obstante esto, ain hoy continua la controversia
acerca de si son dos especies, 0 si E. davidii es una variedad dentro de E. dentata
(Mayfield, 1997).

En estado de cotiledon y hasta las primeras hojas no se observan diferencias notables
entre ambas malezas. Sin embargo, una particularidad sugerida para el reconocimiento de
las plantulas, es la diferencia de longitud y predominancia de pelos largos y cortos entre
ambas especies. Euphorbia davidii se caracteriza por la presencia de pelos muy cortos

con algunos de mayor longitud en todos los érganos vegetativos mientras que en E.
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dentata predominan los pelos largos que enmascaran a los pelos cortos (Marchessi et al.,
2011a).

En cuanto al nimero cromosdmico se destaca E. davidii es una especie tetraploide
(2n=56), mientras que E. dentata es diploide (2n=28) (Barina et al., 2013).

Oprea et al. (2012) resumen las principales caracteristicas morfoldgicas entre E. dentata
y E. davidii, que pueden contribuir a la determinacion fehaciente de las especies

involucradas (Tabla 1).

Tabla 1. Diferencias morfoldgicas entre Euphorbia davidii y Euphorbia dentata.

Euphorbia davidii Euphorbia dentata

Tricomas en el | Fuertemente cénicos, en una | Cilindricos, débiles en la base,
lado abaxial de las | célula basal grande, con | sin células basales grandes, con

hojas paredes verrugosas. paredes lisas.

Lacinia del ciatio | Glandular. No glandular.

Ploidia Tetraploide. 2n = 56 Diploide. 2n = 28

Semillas Angulares  en seccion | Redondeadas en  seccion
transversal, solamente un | transversal, claramente maés
poco mas larga que ancha, | larga que ancha, con una
con una gran cartncula | pequefia caruncula.

reniforme amarilla.
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4. Origen, historia y distribucion geografica

Euphorbia davidii es originaria de Norteamérica, centro de EE.UU. y noroeste de México,
habiéndose dispersado a través de las rutas al resto del continente.

Con respecto a la distribucion mundial, ademas de las localizaciones antes mencionadas,
se la reconoce como especie introducida e invasiva en Canada (Figura 5a) (Missouri
Botanical Garden, 2016) y Australia (Vladimirov y Petrova, 2009). También es posible
que plantas reportadas en China (Ma y Liu, 2003) y Corea (Lee et al., 2009) puedan
pertenecer también a E. davidii.

En Europa, E. davidii fue detectada por primera vez en Italia en 1995, siendo colectada y
nombrada como E. dentata por Poldini et al. (1996), y luego reconsideradas como E.
davidii por Galasso et al. (2011).

Maés tarde, fue detectada en Bulgaria (Vladimirov y Petrova, 2009), en Francia en 2010
(Girod y Fried, 2011 y Hoffer-Massard, 2011), en Crimea en 2010 (Yena, 2011), en Suiza
en 2011 (Hoffer-Massard, 2011), en Hungria en 2012 (Barina et al., 2013), y mas
recientemente en Serbia (Purger et al., 2015).

Ademas, segln Barina et al. (2013), cuyo trabajo consistié en una revision de ejemplares
de E. dentata de varias procedencias citados en reportes realizados hasta 2011 como:
Rusia (Mikheev, 1971), Republica de Moldavia (Myrza y Sabanova, 1992), Bélgica
(Verloove, 2006), Ucrania (Kovalenko et al., 1993; Mosyakin y Yavorska, 2002), y
Rumania (Oprea, 1997); se concluy6 que solo E. davidii se encuentra en todos estos
paises, y E. dentata se ha informado erréneamente (Figura 4).

Esta analogia entre E. dentata y E. davidii, difundida a nivel mundial, ha complicado el
estudio de ambas especies, porque todos los reportes provenientes Europa y América

publicados hasta 2011, mencionan exclusivamente a E. dentata sin considerar la
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existencia E. davidii y actualmente, tanto la flora de estos sitios, como antiguos
ejemplares depositados en herbarios de referencia, han tenido que ser reclasificados a esta
ultima, indicandose en algunos casos la ausencia total de E. dentata en sitios donde se
habia reportado su presencia como maleza (Marchessi et al., 2011a; Oprea et al., 2012;
Barina et al., 2013).

Particularmente en nuestro pais, toda la bibliografia menciona a E. davidii como
endemismo de las provincias de Cordoba y San Luis (Subils, 1984; Instituto de Botanica
Darwinion, 2014; PlanEAr, 2014). La descripcion original de la especie fue realizada por
Subils (1984), quien menciona por primera vez a Euphorbia davidii Sect. Poinsettia, en
base a ejemplares coleccionados en el Departamento de Rio Cuarto, Cérdoba y en el
Departamento de Pringles, San Luis. Sin embargo, en estudios posteriores realizados por
Mayfield (1997) se indicO que esta especie era sindGnimo de dos variedades de Euphorbia
dentata previamente identificadas en Estados Unidos, una de ellas identificada en Arizona
en 1890 (E. dentata var. gracillima Millsp.) y la otra en Wisconsin en 1923 (E. dentata

var. lancifolia Farwell).
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1 km

s

© QGIS 2012

Figura 4. Distribucion de Euphorbia davidii en Europa, extraido de Barina et al., 2013.
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La presencia de Euphorbia davidii en la provincia de Buenos Aires fue documentada
inicialmente por Mayfield (1997) a partir de un ejemplar recogido en el partido de
Olavarria; aunque este autor sostiene que esta especie es sinénimo de Euphorbia dentata.
Por su parte Subils, que fue su descriptora original para nuestro pais y a partir de sus
solidos conocimientos y fundamentos botanicos, la considera E. davidii.

Finalmente, los ultimos relevamientos realizados por Marchessi et al. (2011a) que toman
en cuenta la doctrina de Subils, destacan a Euphorbia davidii como la especie

omnipresente en el centro y sur de esta provincia.

Figura 5. Distribucion geogréfica de Euphorbia davidii en el continente americano (a), y en mayor detalle

en el &rea de estudio, zona centro de la provincia de Buenos Aires (b).

En la flora de la provincia de Buenos Aires dentro de la Sect. Poinsettia solo ha sido
citada E. dentata (Dawson, 1965) y por lo tanto hasta 2010, a excepcion de la obra de
Mayfield (1997), todas las publicaciones hacian referencia unicamente a la presencia de

E. dentata. Sin embargo, los relevamientos realizados en el centro y sudeste de esta
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provincia convalidaron que la Unica especie presente en esta zona es E. davidii. Trabajos
realizados por grupos de investigacion de la Facultad de Agronomia de la Universidad
Nacional del Centro de la provincia de Buenos Aires con sede en Azul, mencionan que la
misma fue detectada en la zona en 1983, localizada en focos aislados y que actualmente
se encuentra distribuida en el 85 % del area agricola de ese partido. También esta
registrada su presencia en otros distritos: Olavarria, Tandil, Balcarce, Bolivar, 25 de
Mayo, Benito Juarez, Gonzalez Chaves, Laprida, General Lamadrid, Tres Arroyos,
Coronel Suarez, Saavedra, Adolfo Alsina, Coronel Pringles y Bahia Blanca (Juan y Saint
André, 1995; Juan et al., 1996; Marchessi et al., 2011a) (Figura 5 b). Sin embargo, no se
descarta la existencia no documentada en otros partidos, como asi tampoco que persistan
errores de identificacion confundiéndose con E. dentata, tal como ocurrio en el sudeste
bonaerense donde no fue posible hallar ni un solo ejemplar de esta Gltima especie.

Igualmente, y a pesar de los avances en materia de clasificacion taxonomica, hoy en dia
la polémica se mantiene, porque algunos reportes y listas de flora online no diferencian
ambas especies (e.g., Jepson eFlora, 2014; PlantNET, 2017) y consecuentemente esto
conlleva a confusiones y complica el intercambio de informacion sobre aspectos de
biologia y demografia de la especie, que podrian ser utilizados para disefiar estrategias de

manejo.

5. Importancia econdmica y control

En el centro de la provincia de Buenos Aires, E. davidii es considerada una especie
altamente competitiva y de dificil control debido a la baja eficacia que presentan la
mayoria de los tratamientos quimicos asociado a la gran dependencia del estado

fenoldgico de la maleza al momento del control (Juan y Saint André, 1997; Juan et al.,
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2000). Esto ocasiona gran variabilidad de resultados en los tratamientos con glifosato e
imazetapir cuando son aplicados en post emergencia a las dosis recomendadas (Juan y
Saint Andre, 1997; Juan et al., 2002). En general, se observa una estrecha relacion entre
el estado fenologico, la dosis y los niveles de control obtenidos. Se destaca que la
sensibilidad disminuye a medida que el estado fenolégico avanza. Como recomendaciéon
de manejo para el control quimico con glifosato se cita que el producto permite alcanzar
una eficacia de control de alrededor del 90 % de las plantas presentes, cuando es aplicado
adosis de 1000 g e.a. ha'* desde la emergencia de la maleza hasta el inicio de ramificacion,
notandose una especial sensibilidad en el estado de 2 a 4 hojas (Juan et al., 2011).

Es recomendable evitar que la maleza llegue al estado de inicio de floracion porque para
obtener niveles de control aceptables serian necesarias dosis superiores a 2000 g e.a. ha*
(Juan et al., 2011). Ademas, en estados fenologicos avanzados se ha observado la
regeneracion adventicia de plantas afectadas por el herbicida, lo cual sugiere que la
maleza podria metabolizar el producto y sobrevivir a los tratamientos, tal como esta
reportado para E. heterophylla (Langston et al., 1984).

El efecto de interferencia competitiva sobre soja, bajo condiciones semi-controladas de
laboratorio, indican reducciones respecto del testigo libre de competencia que oscilan
entre 35 al 45 % en rendimiento de granos cuando el cultivo compite con una densidad
igual o mayor a 100 plantas de E. davidii m?y se detectaron variaciones significativas
en indicadores tales como vainas/planta, semillas/vaina, niumero de hojas trifoliadas y en
menor medida el peso de 1000 semillas (Juan y Saint André, 1995; Juan et al., 2003).
Estudios a campo realizados en el partido de Azul a fines de la década del "90 por Juan et
al. (2003), reportaron que en soja de grupo 1V, 100 plantas m de lecheron (Euphorbia
davidii) provocaban pérdidas de rendimiento cercanas a los 700 kg ha*, representando

mas de un 30 % de reduccion de rendimiento respecto del testigo desmalezado. No
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obstante, se observaron efectos significativos a partir de densidades de 8 a 10 plantas
m-2 lo cual indica una alta habilidad competitiva de la maleza. El principal componente
del rendimiento afectado fue el nUmero de vainas por planta, que registro diferencias del
15 % respecto del testigo a partir de una densidad de lecherén de 20 plantas m (Juan et
al., 2003).

En la extensa revision realizada en el presente trabajo de tesis no se ha encontrado
informacidn especifica que indique efectos alelopaticos de E. davidii sobre otras especies.
No obstante, numerosos trabajos cientificos indican que otras especies del mismo género,
presentarian este fendmeno (Mola y Alvarez, 2002; Tanveer et al., 2010; Tanveer et al.,
2013; Vestena et al., 2016). Por ultimo, si bien numerosos trabajos mencionan la toxicidad
del latex y aversion para rumiantes observada en otras especies de este género que
invaden campos de pastoreo e.g. E. esula L. (Halaweish et al., 2002), no se registran datos
especificos para E. davidii.

Si bien, aln no se han registrado biotipos resistentes a herbicidas en E. davidii, existen
casos registrados de resistencia en una especie emparentada botanicamente, E.
heterophylla, que ademas muestra cercania geogréafica con E. davidii. Segun Heap (2016),
el primer caso de resistencia en dicha especie se registré en 1990 en Ecuador al herbicida
linuron. Posteriormente en 1993 y 1995 se registraron casos de resistencia a herbicidas
ALS en Brasil y Paraguay respectivamente; y finalmente el altimo caso fue documentado
en el afo 2004 en Brasil, tratandose de una resistencia maltiple a herbicidas ALS y PPO.
Dado que existe relativamente poca informacion de E. davidii en la bibliografia, se
continuara la descripcién bibliografica utilizando el conocimiento disponible de otra
Euphorbiacea ampliamente estudiada como E. heterophylla.

A nivel mundial, E. heterophylla es la especie Euphorbiacea mas problematica y

ampliamente estudiada. El periodo critico de competencia de esta especie en el cultivo de
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soja fue establecido entre 17 y 44 dias luego de la emergencia (Meschede et al., 2002),
mientras que Adelusi et al. (2006) indicaron que el periodo critico libre de malezas se
sitla entre 28 a 38 dias en competencia con soja.

E. heterophylla compite con mucho éxito con los cultivos, especialmente en las primeras
etapas de establecimiento, debido a su capacidad para crecer muy rapidamente y formar
un dosel denso sobre las plantas de cultivos pequefios. Es importante controlar la maleza
en estados iniciales, previo a que las plantas alcancen un desarrollo avanzado,
minimizando asi la recarga de semillas al banco del suelo. Ademas, es de destacar la
ocurrencia de flujos continuos de emergencia a campo de la especie durante toda la
estacion de crecimiento y desarrollo, dificultandose en gran medida lograr un control
efectivo (Wilson, 1981).

Las pérdidas de rendimiento varian de un cultivo a otro. Por ejemplo, en soja y mani se
registraron pérdidas de 30 y 50 %, respectivamente, debido a la presencia de E.
heterophylla (Bannon et al., 1976; Nester et al., 1979; Bridges et al., 1992; Willard y
Griffin, 1993). De acuerdo a Kissmann y Groth (1992), las pérdidas de rendimiento en
soja debido a E. heterophylla puede alcanzar hasta el 80 % dependiendo de las practicas
de manejo.

Las densas poblaciones de la maleza pueden anular el rendimiento a través de la
competencia, imposibilitando la recoleccion de la cosecha (Nester et al., 1979). Ademas,
después de semillar, las plantas adultas de E. heterophylla permanecen verdes en el
cultivo por 60-80 dias (Egunjobi y Kupoluyi, 1973) causando graves problemas durante
la cosecha. E. heterophylla, al igual que el resto de las Euphorbiaceae, contiene un latex
blanco y pegajoso, que causa suciedad y que la vegetacion se adhiera a la cosecha. Esto
reduce la calidad final y también puede aumentar el contenido de humedad del grano a

cosecha (Nester et al., 1979).
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6. Potenciales usos de especies del género Euphorbia

El género Euphorbia contiene diterpenoides conocidos por sus efectos irritantes de piel
como: jatropano, latirano y mirceno (Sulyok et al., 2011), tigliano, ingenano, dafnano
(Jassbi, 2006), pepluano, y sesquiterpenoides; euphanginol, clovandiol, euphorbiosido A,
euphorbiosido B (Shi et al.,, 2008), flavonoides; rutina, kaempferol, myricetina,
quercetina y derivados (Noori et al., 2009), compuestos volatiles; terpineno, linalool, a-
terpineol, B-cariofileno, humuleno (Fokialakis et al., 2003), taninos (euphorbinas),
triterpenoides; lupeol, lupeol acetato, betulina, p-amyrina y fitoesteroles; B-sitosterol
(Patel et al., 2009). Estos constituyentes han sido asilados en diferentes partes (hojas,
partes aéreas, latex, raices y semillas) de especies del género Euphorbia.

En las especies de la seccion Poinsettia a la que pertenece E. davidii, el latex es diferente
del que poseen las especies de las restantes secciones, pues es la Unica que carece de
triterpenos tetraciclicos y tiene predominancia de a-amirina y sus ésteres (Subils, 1977).
Existe un interés creciente en los diterpenos propios del género Euphorbia por su
diversidad estructural y efectos terapéuticos. Estos compuestos han demostrado poseer
efectos citotdxicos, antitumorales, antibacteriales, anti-inflamarios y anti-HIV (Jassbi,
2006; Shi et al., 2008; Demirkiran et al., 2011).

Algunas especies del género Euphorbia se destacan por la produccion de sustancias
aleloguimicas como compuestos fendlicos, diterpenos y otras, que actan contra insectos,
nematodos, hongos, bacterias y moluscos, indicandose que podrian ser de interés para el
potencial desarrollo de productos de origen bioldgico para el manejo de organismos
perjudiciales en cultivos (Tanveer et al., 2013). Se han encontrado propiedades anti-

bacteriales en extractos de E. guyoniana Boiss. & Reut. (El-Bassuony, 2007), E.
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heterophylla (Falodun et al., 2008); anti-virales en E. thymifolia (Lin et al., 2002), y E.
hyberna L. (Bedoya et al., 2009), anti- fangicas en E. nivulia Buch.-Ham (Annapurna et
al., 2004), E. hirta, y E. tirucalli (Mohamed et al., 1996); nematicidas en E. tirucalli, E.
helioscopia, E. splendens Bojer. Ex Hooke., y E. pulcherrima Willd. Ex Klotzsch (Devi
y Gupta, 2000); molusquicidas en E. conspicua (Dos Santos et al., 2007), y E. paralias
L. (Abdelgaleil et al., 2002); e insecticidas en E. hirta (Liu et al., 2007).

Actualmente, solo se reportan datos de usos potenciales de E. davidii a partir de la
extraccion de tres glucésidos flavonoides que estan siendo evaluados para el tratamiento
de distintos tipos de cancer de piel, utero, ovario y mama (Rédei et al., 2015). Por otra
parte, queda claro que siendo el latex una sustancia ampliamente utilizada en la industria,
se pueda especular sobre posibles extracciones con fines comerciales. En algunas especies
de Euphorbia relacionadas como E. tirucalli L. se han observado posibilidades de uso
para el desarrollo de biocombustibles (Khaleghian et al., 2011). En este sentido, desde el
afio 2010 Repsol Espafia cuenta con un proyecto para desarrollar biocombustibles a partir
de E. lathyris (Repsol, 2016). Cabe mencionar ademas que Coutinho et al. (2016),
destacan el potencial uso de siete especies de Euphorbiaceas, como biocombustible,
jabones, detergentes, componentes para pinturas, barnices y lubricantes industriales. Por
otro lado, dado que se desconoce el valor econémico de la mayoria de los germoplasmas
de especies silvestres, es probable que muchas caracteristicas provenientes del genoma

de esta especie puedan ser utilizadas en el futuro.
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7. Hipotesis vy objetivos

En funcion de la problematica planteada y en relacion a la revision bibliografica y la

experimentacion previa efectuada sobre E. davidii se plantearon las siguientes hipdtesis:

H1: Euphorbia davidii es una especie invasiva en la zona centro de la provincia de Buenos

Aires, con capacidad para establecer bancos de semillas persistentes y generar varias

cohortes de individuos al afio.

H2: Existen biotipos de Euphorbia davidii con resistencia al herbicida glifosato.

H3: La disponibilidad de ciertos nutrientes minerales en el suelo afectan el control

quimico de Euphorbia davidii con glifosato.

8. Objetivos generales

G1: Estudiar el efecto de las précticas de manejo de la region centro de la provincia de

Buenos Aires y su impacto sobre la dinamica poblacional de E. davidii.

G2: Evaluar la existencia de poblaciones con sensibilidad diferencial al herbicida

glifosato.

G3: Evaluar la influencia del estado nutricional en el control quimico de E. davidii.
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9. Objetivos particulares

P1: Evaluar el banco de semillas de Euphorbia davidii en la zona centro de la provincia

de Buenos Aires.

P2: Evaluar la germinacion y viabilidad de las semillas de Euphorbia davidii extraidas de

diferentes estratos de profundidad del suelo.

P3: Analizar la dindmica poblacional de Euphorbia davidii mediante el seguimiento de

cohortes.

P4: Establecer una escala de tiempo térmico para predecir la ocurrencia de distintas etapas

fenologicas.

P5: Comparar la sensibilidad de diferentes poblaciones de Euphorbia davidii al herbicida

glifosato.

P6: Evaluar el efecto del nivel de fésforo y azufre en el suelo, en la eficiencia de control

de Euphorbia davidii con glifosato.



32

CAPITULO I

EVALUACION DEL BANCO DE
SEMILLAS DE Euphorbia davidii EN
LOTES AGRICOLAS DE LA
PROVINCIA DE BUENOS AIRES (*)

(*) Parte de la informacion incluida en este capitulo ha sido publicada: Nufiez Fré, F.R.;
Juan, V.F. y Chantre, G.R. (2014). Distribucion vertical del banco de semillas de
Euphorbia davidii Subils en lotes agricolas de la zona centro de la Provincia de Buenos
Aires, Argentina. Planta Daninha 32(4), 709-718.
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1. Introduccion

El término banco de semillas ha sido adoptado para designar reservas de semillas viables
en la superficie del suelo y en profundidad (Roberts, 1981), que son capaces de
reemplazar las plantas adultas que desaparecieron por causas naturales o antropicas
(Baker, 1989). En suelos agricolas, los bancos de semillas constituyen la principal fuente
de renovacion y perpetuacion de las malezas anuales (Cavers y Benoit, 1989).

La informacion del banco de semillas de comunidades de malezas se obtiene mediante
sucesivos muestreos a distintas profundidades del perfil del suelo. Dada la complejidad,
lentitud y lo tedioso de dicha metodologia (Gonzalez y Ghermandi, 2012) existe escasa
informacidn al respecto. Ademas del tiempo y el costo que representan dichos muestreos,
quizas uno de los principales factores que incrementan la dificultad de este tipo de
investigaciones, es el tipo de distribucidn espacial que presentan las especies de malezas.
A nivel de lote a menudo estan distribuidas en manchones, evidenciandose la recurrencia
de las especies en los mismos sitios a lo largo del tiempo (Clark et al., 1996). Las causas
que originan este tipo de distribucion pueden estar asociadas a los mecanismos de
dispersion y/o a la heterogeneidad de factores ambientales y culturales (Matteucci y
Colma, 1982). Por ende, es comun en un muestreo encontrar un gran nimero de muestras
sin semillas y pocas unidades con alta concentracion de propagulos. De acuerdo con
Forcella et al. (2004), el modelo espacial de los bancos de semillas sigue una distribucion
binomial negativa, lo que significa que esta agregacion esta influenciada por la densidad,
es decir, conforme aumenta la densidad el nivel de agrupacion disminuye.

Las semillas de las malezas estan en constante redistribucién, desplazandose tanto en
forma horizontal como vertical. La distribucion horizontal obedece a la micro-topografia

y a vectores bidticos (aves, mamiferos) y abioticos (viento y precipitaciones). La
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distribucion vertical obedece principalmente a las labores culturales, la macro y micro
fauna del suelo (Clements et al., 1996) entre otros factores. La profundidad de muestreo
se define en funcion del tipo de vegetacion presente y el objetivo de la investigacion. En
los suelos cultivados se recomienda tomar muestras a la profundidad de siembra de los
cultivos. En esta zona se concentra alrededor del 90% del banco de semillas (primeros 20
cm), evidenciandose una disminucion de la densidad a medida que aumenta la
profundidad, dependiendo el patrén de reduccion del tipo de labranza (Fernandez-
Quintanilla, 1988; Yenish et al., 1992; Lopez Granados y Garcia Torres, 1993).

La metodologia para el estudio de los bancos de semillas, no tiene una definicion exacta
con respecto al nimero y/o volumen de suelo a ser muestreado. Generalmente, el costo
del muestreo y los recursos disponibles como tiempo, espacio y trabajo fisico, definen el
criterio mas adecuado a adoptar en cuanto al nimero y tamario de las muestras (Benoit et
al., 1989). Kropac (1966) sefiala como lineamiento general, que es mas ventajoso tener
un gran namero de pequefias muestras, que un pequefio nimero de muestras mas grandes.
En especies anuales, los individuos que emergen representan solamente una proporcion
de las semillas presentes en el suelo, pero en general, existe una relacion directa entre la
abundancia de las especies en el lote y la abundancia de sus propagulos en el banco de
semillas (Silvertown, 1982). La germinacion de semillas en el suelo, resulta del balance
entre condiciones ambientales favorables y caracteristicas intrinsecas de estos 6rganos de
reproduccion. Particularmente, la dormicién es uno de los principales mecanismos de
preservacion de las malezas, distribuyendo la germinacion y la emergencia a lo largo del
tiempo y el espacio (Carmona, 1992), aumentando las probabilidades de supervivencia y
perpetuacion de dichas especies (Mc Ivor y Howden, 2000).

Por su parte la supervivencia de las semillas se encuentra afectada por la accion de los

predadores, microorganismos, germinacion fallida, muerte fisioldgica, y las condiciones
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adversas del suelo que pueden afectar negativamente la viabilidad de las mismas (gj.
profundidad de entierro) (Booth et al., 2003).

Desde el reconocimiento de estos mecanismos de dormicion, se consideran dormidas a
las semillas cuyas caracteristicas morfologicas, fisioldgicas o fisicas impiden la
germinacion bajo condiciones ambientales Optimas (Villiers, 1972). Segun Benech-
Arnold et al. (2000), la dormicion es un proceso intrinseco de la semilla determinado por
uno o mas factores internos que impiden la germinacién en condiciones térmicas, hidricas
y gaseosas adecuadas.

Las especies silvestres generalmente tienen mecanismos de dormicién, mientras que las
especies cultivadas mas comunes fueron perdiendo estos mecanismos durante el proceso
de seleccién y domesticacion, lo que resulta en variedades modernas con poca 0 ninguna
dormicion. Harper (1957) introdujo los términos de dormicion innata (primaria) e
inducida (secundaria) para caracterizar el desarrollo de la dormicion a partir de la planta
madre o después de la separacion de la misma, respectivamente. La dormicién primaria
impide la germinacién en la planta madre y en semillas recién dispersadas, variando su
intensidad con el genotipo, el ambiente y la interaccion genotipo x ambiente durante la
fase de maduracion en la planta madre (Fenner, 1991). Tanto la dormicién innata como
la inducida, normalmente son afectadas por las condiciones ambientales.

Para comprobar la viabilidad y germinacion de las semillas extraidas del suelo es
necesario aplicar pruebas de laboratorio especificas. Las mismas permiten determinar en
una muestra dada la proporcion de semillas viables y capaces de producir plantulas
normales en condiciones favorables. Este tipo de prueba es valida para especies cultivadas
de interés econdmico. Sin embargo, cuando se trabaja con especies nativas o malezas, los
resultados son mas complejos de interpretar debido a la presencia del mecanismo de

dormicion ya mencionado (Eira et al.,, 1998; Carvalho y Nakagawa, 2000). Otra
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caracteristica importante es la viabilidad de las semillas, que define la capacidad potencial
de germinar durante periodos variables de tiempo. Las condiciones de almacenamiento y
factores ambientales tienen un efecto decisivo sobre la viabilidad de cualquier especie
(Malavasi, 1988). La prueba de TTC (Cloruro de trifenil tetrazolio), es el test mas
difundido para determinar viabilidad con amplia difusion internacional (ISTA, 2011). Sin
embargo, presenta ciertos inconvenientes como el costo, tiempo y variabilidad de las
estructuras morfologico-anatomicas de muchas semillas de malezas que pueden dificultar
una estimacion rapida y eficiente de la viabilidad de las mismas (Borza et al., 2007).

El tamafio y la composicion de una poblacion de semillas en el suelo en un momento dado
es el resultado de un equilibrio entre las entradas y pérdidas (germinacion, dafios,
parasitos, depredadores y transporte por varios agentes). La densidad y conformacion
temporal del banco de semillas dependera de la especie, dormicion, condiciones
ambientales, presencia de depredadores y microorganismos, etc. A nivel de comunidad,
la dinamica de los bancos de semillas dependera de las particularidades de las distintas
especies de cada comunidad y entre comunidades. Por lo general, la funcién principal de
pérdida del banco esta dada por la germinacién (Parker et al., 1989). El periodo de
germinacion y emergencia caracteristico de cada especie identifica la estrategia de
regeneracion. Thompson y Grime (1979) caracterizaron como bancos de semillas
transitorios, a aquellos cuya germinacién se produce en un plazo maximo de un afio
después de la dispersion y como persistentes, aquellos cuya germinacion supera este
periodo. Los bancos persistentes se caracterizan por el predominio de semillas pequefias,
livianas, con dormicién y sin mecanismos de dispersion o defensas quimicas especificas.
Son favorecidos en condiciones de alto riesgo ambiental para la supervivencia de las
especies maleza (Parker et al., 1989), y las semillas de estos bancos suelen atraer menos

predadores comparativamente con las semillas de mayor tamafio caracteristicas de los
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bancos de corta duracion, debido a que estas ultimas suelen tener mayor contenido de
energia (Louda, 1989).

En los suelos cultivados, los bancos persistentes normalmente constituyen un problema
serio para la agricultura ya que garantizan la infestacién de malezas durante un largo
periodo de tiempo, incluso cuando se impiden las nuevas entradas de semillas en la zona.
Esto conduce a la disminucion en el rendimiento y calidad del producto cosechado, asi
como un aumento de los costos de produccion.

A nivel mundial el control quimico es la principal estrategia de control de malezas
(Christoffoleti, 2004). Sin embargo, la necesidad de disminuir el impacto ambiental y a
fin de poder satisfacer la creciente demanda social en cuanto a la inocuidad alimentaria y
la reduccion del uso indiscriminado de agroquimicos, ha surgido una propuesta
alternativa sustentable basada en el Manejo Integrado de Malezas (MIM) (Dessaint et al.,
1996).

El estudio del banco de semillas de malezas es entonces necesario a fin de entender y
simular el comportamiento demogréafico con miras al establecimiento de programas de
MIM (Ambrosio et al., 2004). Proveen también informacion ecoldgica de la dinamica
poblacional, permite reflejar el éxito o fracaso de las medidas de control, y anticipar los
niveles de infestacion y la diversidad de las infestaciones en un campo de cultivo (Forcella
etal., 2004). De hecho, las investigaciones en esta area han servido de guia para el manejo
de malezas y podrian ser aplicadas al manejo de especies invasoras (Holt, 2004).

El estudio de los bancos de semillas en suelos cultivados es de gran importancia para la
agricultura, ya que permitiria la construccion de modelos de dinamica temporal y
espacial, lo que facilitaria el ajuste de las estrategias y programas de control (Martins y

Silva, 1994). El conocimiento de las tasas de emergencia de especies de malezas, por
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ejemplo, se puede utilizar para ajustar gestiones del suelo y del cultivo, racionalizando el
uso de herbicidas (Voll et al., 1996).

Actualmente existen pocos estudios de bancos de semillas de las principales malezas en
la Argentina. Considerando que E. davidii representa una de las principales especies
invasoras en lotes agricolas de la region central de la provincia de Buenos Aires, se
plantean los siguientes objetivos: cuantificar la abundancia, distribucion vertical y
viabilidad de las semillas en el banco del suelo en lotes donde se desarrolla agricultura
continua, bajo dos sistemas de manejo (siembra directa continua e interrumpida por

labranza), en la zona centro de la provincia de Buenos Aires, Argentina.

2. Materiales y métodos

Cuantificacion y distribucidn vertical del banco de semillas

Durante los afios 2012 y 2014, se realizaron estudios a campo en dos lotes agricolas
ubicados en el centro de la provincia de Buenos Aires, Argentina. Dichos lotes fueron
seleccionados por haber sido utilizados para agricultura en forma continua en el periodo
(2000-2014) y por presentar una alta densidad de la maleza, que de acuerdo a los
relevamientos previos superé las 500 plantas m™ por afio, lo cual evidencia las
dificultades de control por parte de productores utilizando glifosato como principal
herbicida.

El lote de Olavarria se encuentra ubicado en la localidad de Sierras Bayas (240 m.s.n.m.,
36°58'0.99"; 60°11'49.68"0) y el sistema de labranza utilizado durante la Gltima década

fue siembra directa continua; mientras que en el lote de Azul (148 m.s.n.m., 36°50'8.75"S
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y 59952'20.23"0) también bajo sistema de siembra directa, se realizaron labranzas con
disco en 2009 y 2013.

El muestreo de cada lote consistio en la recoleccion de 240 muestras de suelo
provenientes de 60 puntos distribuidos al azar, extraidas mediante un barreno. Las
unidades de muestreo estuvieron representadas por cilindros de suelo de 8 cm de didmetro
por 5 cm de alto, tomados a 4 niveles de profundidad: 0-5, 5-10, 10-15 y 15-20 cm. El
suelo muestreado fue caracterizado como Argiudol tipico, con textura franco arcillosa.
Las extracciones se realizaron dos veces al afio; la primera durante el mes de mayo, luego
de la dispersion de semillas, y la segunda en septiembre antes que comenzara la
germinacion en condiciones de campo.

Las muestras de suelo extraidas fueron almacenadas hasta su procesamiento a
temperaturas menores a 15°C y en oscuridad, para prevenir la germinacion de los
propagulos durante el almacenamiento.

La separacion de la totalidad de los propagulos de las muestras de suelo se realizé en
laboratorio, utilizando la técnica de tamizado en himedo, que consistio en colocar las
mismas sobre un tamiz malla 18 (tamafio de abertura 1000 micrones), bajo un flujo de
agua constante, para desagregar el suelo, identificar y juntar las semillas de la especie en
estudio.

La cantidad de semillas proveniente de cada una de las dos extracciones anuales
realizadas, en cada uno de los lotes relevados y de cada estrato de suelo, fueron registradas
en forma independiente y los resultados fueron sometidos a analisis de varianza, en un
disefio completamente al azar, las medias fueron separadas en base a la diferencia minima
significativa, con el test de Tukey con un nivel de probabilidad p<0,05; utilizando el
software estadistico InfoStat version 2012 (Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional

de Cordoba, Argentina).
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Evaluacion de la germinacion y viabilidad del banco de semillas

A partir de las semillas obtenidas en la experiencia anterior, se realizaron ensayos para
evaluar la germinacion y la viabilidad.

Para esto, cuatro muestras de 30 semillas de cada localidad y cada profundidad, fueron
dispuestas en placas de Petri sobre papel de filtro humedecido con agua destilada y
colocadas en camara de germinacion a 18 °C (Marchessi et al., 2011b). Se realizaron
recuentos del nimero de semillas germinadas cada 3 dias, durante un periodo de 21 dias.
Las semillas que no germinaron se sometieron al test de viabilidad, mediante la prueba
de 2,3,5-Trifenil tetrazolio (Perry, 1984). La viabilidad total de cada muestra se calculd
en base a la cantidad de semillas germinadas en la primera evaluacion, adicionando las
que dieron resultado positivo de viabilidad en la prueba del tetrazolio.

Los datos de germinacién y viabilidad se procesaron estadisticamente, en un disefio
completamente al azar con cuatro repeticiones, las medias fueron separadas en base a la
diferencia minima significativa, con el test de Tukey con un nivel de probabilidad p<0,05;
utilizando el software estadistico InfoStat version 2012 (Grupo InfoStat, FCA,

Universidad Nacional de Cordoba, Argentina).

3. Resultados y discusion

Sobre el total de semillas cuantificadas en cada sitio, se observo que en el lote ubicado en
la localidad de Olavarria, con mas de 10 afios de siembra directa continua, se recolectaron
mas de 11000 semillas m™ de 0 a 20 cm en las dos épocas de muestreo. En las muestras

de suelo provenientes del lote localizado en Azul, en el que el manejo estuvo interrumpido
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por labranzas, se cuantificaron aproximadamente 23000 semillas m en el muestreo de
mayo y 28000 semillas m2en septiembre, registrandose diferencias significativas
respecto a lo detectado en Olavarria en ambos momentos de muestreo (Tabla 2).

En este ultimo caso, teniendo en cuenta que la principal via de dispersion de E. davidii es
la dehiscencia elastica de los frutos y que los propagulos son relativamente grandes y
carentes de organos de dispersion anemocora, es poco probable que haya existido un
aporte significativo de semillas de otros sitios. Posiblemente durante el primer muestreo
de mayo, pudo haber existido un remanente de semillas en capsulas sobre las plantas de E.
davidii, o bien, algunas capsulas pudieron caer al suelo sin abrirse omitiéndose esa

fraccion de semillas no dispersadas.

Tabla 2. Cantidad total de semillas de Euphorbia davidii recolectadas sobre muestras de suelo de 0 a 20
cm de profundidad en lotes agricolas de Olavarria y Azul, provincia de Buenos Aires (2012 y 2014). Los

valores seguidos de una misma letra no difieren significativamente entre si (test de Tukey, p <0,05).

Localidad Mayo (semillas m2) Septiembre (semillas m)

Olavarria 11549 b 12465 b

Azul 22950 a 27832 a

Por otro lado, si bien existe variacion en la distribucion horizontal del banco de semillas,
es poco probable que este factor explique la diferencia observada, ya que en ambas fechas
se tomaron 60 puntos de muestreo al azar en un mismo sector del lote y analizando las
variaciones entre ambos muestreos por estrato, se aprecia que en Azul existio un
incremento de aproximadamente un 25% en el estrato 0-5 cm (Tabla 3), y esto se
corresponde con un incremento de una magnitud similar en la cantidad total de semillas

de septiembre comparado con mayo en esa misma localidad (Tabla 2).
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Tabla 3. Cantidad total de semillas de E. davidii m recolectadas sobre muestras de suelo de 0 a 5, 5 a 10,
10 a 15 y 15 a 20 c¢cm de profundidad en lotes agricolas de Olavarria y Azul, provincia de Buenos Aires.

Los valores seguidos de una misma letra no difieren significativamente entre si (test de Tukey, p <0,05).

Olavarria Azul

Septiembre Mayo Septiembre

9072 a 12356 a 15415a

1895 b 6527 b 6565 b

952 bc 3204 c 4547 ¢

546 ¢ 854d 1305d

En estudios realizados sobre el banco total de semillas de la comunidad de malezas sobre
un lote agricola del partido de Azul en el afio 2000, se encontré que la densidad total de
semillas varié entre 20000 y 60000 semillas m2. Ese estudio reflejo la existencia de una
co-dominancia de tres especies mas abundantes del banco de semillas Chenopodium
album, Amaranthus quitensis y Digitaria sanguinalis, que representaron el 27,2; 21,1y
20,2 % del banco de semillas, respectivamente; y la Unica Euphorbiacea que se menciona
de importancia es Euphorbia serpens (Requesens et al., 2004).

Si bien en el trabajo de referencia no se menciona la presencia de E. davidii, es importante
destacar que los presentes estudios se realizaron en lotes bajo agricultura continua, con
altas infestaciones de la maleza y en estos se encontrd una cantidad de semillas de esta
especie similar al banco total de semillas determinado en el estudio anterior. Por otro lado,
se destaca la evolucion ocurrida en la composicion floristica de malezas de la region en
la ultima década durante la cual E. davidii ha incrementado tanto su presencia como su
abundancia (Juan et al., 2011) evidenciando claramente la capacidad invasiva y

colonizadora de esta especie.
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El manejo tradicional de malezas basado en el control quimico supone que existe un
umbral, que es definido como la densidad de malezas en la que el costo del control es
equivalente al valor del rendimiento del cultivo salvado por ese control (Cousens, 1987).
Debido a este razonamiento, habrd densidades de malezas que no afectarian el
rendimiento del cultivo en forma significativa como para justificar la aplicacion de un
herbicida, desde el punto de vista econdmico; por lo tanto, cierto nivel de densidad de
malezas permaneceria en el campo, y llevarian a un incremento en la magnitud del banco
de semillas (Hartzler, 1996).

Un incremento en el tamafo del banco de semillas dificultard los programas de manejo
de malezas, debido a que una alta densidad inicial puede llevar a que exista un elevado
remanente de individuos, aun luego de la aplicacion de un control quimico con una
efectividad superior al 85% (Taylor y Hartzler, 2000), llevando a la necesidad de recurrir
a un nuevo tratamiento u otra alternativa de control.

En la Tabla 4 se presentan los resultados de la distribucion vertical de semillas en forma
porcentual respecto del total de propagulos recolectados en ambas localidades. Para el
lote de la localidad de Olavarria en los muestreos realizados en mayo, se observé que mas
del 79% de los propagulos se encontraron en los primeros 5 cm del suelo, lo cual resulta
previsible por la forma de dispersion de las semillas y la reciente dehiscencia de las
capsulas que, en general, se produce durante los meses de marzo y abril. En este sentido,
en relevamientos realizados en siembra directa para diversas malezas, se encontré que
entre el 60 y 99% de las semillas se ubicaban a profundidades de 0-5 cm (Ghersa y
Martinez-Ghersa, 2000).

En el segundo estrato muestreado (5-10 cm) se cuantificaron menos de 2000 semillas
m2, que represent6 alrededor del 14% del total y, el 7% restante se encontrd en los dos

estratos mas profundos entre los 10 y 20 cm de suelo.
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Tabla 4. Distribucion vertical de las semillas de E. davidii encontradas hasta los 20 cm de profundidad, en
porcentaje respecto del total cuantificado, para los dos sitios muestreados en mayo y septiembre (afios 2012
y 2014). La comparacion se realiza dentro de cada localidad. Los valores seguidos de una misma letra no

difieren significativamente entre si (test de Tukey, p < 0,05).

Olavarria

Profundidad (cm) Septiembre Septiembre

714a 53,04 a
16,63 b 2593b
7,66 C 16,26 ¢

431c 4,77 d

En el muestreo realizado a los 5 meses de producida la dehiscencia (septiembre), se
obtuvieron resultados similares. Los estratos superficiales contuvieron el 70% y 15% de
las semillas, diferenciandose entre si y a su vez de los estratos mas profundos (Tabla 4).
No obstante, el primer estrato registro en septiembre una disminucion de un 8% respecto
de la cantidad registrada en mayo vy, a su vez se observo un sutil incremento, entre el 2-
3% en los tres estratos establecidos entre los 5y los 20 cm. La reduccién en el nimero de
propagulos del estrato superficial, puede ser atribuida al enterrado de las semillas por el
arrastre que ocasiona el agua, a medida que ingresa en el suelo luego de las lluvias, como
asi también a la actividad de la macrofauna del suelo, incluyendo a las hormigas.

Es importante destacar que, en el caso de siembra directa continua, la mayor proporcion
de las semillas presentes cerca de la superficie sufrirdn un mayor riesgo de predacion,
envejeceran mas rapidamente y presentaran tasas de mortalidad incrementadas por

germinacion fallida bajo condiciones medioambientales desfavorables (Ballaré et al.,
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1988). Por otra parte, en periodos de sequia, las grandes grietas formadas en el suelo
podrian generar la caida de las semillas en capas mas profundas del suelo (Ghersa y
Martinez-Ghersa, 2000). Este fendmeno es posible que explique en parte la disminucion
de la cantidad de semillas en el estrato superficial y la tendencia a un incremento en las
capas mas profundas.

La disminucidén en el numero de semillas entre ambos muestreos, también puede deberse
en parte al transporte secundario mediado por hormigas. Existen numerosos trabajos
donde se menciona la interaccion entre semillas de especies de la familia de
las Euphorbiaceas y hormigas. Dentro de los principales factores bioticos de migracion
de semillas de Euphorbiaceas (incluyendo roedores y aves), las hormigas son
ampliamente el factor mas influyente. Esa migracion ocurre tanto por transporte
secundario hasta los hormigueros, como por predacion de las mismas (Espadaler y
Gbmez, 1996). La presencia de un elaiosoma, es un factor importante en la interaccion
hormiga-semilla; dado que aquellas semillas que cuentan con el mismo, tienen una
probabilidad siete veces mayor de ser transportadas a los hormigueros por hormigas no
predadoras. Lo anterior sustenta la teoria de que la mirmecocoria es una estrategia para
evitar predadores de semillas (Espadaler y Gomez, 1997).

En cuanto a la distribucion vertical del lote ubicado en la localidad de Azul (Tabla 4), se
observa que independientemente del momento de muestreo en los primeros 5 cm de suelo
se encontraron alrededor del 50% de los propagulos con respecto al total relevado, mas
de un 25% se ubico entre los 5y 10 cm de profundidad, aproximadamente el 16% en el
estrato de 10 a 15 cm y alrededor de un 4% entre los 15 y 20 cm de suelo muestreado. Es
notable destacar que todos los estratos se diferenciaron estadisticamente de los restantes,

mostrando ese mismo comportamiento en ambas fechas evaluadas.
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De la comparacion de las dos fechas de muestreo se observa que solamente existié un
aumento destacable en el nimero de semillas para el primer estrato de 0 a 5 cm (Tabla 3),
de igual forma que en el nimero total de propagulos presentado en la Tabla 2, registré un
incremento en la cantidad de semillas en el muestreo de septiembre con respecto al
relevamiento previo de mayo.

Como se habia mencionado anteriormente, esta diferencia puede explicarse en primer
lugar, debido a un remanente de semillas en capsulas sobre las plantas de E. davidii, o por
capsulas que cayeron al suelo conteniendo semillas. Otro factor a considerar, podria ser
una menor predacion de semillas, que usualmente ocurre en sitios donde hay disturbios
como labranzas (Ballaré et al., 1988). Sumado a este efecto de menor predacion, podria
haber ocurrido un menor transporte por parte de las hormigas, por destruccion de
hormigueros durante la labranza. Dentro de los factores bioticos que podrian influir,
también se podria destacar el aporte de semillas desde otros sitios que hayan sido
consumidas por aves y eliminadas junto con el guano. Existen diversos trabajos en donde
se ha evaluado la dispersion de semillas de Euphorbiaceas por diferentes especies de aves
(Blockstein et al., 1987; Wald et al., 2005) en los cuales se puede apreciar que este factor,
si bien puede contribuir al proceso de dispersion, es de una importancia secundaria.

Otro factor que resta considerar, es el arrastre de semillas de E. davidii sobre el suelo
luego de una lluvia. Al tratarse de semillas de un tamafio de 2-2,5 mm, es probable que
puedan ser arrastradas por una lluvia de moderada intensidad; con lo cual se daria una
dispersion secundaria de semillas, y estas podrian incorporarse a las posiciones mas bajas
del paisaje.

Comparando la distribucion vertical para los dos sitios en estudio, en la Tabla 4 se puede
observar la influencia de la labranza realizada en el lote de Azul, sobre la distribucion

vertical de las semillas en el perfil.
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En el sitio ubicado en Olavarria, con una década de agricultura en siembra directa, la
mayor parte de las semillas esta posicionada superficialmente. Del total de semillas
recolectadas en este lote, alrededor de 12000 propagulos m, mas del 75% se encontraron
en los primeros 5 cm del suelo, mientras que en Azul mas del 50% de los 28000
propagulos m extraidos, se encontraron en este estrato, independiente del momento del
muestreo. Esta tendencia, también se manifesto en profundidades de 5a 10 cmy de 10 a
15 cm, donde resulta notorio el impacto de la labranza. En el presente trabajo se
encontraron diferencias en la distribucion de las semillas en el suelo, luego de solo dos
afios de labranza, incluso considerando que el tamafio de las semillas de E. davidii es
relativamente grande.

Carter e Ivany (2006) detectaron diferencias en la distribucion de las semillas de malezas
en el suelo y encontraron interaccion entre el sistema de labranza y el tamafio de la
semilla. En este trabajo, donde se evaluaron sistemas de labranza profunda, superficial y
siembra directa, se observaron cambios mas notorios en las especies de semillas mas
pequefias como Gnaphalium uliginosum (0,5 mm) y Chenopodium album (1 mm), en
contraste con propagulos de Ranunculus repens (3 mm). Esto se corresponde con los
estudios realizados por Clements et al. (1996) quienes sugieren que el efecto de la
labranza es dependiente de la especie de la maleza y esté relacionado principalmente con
el tamafio de la semilla.

Comparando labranzas minimas y tradicionales, Ekeleme et al. (2005), encontraron que
para Euphorbia hyssopifolia y E. heterophylla, el nimero de propagulos en el suelo no
resultd afectado por el sistema de labranza utilizado. La distribucién de las semillas en
los diferentes estratos observada en Azul, donde el suelo fue laboreado, puede ser
explicada en términos de probabilidad de movimiento de semillas a lo largo del perfil del

suelo. Segun los estudios realizados por Mohler et al. (2006), la probabilidad de que
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después de una labranza las semillas superficiales se ubiquen a mas de 10 cm es superior
al 70%, mientras que la probabilidad de traer a la superficie semillas que se encontraban
inicialmente a 14-18 cm, es de solo un 40%. De esto se deduce, que una labranza profunda
tiene un efecto neto de transporte de semillas superficiales a profundidades mayores a 10
cm.

Evaluando la respuesta de la germinacion en las semillas de la localidad de Olavarria, se
encontraron diferencias entre los dos momentos de muestreo evaluados (Figura 6).

Las semillas extraidas en mayo, el estrato superficial (0-5 cm), presentaron un bajo
porcentaje de germinacion (<25%), mientras que en la muestra de 10-15 cm superaron el
50 % de germinacion y se diferenciaron estadisticamente de las superficiales. La muestra
de 5-10 cm, también presentd baja germinacion (<35%), aunque no se diferencio
estadisticamente del resto.

Las semillas extraidas en septiembre desde O hasta los 10 cm de profundidad no
presentaron diferencias significativas, obteniéndose una germinacion superior al 70%,
diferenciandose de la muestra de 10-15 cm con una germinacion de un 65%, y a su vez
también de la méas profunda (15-20 cm) que solo logré una germinacién de alrededor del
40%.

Estos cambios en el porcentaje de germinacidn pueden deberse a los propios ciclos de
dormicion de las semillas, como asi también a diferentes factores que influyen en la
germinacion: intensidad luminica, fotoperiodo, luz, temperatura y sus fluctuaciones,
nitratos, niveles de Oz, CO», pH, humedad y abrasion fisica de la cubierta seminal son

algunos de ellos (Silvertown, 1982).
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Figura 6. Porcentaje de germinacion, en laboratorio, de semillas de E. davidii, extraidas de 4 estratos de
profundidad en un lote agricola de Olavarria, en mayo y septiembre (2012 y 2014). Las comparaciones son
solo validas dentro de cada momento de muestreo. Letras iguales indican que no existen diferencias

significativas entre si (test de Tukey, p < 0,05).

La temperatura es un requisito importante para la superacion de la dormicion y puede
interferir en los flujos anuales de emergencia de malezas (Benech-Arnold et al., 1988).
En el banco de semillas del suelo la temperatura es el principal factor regulador de los
cambios en la dormicion de las semillas. En las regiones de clima templado suelen existir
requerimientos de fluctuaciones diurnas y estacionales, que ayudan a aliviar la dormicion
o favorecen la reinduccion a la dormicién secundaria segin la especie considerada
(Forcella, 1998).

Sobre las muestras de suelo recolectadas en el lote de Azul, en el muestreo de mayo, el
mayor porcentaje de germinacion (~70%) se obtuvo a partir de las semillas extraidas de
0 a 5 cm, que se diferencid de las extraidas en el resto de los estratos. La germinacién en
los estratos de 5 -20 cm presentd valores entre 46 y 50% aunque no se diferenciaron

estadisticamente entre si (Figura 7).
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Figura 7. Porcentaje de germinacion, en laboratorio, de semillas de E. davidii, extraidas de 4 estratos de
profundidad en un lote agricola de Azul, en mayo y septiembre (2012 y 2014). Las comparaciones son sélo
validas dentro de cada momento de muestreo. Letras iguales indican que no existen diferencias

significativas entre si (test de Tukey, p < 0,05).

En las semillas provenientes de las muestras de suelo recolectadas en septiembre, al igual
que en el caso anterior, las semillas superficiales (0-5 cm) obtuvieron el 70% de
germinacion, diferenciandose estadisticamente del resto de las profundidades. Las
semillas de los estratos de 5 a 20 cm presentaron germinaciones inferiores al 42%, sin
presentar diferencias significativas entre si. En este caso, la tendencia a disminuir de los
porcentajes de germinacion entre ambos momentos, podria evidenciar una reinduccion a
la dormicion secundaria en estas semillas.

Al analizar la viabilidad de las semillas evaluadas, en primer lugar, se observéd que en
Olavarria, a pesar de los bajos porcentajes de germinacion obtenidos en la extraccion de
mayo en los estratos de 0-5 y 5-10 cm, la viabilidad de estos supero6 el 70%, aunque se

diferenciaron entre si (Figura 8).
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Con respecto a la evaluacion de la viabilidad en el caso de Azul, los mayores valores que
superaron el 70% se obtuvieron en el estrato superficial, que se diferencio de la viabilidad
del estrato inmediatamente inferior (5-10 cm), cuyo valor fue de un 63% para este
parametro, y de los estratos profundos donde la viabilidad fue menor. Los dos estratos
mas profundos presentaron una viabilidad de 53%, no diferenciandose entre si, pero se
diferenciaron del estrato 5-10 cm (Figura 8). Comparando la informacidn obtenida en la
germinacion y viabilidad, en primer lugar, se puede apreciar que practicamente todas las
semillas viables del estrato superior germinaron. En el resto de los estratos no todas las
semillas viables germinaron en el periodo de evaluacion.

Evaluando dentro de wuna misma localidad, se encontraron disminuciones
estadisticamente significativas de la viabilidad, a medida que se incrementa la
profundidad de muestreo, lo cual es esperable si se asume que las semillas mas profundas
son cronolégicamente anteriores que las mas superficiales. Por otra parte, se evidencia
una clara diferencia en el comportamiento de los propagulos encontrados en el banco de
semillas superficial (muestras de 0-10 cm), que posiblemente estén mayoritariamente
conformados por la dispersion de semillas del afio. Por su parte, las semillas enterradas a
mayor profundidad presentarian mayor antigtiedad (varios afios de entierro).

En ambas localidades, se puede apreciar que en el estrato superior (0 —5 cm) la viabilidad
fue siempre superior al 74%; y también que el estrato mas profundo (15 - 20 cm) tuvo
viabilidades de alrededor de un 50%. En los estratos intermedios (5-10 y 10-15 cm), la
viabilidad observada en las semillas provenientes de Azul resulto ser entre un 7 y un 12%

inferior a las de Olavarria.
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Figura 8. Porcentaje de viabilidad, en laboratorio, de semillas de E. davidii, extraidas de 4 estratos de
profundidad en lotes agricolas de Olavarria y Azul (2012 y 2014). Las comparaciones son sdlo validas
dentro de cada localidad. Letras iguales indican que no existen diferencias significativas entre si (test de

Tukey, p <0,05).

La labranza podria tener diferentes efectos sobre la viabilidad y persistencia del banco de
semillas. Cuando las labranzas son poco frecuentes, pero profundas, hay una alta
probabilidad de que las semillas se muevan a capas profundas, donde la germinacion se
vera reducida por reinduccion a la dormicion secundaria o por ausencia de factores
biofisicos adecuados para la germinacién (luz, agua, temperatura, O, etc.). Si la
longevidad de las semillas en profundidad se viera reducida (ej. en bancos transitorios),
la tendencia sera hacia una declinacion del namero de semillas en el banco ya que moriran
antes de ser llevadas a la superficie por otro laboreo. Por el contrario, si la supervivencia
fuera de varios afios (bancos persistentes), los laboreos tendran un efecto beneficioso, ya
que moveran las semillas hacia sitios seguros. Por lo cual, la dinamica de una poblacion

de malezas con banco de semillas persistente, estard influenciado por la frecuencia e
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intensidad de laboreos (Eager et al., 2013). En este mismo sentido, estudios realizados
durante 72 meses indican que la longevidad de las semillas estaria relacionada en forma
directa con el aumento de profundidad y en forma inversa con la intensidad de remocién
(Leguizamon, 1983).

Con respecto a la longevidad de semillas de malezas en un suelo cultivado, Barralis et al.
(1988) consideran dos grupos de especies: aquellas con una alta tasa de declinacion anual
en el nimero de semillas en el banco, dentro de las que se encuentran Alopecurus
myosuroides, Avena fatua, Centaurea cyanus, Galium aparine, Lapsana
communis y Matricaria perforata; y especies con una baja tasa de disminucion anual,
dentro de las cuales se incluyen algunas Euphorbiaceas, como Euphorbia exigua.
Roberts y Dawkins (1967), mencionan que eliminando el aporte de nuevos propagulos,
la reduccion en el numero de semillas viables del banco, fue de un 22% anual para sitios
no disturbados y de un 30 a 36 % para situaciones con dos Yy cuatro disturbios por afio,
respectivamente.

En trabajos realizados con el fin de determinar la viabilidad y el rango de temperaturas
Optimas de germinacion de E. davidii provenientes de dos cosechas (1995 y 2009), se
determind que en general, la viabilidad de semillas recién cosechadas supera el 90%
(Marchessi et al., 2011b). Las semillas conservadas durante 14 afios, en condiciones de
laboratorio, arrojaron valores de germinacion de un 40%, mientras que para propagulos
almacenados durante un afio la germinacién fue del 73% (Marchessi et al., 2011%). Si bien
no se conoce con exactitud la longevidad de las semillas de E. davidii en el suelo, es
posible que la misma sea similar a la de otras Euphorbiaceas, con lo cual es necesario
pensar el control de esta maleza, como una problematica a mediano o largo plazo.

De todas formas, es interesante destacar que en ambas localidades se encontraron

evidencias de comportamientos diferenciales entre el estrato superior y el resto del banco
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de semillas. Las semillas del estrato 0-5 cm provienen principalmente, del altimo aporte
de semillas de la planta madre, y por lo tanto su comportamiento y biotipos, se van a
corresponder con las condiciones de crecimiento de E. davidii del ciclo inmediatamente
anterior. El resto del banco de semillas esta principalmente conformado por propagulos
de diferentes edades, que provienen de plantas desarrolladas en diversas condiciones
ambientales y compuesto por distintas proporciones de genotipos, con lo cual seria
probable un comportamiento diferente al del estrato superficial. Esta variabilidad en la
composicion del total del banco de semillas, brinda un efecto "buffer”, que le permite a
la maleza contar con un pool genético amplio, que favorece un ajuste al medio ambiente
(fitness) de la regién (Levin, 1990).

Evidentemente la diferencia en la germinacién del banco superficial entre las extracciones
realizadas en mayo para las dos localidades, indican que el fendmeno de dormicién se
encuentra posiblemente en relacion al efecto materno, y la interaccién genotipo X
ambiente, aspectos que requieren futuros estudios.

A partir de la evidencia existente sobre E. davidii se puede afirmar la formacion de
bancos de semillas persistentes en los lotes agricolas evaluados. Se pudo constatar que es
una especie con una gran abundancia de semillas en el suelo, a pesar de contar con
semillas de tamafio relativamente grande; encontrandose mas de 11000 semillas m en
Olavarria y mas de 20000 semillas m? en Azul. Estas diferencias de abundancia podrian
estar influenciadas, entre otros factores, por un mayor tiempo de presencia de la especie,
dado que en el lote de Azul se tienen registros desde fines de la década del "90, y en el
lote de Olavarria, los primeros registros son de 2006. Con respecto a la distribucién, se
pudo apreciar que en el lote en siembra directa continua cerca del 80% de las semillas se
encuentran en el estrato superficial (0 a 5 cm), mientras que por efecto de la labranza ese

porcentaje se redujo hasta el 50% aproximadamente. La germinacién mostré una marcada
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variabilidad con respecto a localidad, profundidad y momento de muestreo;
manifestandose claramente los efectos de dormicion de las semillas. La viabilidad no
mostro diferencias en ambos momentos de muestreo, siendo superior al 70% en el estrato
superficial, y disminuyendo hasta alrededor de un 50% en el estrato mas profundo. El
efecto de labranza solamente afectd significativamente la viabilidad de los estratos

intermedios de semillas (5-10 y 10-15 cm), provocando reducciones de entre 7 y un 12%.
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CAPITULO Il

ESTUDIOS DEMOGRAFICOS DE
Euphorbia davidii (*)

(*) Parte de la informacion incluida en este capitulo ha sido publicada: Nafez Fré, F.R.;
Juan, V.F.; Saint André, H.M.; Chantre, G.R. (2018). Demographic and Phenological
Studies on David’s Spurge (Euphorbia davidii) in the Central Area of Buenos Aires
Province, Argentina. Planta Daninha 36, e18174369. Epub October 11, 2018.
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1. Introduccion

La dindmica poblacional es el campo de la ecologia que se encarga de estudiar el
comportamiento de una agrupacion de individuos de la misma especie a través del tiempo
y el espacio (Cividanes, 2002).

La supervivencia de una poblacion, es uno de los factores mas importantes a considerar
en un estudio de demografia de poblaciones vegetales. Para evaluar dicho parametro, es
necesario acudir tanto a estudios de laboratorio como de campo (Win et al., 2009).

En general, se utilizan tres tipos de estrategias para determinar la supervivencia de
poblaciones naturales y por tanto, para construir tablas de vida. En el primer tipo de
estrategia, la supervivencia es observada directamente; y la informacion se obtiene
partiendo de una gran cohorte nacida al mismo tiempo, que es estudiada a intervalos
regulares a lo largo de toda su vida. Otra alternativa consiste en medir la edad al momento
de la muerte, y utilizar esos datos para estimar las funciones de la tabla de vida. En este
caso, es necesario suponer que la poblacion es estable en el tiempo y que las tasas de
nacimiento y muerte de cada grupo de edad permanecen constantes (Deevey, 1947). Por
ultimo, es posible determinar la estructura de edades o grupos etarios. En algunos
organismos, es posible establecer cuantos individuos de cada edad coexisten en la
poblacién, por ejemplo, recurriendo a contar los anillos de crecimiento de los arboles
(dendrocronologia) (Cook y Kairiukstis, 2013) o simplemente contabilizando los
individuos en sus distintos estados fenoldgicos en el caso de las malezas anuales.

La supervivencia puede ser expresada en forma de curvas, y de acuerdo a la forma general
de estas pueden ser clasificadas en tres tipos. Las de tipo | (convexas), describen las
situaciones en las que la mortalidad se concentra en el extremo de la esperanza de vida

méaxima (ej. animales en un zooldgico o las hojas de una planta). Las curvas tipo Il (rectas)
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indican que la probabilidad de muerte permanece constante con la edad, y puede aplicarse
correctamente a los bancos de semillas de muchas de las poblaciones de plantas. Por
ultimo, las tipo Il (concavas) indican una extensa mortalidad temprana, seguido de una
alta tasa de supervivencia en estadios mas tardios. Esto es tipico, por ejemplo, de muchos
peces marinos que producen millones de huevos, de los cuales muy pocos sobreviven
hasta convertirse en adultos (Pearl, 1928; Deevey, 1947).

Posteriormente, los datos de supervivencia se incorporan como parte de los procesos
demogréficos siguiendo la estructura de una tabla de vida 0 modelo multiestado dindmico
(Gonzalez-Anddjar y Fernandez-Quintanilla, 1991). Dicho modelo diagramatico
representa de forma sindptica y sintética las variables y procesos demograficos de forma
cuantitativa (numérica) (Fazle Rabbi, 2013). Las tablas de vida multiestado se construyen
siguiendo, desde el nacimiento hasta la muerte del ultimo individuo, la supervivencia y
fecundidad por edades de una cohorte de individuos que forman parte de una poblacion
(Ricklefs, 1990). Una de las primeras evaluaciones de este tipo fue realizada para la planta
anual Phlox drummondii por Leverich y Levin, (1979). En este caso, una cohorte de
individuos (es decir, un grupo de individuos coetaneos) fue seguido desde el nacimiento
a la muerte del altimo superviviente. El ciclo de vida de Phlox fue divido en una serie de
clases de edad. En otros casos, es mas apropiado dividirlo en fases (por ejemplo, los
insectos con huevos, larvas, pupas, etc.) o en clases de tamafio. La ventaja de utilizar
clases de edad, es que permite obtener detalles de los patrones de nacimiento y mortalidad
dentro de las etapas (por ejemplo, en el estado de plantula), pero por otra parte existe la
desventaja de que la edad del individuo no es necesariamente la mejor, ni siquiera una
satisfactoria medida de su “status” bioldgico. En muchas plantas de larga vida, por
ejemplo, los individuos de la misma edad pueden estar reproduciéndose de forma activa,

0 crecer vegetativamente, pero no reproducirse. En tales casos, una clasificacién basada
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en las etapas de desarrollo o fenoldgica (como oposicion a las clases de edad) es
claramente apropiada (Begon et al., 2006).

Algunas limitaciones que presentan este tipo de tablas de vida, es que son dificilmente
aplicables en el caso de organismos de vida larga (ej. Sequoia spp.), o altamente mdviles,
y/o en el caso de organismos con reproduccion repetida y generaciones superpuestas (en
estos ultimos, puede ser dificil reconocer cada una de las cohortes, monitorearlas y
diferenciarlas correctamente del resto de las cohortes).

La informacion bioecol6gica basica provista por estos modelos es de considerable valor
agronémico en el disefio de programas sustentables de manejo de malezas (Rabinovich,
1980; Begon et al., 1988). Claramente, las tablas de vida representan una de las
principales formas en las que conceptualizar la estructura de la poblacion y analizar su
dinamica.

A pesar de que muchos cambios fenoldgicos o eventos que ocurren en las plantas pueden
ser definidos usando escalas numéricas (por ejemplo, basado en dias calendario), puede
ocurrir interferencia en la informacion obtenida, debido a factores ambientales y
ecofisiolégicos. Contrariamente, el tiempo térmico ha demostrado ser una medida
adecuada del “tiempo fisiologico” para evaluar el crecimiento de las plantas (Aitken,
1974; Trudgill et al., 2005), considerando a la temperatura como el factor climéatico mas
importante que influye en la aparicion de eventos fenoldgicos (Russelle et al., 1984;
Gadioli et al., 2000).

El conocimiento de los requerimientos de tiempo térmico de una especie de maleza dada,
permite predecir su respuesta a diferentes condiciones ambientales, escenarios
agroecoldgicos, o evaluar el efecto de las préacticas culturales (por ejemplo, fechas de

siembra) sobre las diferentes etapas de crecimiento y desarrollo del ciclo de vida.
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E. davidii es considerada una especie altamente competitiva y de dificil control debido a
la baja eficacia que presentan la mayoria de los tratamientos quimicos, asociado a la gran
dependencia del estado fenoldgico de la maleza al momento del control (Juan y Saint
André, 1997; Juan et al., 2000). Las reducciones sobre parametros del crecimiento en
cultivos de soja, determinadas en condiciones semi controladas de laboratorio, oscilan
entre 35 al 45 % para una densidad de maleza de 100 plantas m2 comparada con el testigo
libre de competencia (Juan y Saint André, 1995).

A nivel mundial, poco se conoce acerca de estrategias de manejo para controlar esta
especie (Storrie y Cook, 1996) y en Argentina los estudios mas recientes realizados por
Juan et al. (2011) han demostrado la creciente dificultad de control de E. davidii
utilizando glifosato como unico herbicida en sojas transgénicas resistentes a glifosato
(RR).

El objetivo de este capitulo consistio en estudiar distintos aspectos de la dindmica
poblacional de E. davidii mediante el analisis y el sequimiento de cohortes a campo en la
zona centro de la provincia de Buenos Aires. A tal fin se implementa una escala de tiempo
térmico para caracterizar cada etapa fenoldgica brindando informacion ecofisioldgica

béasica sobre el ciclo de vida de la especie.

2. Materiales y métodos

Sitio de estudio

Los experimentos se llevaron a cabo durante las camparias de cultivo 2011/12 y 2013/14,
en un campo ubicado en Sierras Bayas, Olavarria, provincia de Buenos Aires, Argentina

(36°58°4.30” S; 60° 11°45.35” O). El sitio experimental se encontraba bajo siembra
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directa durante los ultimos 10 afios. El suelo se definié como Argiudol tipico con 5% de
materia organica. La infestacion de E. davidii en el sitio de estudio se remonta al menos
al afio 2006, con parches repetitivos de alta infestacion (> 500 plantulas m-2). El cultivo
antecesor en los dos afios de experimentacion fue soja RR cultivada bajo el sistema de
siembra directa.

La informacion meteoroldgica diaria fue brindada por la Estacion Meteoroldgica de

Olavarria, ubicada a 8,5 km del campo experimental (36° 53°20” S; 60° 13°40” O).

Disefio experimental

En el sitio experimental, se marcaron 16 cuadrantes de 1 m? como parcelas de
observacidn. Las parcelas se ubicaron en un area altamente infestada, con el fin de seguir
cada una de las cohortes de la especie durante todo el ciclo. El seguimiento fue realizado
sin competencia de cultivo en ambas campafias. Los muestreos comenzaron en el mes de
septiembre, y los cuadrantes se asignaron a cada cohorte por orden de emergencia.

Cada cohorte fue definida como el conjunto de plantulas emergidas simultaneamente en
un periodo de dos semanas consecutivas. EI nimero de individuos de cada cohorte se
registré semanalmente en cuatro réplicas, identificando las siguientes etapas fenologicas
de crecimiento: cotiledon-emergencia (CE), 2 a 4 hojas verdaderas (2-4 H), 6 a 8 hojas
verdaderas (6-8 H), ramificacion (R), y reproductivo (floracion) (F) (ver Capitulo I).

La mortalidad se calculé6 como la diferencia en el nimero de individuos entre dos
muestreos sucesivos. Las emergencias de individuos correspondientes a otras cohortes y
otras especies maleza fueron eliminadas manualmente durante toda la temporada de

crecimiento.
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El seguimiento de las cohortes finalizé cuando la mayoria de los individuos llegaron a la
etapa reproductiva, sin cambios fenologicos adicionales observados en los recuentos.
Todas las parcelas fueron cosechadas antes de la dehiscencia natural de los frutos
(principios de marzo) y se determiné el numero de individuos en fructificaciéon y la
produccién de semillas por parcela.

El tiempo térmico se calcula como la suma de la temperatura media diaria, sobre una
temperatura basal determinada donde la tasa de crecimiento es cercana a cero (Monteith
y Moss, 1977). El requerimiento de tiempo térmico para alcanzar los estados de 2-4 H, 6-
8 H, Ry F se determin6 como la suma de tiempo térmico requerida para que al menos el
50% de las plantas alcancen cada etapa fenoldgica. La informacion proporcionada por los
dos afos de estudio se agrupé para el calculo del tiempo térmico, ya que no se observaron

diferencias estadisticas entre ellos.

El tiempo térmico (TT) se calcul6 segun la ecuacion 1:

TT =Y [Tx — Tb] eq. 1

Donde Tx es la temperatura media diaria, Tb es la temperatura base (estimada en 8°C
segun Marchessi et al., 2011b). Existen otras metodologias para el calculo de unidades de
tiempo térmico, como GDD “growing degree days” (McMaster y Wilhelm, 1997), pero
se optd por el modelo descripto en eq. 1 por su mayor simplicidad.

La acumulacion de tiempo térmico para las tres cohortes y dos afios se analizé mediante
ANOVA. Se realizaron comparaciones de medias mediante el test de Tukey (p <0,05)

utilizando el software InfoStat v. 2012 (Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).
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Los resultados obtenidos de la produccion de semillas y la densidad por cohorte se
analizaron mediante ANOVA. Se realizé la comparacion de medias mediante el test de
Tukey (p <0,05) utilizando el software InfoStat v. 2012 (Universidad Nacional de
Cordoba, Argentina). La produccion total de semillas de cada cohorte y afio, fue analizada
mediante ANOVA en un disefio factorial.

Se establecieron regresiones no lineales (semi log) entre la produccién de semillas
(semillas m?) y la densidad de Euphorbia davidii (plantas m?), y también entre la
produccién de semillas individuales (nimero de semillas por planta) y la densidad,

utilizando el software Graph Pad Prism v 6.01.

Y =S xlog(X) +B eq. 2

Donde Y es la produccion de semillas (semillas m) o la produccion de semilla individual

(semillas por planta), respectivamente, X es la densidad de poblacion (plantas m2), S es

la pendiente, y B es la intercepcion del modelo en el eje Y.

3. Resultados y discusion

Un resumen de la informacién climéatica mensual registrada en los periodos de estudio se
muestra en la Tabla 5.

Durante los dos periodos evaluados, la emergencia de E. davidii en condiciones de campo
gener0 tres cohortes. Como no se observaron plantulas adicionales después del
establecimiento de la tercera cohorte, el cuarto conjunto de parcelas que se habian

establecido inicialmente permanecié vacio hasta el final de la experimentacién, es decir



64

de las 16 parcelas originalmente establecidas, se usaron 12 (tres cohortes por cuatro

repeticiones cada una).

Tabla 5. Informacién climatica obtenida en la Estacion Meteorolégica Olavarria (36°53'20” S; 60°13'40”

0).
2011/12 2013/14

Temperatura (°C) HR  Precip. Temperatura (°C) HR Precip.

Max  Min Max. Min.
Max. Min. Media % (mm) | Max. Min. Media % (mm)

Absol. Absol. Absol. Absol.
Septiembre 189 42 125 249 34 61 497 158 43 10,7 255 -35 71 718
Octubre 192 6,1 132 255 0,5 74 29,2 20,7 82 156 27,1 12 72 791
Noviembre 252 116 199 31,3 5,2 68 161 244 108 18,7 315 59 68 921
Diciembre 289 11,7 226 362 25 54 128 309 144 239 376 20 49 438
Enero 30,6 146 245 384 75 53 140,7 | 309 141 232 397 51 67 891
Febrero 269 142 215 338 69 66 141 252 136 194 315 54 69 8772

Durante 2011/12, el primer evento de emergencia se produjo en octubre, llegando a un
nimero maximo de 180 plantas m? en el estado de cotiledén (CE) (Figura 9A). El
segundo evento se produjo a principios de noviembre con un namero inicial de 390
plantulas m (Figura 9B), y la ultima cohorte se observé a principios de enero, con cerca
de 90 plantas m (Figura 9C). En esta temporada, de un total de 660 individuos, 27, 60 y
13% de las plantulas pertenecieron a la primera, segunda y tercer de cohorte,
respectivamente (Figura 9 A, B, C).

Durante 2013/2014, la primera cohorte se observo a principios de octubre con una
poblacion inicial de 1400 plantulas m (Figura 10 A). La segunda se detect6 en la primera
semana de noviembre, con una densidad de 630 individuos m al estado CE (Figura 10
B), mientras que la ultima cohorte se registré a finales de noviembre con un total de 350

plantulas m (Figura 10 C). De un total de 2400 individuos estudiados durante el periodo,


http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Aeropuerto_de_Olavarr%C3%ADa&params=-36.88888889_N_-60.22777778_E_type:airport
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Aeropuerto_de_Olavarr%C3%ADa&params=-36.88888889_N_-60.22777778_E_type:airport
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60, 25 y 15% correspondieron a la primera, segunda y tercera cohorte, respectivamente

(Figural10 A, B, C).
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Figura 9. Dinamica poblacional de E. davidii durante 2011/12. 1°, 2° y 3° cohorte (A, B, C
respectivamente). Se describen las etapas fenoldgicas de crecimiento: cotiledén-emergencia (CE), 2 a 4
hojas verdaderas (2-4 H), 6 a 8 hojas verdaderas (6-8 H), ramificacion (R), y reproductivo (floracion y

fructificacion) (F).
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El nimero de individuos que emergio en cada cohorte vario entre 2011/12 y 2013/14, lo
cual podria estar asociado con variaciones en el nimero y niveles de dormicion de
semillas en el banco (Nafez Fre et al., 2014), sin embargo hay que sefialar que las dos
primeras cohortes fueron muy estables en términos de tiempo cronoldgico de emergencia
y en la proporcion de individuos que emergieron en relacién con el total anual. En ambos
periodos de estudio, la emergencia de la primera y segunda cohorte se produjo dentro de
octubre y noviembre, y representaron el 80% de la emergencia total anual de la especie
evaluada (Figuras 9 y 10).

Como se observa en las figuras 9 y 10, independientemente del numero inicial de
plantulas establecidas y del aporte de cada cohorte, en total s6lo alrededor de 250 plantas
alcanzaron etapas reproductivas (F).

La capacidad de carga (k) se define como el tamafio de la poblacién que los recursos del
entorno pueden sostener indefinidamente (Begon et al., 2006). De lo anterior surge que
el valor de k bajo las condiciones agroecoldgicas de estos ensayos, se encontraria entre
200 y 300 plantas m™. Sin embargo, mas estudios deben llevarse a cabo con el fin de
validar esta informacion.

En la Tabla 6 se presenta la relacion entre la acumulacion de tiempo térmico y los estados
fenoldgicos de E. davidii utilizando los datos agrupados de los dos afios ya que no
presentaron diferencias significativas entre si. Los requerimientos de tiempo térmico
calculados, fueron en promedio de 192, 370, 515y 1155 °Cd para las etapas 2-4 H, 6-8
H, ramificacion (R) y reproductiva (F), respectivamente. La segunda cohorte mostr6 una
tendencia a tener valores mas altos de tiempo térmico calculados para todas las etapas
fenoldgicas, sin embargo, solo se detectaron diferencias significativas con la primera

cohorte para el estado de 6-8 H. Estas observaciones permiten inferir cierta influencia del
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Figura 10. Dinamica poblacional de E. davidii durante 2013/14. 1° 2° y 3° cohorte (A, B, C
respectivamente). Se describen las etapas fenoldgicas de crecimiento: cotiledon-emergencia (CE), 2 a 4

hojas verdaderas (2-4 H), 6 a 8 hojas verdaderas (6-8 H), ramificacion (R), y reproductivo (floracion y

fructificacion) (F).

fotoperiodo en la acumulacion de tiempo térmico para las diferentes cohortes. Sin
embargo, se requieren mas investigaciones para aclarar este tema. Ademas, se destaca

que como las observaciones en el campo se registraron semanalmente y las emergencias



68

individuales no ocurren exactamente el dia de la observacion, existe una acumulacion
diferencial de tiempo térmico en plantas individuales dentro de una misma parcela de
observacion.

Por otro lado, entre los factores ambientales que influyen en la variabilidad de los datos
(Tabla 6), se podrian mencionar el estrés térmico e hidrico temporal caracteristicos de la
época estival, en la region centro de la provincia de Buenos Aires, los cuales podrian
afectar las etapas de crecimiento de la especie, posiblemente evitando alcanzar un estado
fenoldgico determinado, aunque se hubiera alcanzado la suma térmica requerida. Por
ultimo, debe tenerse en cuenta que E. davidii es una especie que forma un banco de
semillas persistente (NUfiez Fré et al., 2014) (ver Capitulo 2) conteniendo semillas de
diferentes afios, adaptadas a diferentes condiciones ambientales, factores que podrian
contribuir a una variabilidad intrinseca en los requerimientos de tiempo térmico dentro

de las poblaciones.

Tabla 6. Tiempo térmico (°Cd) calculado para cada estado fenolégico, y cada cohorte, agrupando ambos
afios (2011/12 y 2013/14). Desvios estandar entre paréntesis. Letras iguales indican que no hay diferencias

significativas entre cohortes, test de Tukey (p < 0.05).

Estado fenoldgico 1° cohorte 2° cohorte 3° cohorte

1715 (42,07) a 216,3 (45,39) a 190,5 (36,89) a
335,5 (39,90)a 405,2 (62,89) b 372,0 (58,38) ab

R (ramificacion) 494,0 (35,78) a 549,4 (53,70) a 502,1 (25,81) a

F (floracion y fructificacion) 1177,3(54,26) a 1182,0(65,94) a 1107,6(38,40) a

Durante la temporada 2011/12, la primera cohorte mostro la mayor mortalidad entre la
cuarta semana de octubre y la tercera semana de noviembre (180°Cd), lo que llevo a la
reduccion del 45% de los individuos en comparacion con la poblacion inicial (Tabla 7).

Durante este periodo, las plantas se encontraban principalmente en los estados de
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cotiledén y 2-4 hojas (Figura 9 A). En la segunda cohorte, los eventos de mortalidad
fueron mas homogéneos entre la cuarta semana de noviembre y la primera semana de
enero (395°Cd), cuando la mayoria de los individuos transitaban las etapas de 2-4 hojas a
ramificacion (Figura 9 B), con una reduccion del 58% en el nimero de individuos. La
mayoria de los casos de mortalidad en esta cohorte fueron probablemente debidos a
individuos que emergieron a muy altas densidades, y que exhibieron tasas de crecimiento
mas bajas por la competencia intraespecifica. En la tltima cohorte, ningun individuo llegd
a la etapa reproductiva.

Durante la temporada 2013/14 (Tabla 8), la mortalidad de la primera cohorte fue similar
a la registrada para la misma cohorte en 2011/12, con la tasa mas alta que se produjo entre
las etapas de cotileddn y 2-4 hojas. En 2013/14, la mortalidad desde el nacimiento hasta
la primera semana de noviembre (140°Cd) causé una reduccion del 79% de la poblacion.
La segunda cohorte mostro dos eventos de mortalidad significativos, el primero de ellos
se produjo en la segunda semana de noviembre (190°Cd), cuando la mayoria de los
individuos estaban entre las etapas de cotiledon y 2-4 hojas, generando una reduccion del
58% de la poblacidn; y el segundo evento de mortalidad se produjo en la primera semana
de diciembre (295°Cd), cuando la mayoria de los individuos tenian entre 2-4 y 6-8 hojas,
con una reduccion de la poblacion del 76% en comparacion con la emergencia inicial.
Como ya fue mencionado, los recuentos iniciales de la primera y la segunda cohorte en
2013/14 fueron mucho mas altos que los observados en 2011/12, lo que indica
posiblemente la ocurrencia de condiciones ambientales mas favorables para la salida de

la dormicidn de las semillas y/o el establecimiento de las plantulas.
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Tabla 7. Mortalidad de E. davidii, expresado semanalmente para cada cohorte en 2011/2012.

1° Cohorte 2°Cohorte 3’Cohorte
Plantas m? Mortalidad Mortalidad Plantas m? Mortalidad Mortalidad Plantas m? Mortalidad  Mortalidad

Semanas (%) Acumulada (%) (%) Acumulada (%) (%) Acumulada (%)
Sept 4° 0 0,0 0,0 0 0,0 0,0 0 0,0 0,0
Oct 1’ 0 0,0 0,0 0 0,0 0,0 0 0,0 0,0
Oct 2° 159 0,0 0,0 0 0,0 0,0 0 0,0 0,0
Oct 3’ 203 0,0 0,0 0 0,0 0,0 0 0,0 0,0
Oct 4° 186 8,4 8,4 0 0,0 0,0 0 0,0 0,0
Nov 1° 168 9,1 17,5 60 0,0 0,0 0 0,0 0,0
Nov 2’ 134 16,6 34,1 391 0,0 0,0 0 0,0 0,0
Nov 3° 111 11,3 454 373 45 45 0 0,0 0,0
Nov 4’ 111 0,1 456 343 7.8 12,3 0 0,0 0,0
Dic 1’ 109 1,0 46,6 304 9,9 22,1 0 0,0 0,0
Dic 2’ 107 0,7 47,3 279 6,5 28,6 0 0,0 0,0
Dic 3’ 102 2.3 49,6 221 15,0 43,6 0 0,0 0,0
Dic 4’ 96 31 52,7 194 6,8 50,4 0 0,0 0,0
Ene 1° 95 0,7 53,4 164 7,6 58,0 86 0,0 0,0
Ene 2° 94 05 53,9 160 1,2 59,1 119 0,0 0,0
Ene 3° 93 0,5 54,4 158 0,4 59,6 81 31,6 31,6
Ene 4’ 89 2,0 56,4 155 0,9 60,5 68 10,8 42,4
Feb 1° 87 0,6 57,0 151 0,9 61,4 53 13,1 55,5
Feb 2’ 86 0,7 57,8 149 0,5 61,9 32 17,3 72,8
Feb 3° 82 1,8 59,6 148 0,4 62,3 0 27,2 100,0

A diferencia de lo observado en 2011/12 en cuya temporada se registré la ultima cohorte
a mediados de enero, en 2013/14 se detecto la Ultima cohorte a finales de noviembre, con

una densidad inicial de 350 plantulas m? (Figura 10 C). En este caso, los eventos de
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mortalidad fueron similares a la cohorte anterior, con dos grandes eventos que ocurrieron
en diciembre. Se observo que el primer evento de mortalidad se produjo entre la primera
y segunda semana de diciembre (170°Cd) cuando la poblacion se encontraba
mayoritariamente entre las etapas de cotiledon y 2-4 hojas, causando una reduccion del
45% en el nimero de individuos; el segundo, a su vez, se produjo en la cuarta semana de
diciembre (370°Cd), cuando la mayoria de los individuos estaban entre las etapas 2-4 y
6-8 hojas, con una reduccion del 65% en la poblacion en comparacion con la poblacion
inicial (Tabla 8). Es notable sefalar que la tercera cohorte logro producir individuos que
alcanzaron el estado reproductivo y generaron descendencia viable, mientras que en la
temporada 2011/12 ninguno de los individuos logré producir semillas (Tabla 9).

Al analizar la ocurrencia de las cohortes de E. davidii en 2011/12 y 2013/14, se
encontraron algunas similitudes. En general, las emergencias de individuos de la primera
y segunda cohorte representaron mas del 80% de la emergencia total anual de la especie.
Se observé una mortalidad inicial significativa (entre etapas de cotiledon y 2-4 hojas) en
las primeras cohortes, con una reduccion de plantulas entre 50 y 80% de la emergencia
inicial registrada (Tabla 7 y 8).

La segunda cohorte también mostr6 similitudes entre ambos periodos, con dos eventos
significativos de mortalidad; entre las etapas de cotiledén y 2-4 hojas, y entre etapas de
2-4 'y 6-8 hojas. Al mismo tiempo, dada la no ocurrencia de competencia interespecifica
deberia considerarse que la competencia con el cultivo y otras especies de malezas
seguramente podrian alterar los resultados de estas evaluaciones, aumentando y
adelantando los casos de mortalidad en cada evento (Tabla 7 y 8). La tercera cohorte tuvo
un comportamiento diferente en los afios evaluados. En 2011/12, la aparicion tardia dio

lugar a individuos que no fueron capaces de producir propagulos (Tabla 9).
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Tabla 8. Mortalidad de E. davidii, expresado semanalmente para cada cohorte en 2013/2014.

1° Cohorte 2°Cohorte 3°Cohorte

Plantas m? Mortalidad Mortalidad Plantas m? Mortalidad  Mortalidad Plantas m? Mortalidad Mortalidad
Semanas (%) Acumulada (%) (%)  Acumulada (%) (%) Acumulada (%)
Sept 4° 0 0,0 0,0 0 0,0 0,0 0 0,0 0,0
Oct?1’ 0 0,0 0,0 0 0,0 0,0 0 0,0 0,0
Oct 2° 1422 0,0 0,0 0 0,0 0,0 0 0,0 0,0
Oct 3 988 30,5 30,5 0 0,0 0,0 0 0,0 0,0
Oct 4° 604 27,0 57,5 0 0,0 0,0 0 0,0 0,0
Nov 1’ 298 215 79,1 634 0,0 0,0 0 0,0 0,0
Nov 2’ 288 0,7 79,7 267 57,8 57,8 0 0,0 0,0
Nov 3° 242 32 83,0 263 0,7 58,6 0 0,0 0,0
Nov 4° 198 31 86,0 256 1,0 59,6 359 0,0 0,0
Dic 1° 131 48 90,8 151 16,6 76,1 256 28,5 28,5
Dic 2° 127 0,3 91,1 150 0,2 76,4 195 17,0 45,5
Dic 3 120 0,4 91,5 135 2,3 78,7 182 37 49,2
Dic 4’ 114 0,4 92,0 130 0,7 79,5 128 15,0 64,3
Ene 1’ 111 0,2 92,2 122 1,3 80,8 114 38 68,1
Ene 2° 102 0,6 92,8 119 0,4 81,2 109 15 69,6
Ene 3° 102 01 92,9 118 0,2 81,4 103 1,6 71,2
Ene 4’ 101 0,0 92,9 116 0,3 81,7 91 35 747
Feb 1° 100 0,1 93,0 115 0,1 81,8 88 0,8 755
Feb 2’ 98 0,1 93,1 114 0,1 81,9 86 0,4 759
Feb 3° 95 0,2 93,3 114 0,1 82 81 1,4 773

En general, el comportamiento de las cohortes de E. davidii se asemejan a una especie
estratega r, con una alta tasa de natalidad y mortalidad inicial, entre las etapas cotiledén

y 2-4 hojas (Tablas 7 y 8), seguido por menores tasas de mortalidad en las etapas de
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crecimiento mas avanzadas, y una importante fraccion de los recursos asignados para la
reproduccion (Gadgil y Solbrig, 1972).

Considerando ambos periodos evaluados a campo, se concluye que la primera cohorte
contribuyé con mas de 50% de los individuos totales, pero también mostrd la menor
probabilidad de supervivencia en la fase de cotiledén, menos de 25% de los individuos
que llegan a la etapa de 2-4 hojas y s6lo el 10% alcanza la fructificacion (Figura 11). El
principal factor adverso que limita la supervivencia de las plantulas emergidas de E.
davidii son las bajas temperaturas registradas durante principios de la primavera cuyas
minimas pueden alcanzar 0°C (Tabla 5). La segunda cohorte contribuyd con alrededor
del 30% de las plantas y su nivel de supervivencia fue relativamente alta, con una mayor
contribucion de individuos que llegan a la etapa de fructificacion (alrededor del 25%) y
que permiten la perpetuacion de la especie. En este caso, las emergencias de noviembre
permiten un rapido crecimiento de la especie ya que la probabilidad de heladas (< 0°C)
es casi nula y la temperatura media diaria en este mes suele ser superior a 8° C. La tercera
cohorte mostr6 la mayor variabilidad (Figura 9 y 10). A pesar de que en general
contribuyd, en promedio, con un 14% del total de individuos emergidos, s6lo el 14% de
los mismos lograron completar el ciclo de vida (Figura 11). En uno de los periodos de
estudio, ningun individuo de la tercera cohorte logré sobrevivir debido a las condiciones
climaticas, tales como estrés térmico e hidrico, asi como una mayor incidencia de ataques
de hormigas, larvas de lepidopteros, trips, y tucuras que suelen afectar gravemente a la

produccién de semillas.
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Tabla 9. Produccion de semillas individual y poblacional, y densidad de poblacion por cohorte durante

2011/12 y 2013/14. Letras iguales indican que no hay diferencias significativas, test de Tukey (p < 0.05).

Produccion de semillas

(fecundidad)

Afio Cohorte Plantas m Semillas m Semillas planta

2011/12 1’ cohorte 9453 b 6610,50 cd 55,20 b
2011/12 2° cohorte 113,68 b 7559,25 d 48,23 b
2011/12 3’ cohorte 0 a 0 a 0 a
2013/14 1° cohorte 106,25 b 4792,43 bc 63,93 be
2013/14 2° cohorte 183,25 ¢ 5279,28 bcd 43,39 b

2013/14 3’ cohorte 40,63 a 3925,24 b 96,03 ¢

En ambientes con baja predictibilidad en la disponibilidad de recursos escasos, el tiempo
de germinacion y emergencia es un rasgo crucial que afecta a la supervivencia, el
crecimiento, la fenologia de la floracion y el éxito reproductivo (Hartzler et al., 2004). En
resumen, las tasas de mortalidad mas altas registradas en las etapas de cotiledones a 6-8
hojas indican que la probabilidad de transicion en estas primeras etapas fenoldgicas a
través de todas las cohortes es generalmente inferior o cercana al 30%, mientras que la
mortalidad de 6-8 hojas a etapas de floracion fue inferior a 25% y en algunos casos resultd
insignificante (Figura 11).

La produccion de semillas (Tabla 9) varié entre las cohortes durante ambos periodos. Sin
embargo, durante la temporada 2011/12, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre la primera y segunda cohorte, pero si con la tercera cohorte que no
logré producir descendencia. En el periodo 2013/14, no se observaron diferencias
significativas en la produccion de semillas entre las tres cohortes. La tercera cohorte
mostré una menor produccién de semillas, pero alcanz6 aproximadamente 4000 semillas

m (Tabla 9).
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Figura 11. Grafico de resumen de los afios 2011/12 y 2013/14. Los nimeros indican el nimero de individuos
m2y las flechas indican la probabilidad de transicion entre diferentes estados fenoldgicos. En promedio

aproximadamente 1500 individuos m2 emergieron anualmente, incluyendo las tres cohortes.

Realizando un agrupamiento de informacién para ambos periodos bajo estudio, se
observd que el promedio de produccién de semillas de la primera, segunda y tercera
cohorte fue de 5700, 6400 y 1900 semillas m, respectivamente. La segunda cohorte en
2011/12 produjo un mayor numero de semillas en comparacion con la misma cohorte en
2013/14, aunque no se detectaron diferencias estadisticamente significativas; mientras
que la tercera cohorte produjo mas semillas en el dltimo afio evaluado. Sin embargo, el
numero total de propagulos, sumando las tres cohortes, fue similar en ambos periodos
(2011/12 y 2013/14), alrededor de 14000 semillas m™2.

La produccion de semillas de la poblacion (semillas m?) se ve influenciada por la
densidad poblacional (Figura 12A). La produccion de semillas se incremento con la

densidad, sin embargo, no se observa un aumento significativo en la produccion de
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semillas cuando la poblacion alcanza las 150 plantas m. Mas alla de esta densidad de
poblacién, posiblemente, la adicion de un nuevo individuo se veria compensado por una
reduccion en la fecundidad de cada planta individual.

Por otra parte, la fecundidad individual (semillas por planta) estad ain mas fuertemente
influenciada por la densidad de poblacion (Figura 12B). Las altas densidades de
poblacién pueden causar una fuerte competencia intraespecifica reduciendo
significativamente el éxito reproductivo de la planta (Cordes et al., 2004).

La produccion de semillas de la poblacion (semillas m), de acuerdo con los estudios
realizados en 2011/12 y 2013/14, parece estar influenciada principalmente por el
momento de emergencia de las cohortes y las condiciones ambientales del afio (Tabla 9),
mientras que la fecundidad por planta fue mas afectada por la densidad de poblacion
(Figura 12).

Teniendo en cuenta que la maxima emergencia anual observada en las condiciones de
desarrollo de este estudio fue inferior a 2500 individuos m=2, y que el promedio de
produccion de semillas fue de 14000 semillas m™ se infiere que, aunque la capacidad de
porte del sistema sea facilmente alcanzada en un espacio delimitado (lote), E. davidii
tendria posibilidades de colonizar nuevos nichos y consecuentemente explotar recursos

disponibles del sistema.
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Figura 12. (A) Produccion de semillas de la poblacion (2011/12 y 2013/14) en funcidn de la densidad de E.
davidii (Y = 4870 X log(X) —3952) R?= 0,54. (B) Fecundidad (2011/12 y 2013/14) en funcion de la

densidad de E. davidii (Y = —80.37 x log(X) + 220.6) R?>= 0,66.

Como ya fue sefialado en ambos periodos, independientemente de la cohorte o el numero
inicial de plantulas, el total de individuos que realmente alcanzo a fructificar y producir
semillas viables fue siempre menor de 300 plantas m (Figura 11). Por lo tanto, una
pequefia cantidad de individuos no controlados (escapes de tratamiento quimico) de las
sucesivas cohortes podrian ser suficientes para producir un gran nimero de semillas. Esto
puede generar una tendencia hacia la acumulacion de un mayor nimero de propagulos de
E. davidii en el banco de semillas del suelo y por consiguiente mayores densidades de
emergencias en los afios siguientes. Esto podria explicar en parte el elevado nimero de

emergencias (>500 plantas m?) observado en condiciones de campo.
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Hay que destacar el papel de la tercera cohorte de E. davidii en los agroecosistemas del
centro de la provincia de Buenos Aires, ya que mostro una gran flexibilidad en cuanto al
momento de emergencia, siendo capaz de adaptarse a la variabilidad ambiental en
comparacion con la primera y segunda cohorte. Ademas, en los lotes de produccion es
posible que por su densidad y momento de emergencia esta cohorte no sea controlada,
teniendo en cuenta que puede estar por debajo del umbral econdémico, lo que contribuiria
a la reposiciéon del banco de semillas y por lo tanto al aumento de los niveles de
infestacion.

De acuerdo a estudios realizados por Juan et al. (2003), un nivel de infestacion de 100
plantas m de E. davidii daria lugar a reducciones en el rendimiento de soja de alrededor
del 30% manifestandose a través de una disminucion en el nimero de vainas planta®, y
en menor medida el peso de 1000 semillas. Juan y Saint-André (1995) mostraron que una
densidad de 60 plantas m™ puede tener un efecto significativo de competencia con
cultivos de soja afectando la cantidad de hojas trifoliadas, el area foliar y el peso seco de
la planta.

Sobre la base de la informacion obtenida a partir de estudios anteriores, hay varias
cuestiones a tener en cuenta. En primer lugar, los niveles de infestacion de E. davidii se
han incrementado de manera significativa, ya en que en relevamientos realizados durante
los meses de verano en octubre a partir del afio 2000, se consideraban <100 plantas m
como densidades frecuentes de esta maleza (Juan et al., 2003), mientras que en 2011/12,
la emergencia méaxima fue de alrededor de 700 plantas m, y en 2013/14 las densidades
fueron mayores a 2000 plantas m™.

Segun Juan et al. (2002), para las densidades observadas precedentemente (< 100 plantas
m2), los niveles de control de 80% eran aceptables, puesto que las restantes plantas sin

control no causaban reducciones en los niveles de produccién en relacion con las parcelas
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de control libres de malezas. Sin embargo, actualmente debido a un aumento significativo
en las densidades iniciales, las técnicas de control (incluso con eficiencias > 95%) pueden
resultar insuficientes dado que los remanentes de plantas no controladas exceden los
umbrales de dafio econdmico, requiriéndose mas de una aplicacion de herbicidas, o la
integracion de otras alternativas de manejo complementarias.

Por otra parte, un mayor numero de individuos, junto con la necesidad de mayor nimero
de aplicaciones de herbicidas podria aumentar significativamente el riesgo de desarrollo
de resistencia, especialmente cuando se considera que la mayoria de los controles
quimicos de post-emergencia en los cultivos RR del centro de la provincia de Buenos
Aires utilizan glifosato como herbicida principal.

El control quimico es la estrategia méas utilizada en todo el mundo para controlar las
malezas (Christoffoleti, 2004), y en la actualidad el glifosato es el herbicida mas
empleado en los cultivos de soja y maiz RR (Duke, 2018). En el caso del control de E.
davidii con glifosato, se sabe que los estados mas sensibles se encuentran entre 2-4 hojas
y el inicio de ramificacion; ademas el comienzo de la floracidn es un punto critico en el
que las dosis de control se incrementan notablemente y los controles a campo se vuelven
mas erraticos (Juan et al., 2011).

Considerando la escala de tiempo térmico establecida, el mejor momento para el control
a campo, se hallaria entre 200 y 500 °Cd, lo que comprende los estados fenolégicos de 2-
4 hojas a ramificacion.

Basados en la informacidn de este trabajo, la acumulacién de tiempo térmico de 500 °Cd,
considerado como el limite para un control aceptable, ocurri6 en la octava semana desde
la emergencia para la primera cohorte, en la sexta semana para la segunda cohorte, y entre
la cuarta y la sexta semana para la tercera cohorte, de acuerdo al momento de emergencia.

Debe tenerse en cuenta que medido en dias calendario, las cohortes tardias tendran una
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ventana mas estrecha para la aplicacion eficaz con herbicidas ya que a medida que
aumentan las temperaturas, la acumulacion térmica y consecuentemente los estados
fenoldgicos se suceden prematuramente.

Teniendo cuenta que el umbral de control fue establecido en 500 °Cd, en condiciones de
campo, seria conveniente aplicar los tratamientos de herbicidas cerca de ese limite,
medido desde la emergencia de la primera cohorte. De este modo, la segunda cohorte
también ya habria emergido y se aprovecharian los fenémenos de mortalidad denso-
dependiente que reducirian naturalmente la cantidad de individuos (Tabla 7 y 8). En
funcién de estos resultados, realizando este tipo de tratamiento con herbicidas post-
emergentes, que correspondid a la octava semana desde la emergencia de la primera
cohorte; la tercera cohorte aun no habria emergido, lo que requeriria un tratamiento
posterior u otra técnica de control adicional, para evitar que los individuos de esta cohorte
continten aportando semillas al banco de semillas, e incrementando los problemas de
enmalezamiento en afios posteriores.

Se espera que los resultados obtenidos en este estudio puedan contribuir como una base
valiosa para mejorar la toma de decisiones y las intervenciones de control dentro de los

programas de manejo integrado de malezas.
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CAPITULO IV

CONTROL QUIMICO: COMPARACION DE
LA SENSIBILIDAD DE POBLACIONES DE
Euphorbia davidii A GLIFOSATO E
INFLUENCIA DEL ESTADO NUTRICIONAL

SOBRE LA EFICACIA DE CONTROL (*)

(*) Parte de la informacion incluida en este capitulo ha sido publicada: Nufiez Fré, F.R.;
Juan, V.F.; Yanniccari, M.; Saint André, H.M.; Fernandez, R.R. (2018). Comparison of
Sensitivity to Glyphosate of Euphorbia davidii Populations. Planta Daninha 36,
e018164086. Epub March 29, 2017.
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1. Introduccion

Como se ha mencionado en el capitulo 1, Euphorbia davidii Subils (Euphorbiaceae) es
una especie invasora, nativa del hemisferio norte (México, Estados Unidos y Canada),
que ha sido recientemente introducida en Sudamérica (Argentina), en Australia y en
Europa (Geltman, 2012).

La misma es una maleza anual de ciclo primavero — estival que provoca importantes
reducciones de rendimiento en cultivos de soja del centro y sudeste de la provincia de
Buenos Aires (Argentina). En esta region, en las Gltimas dos décadas se viene observando
un incremento en la constancia, densidad y en la distribucién geogréafica de E. davidii.

A nivel mundial, poco se conoce acerca de estrategias de manejo para controlar esta
especie (Storrie y Cook, 1996). En Argentina los estudios mas recientes han indicado la
creciente dificultad de control de E. davidii utilizando glifosato como herbicida en soja
transgénica resistente a glifosato (RR). Se observd la influencia directa del estado
fenoldgico de esta maleza en la eficacia de control obtenida con el mencionado herbicida,
destacandose la dificultad creciente para obtener controles superiores al 75% a dosis
normales de uso de glifosato a partir del estado de ramificacion, y particularmente en el
estadio de floracion (Juan et al., 2011).

El glifosato (N-fosfonometil glicina) es actualmente el herbicida mas utilizado en el
mundo y su intensidad de uso en la agricultura ha aumentado notablemente desde la
introduccidn de cultivos resistentes al mismo (Duke, 2018). Esto, si bien por un lado, ha
facilitado inicialmente el manejo de malezas en dichos cultivos, por el otro, ha provocado
la aparicion de numerosos casos de resistencia, como consecuencia de la presion de

seleccién ejercida por el uso recurrente del mismo (Heap y Duke, 2018). Debido a la
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intensidad de uso de glifosato era esperable que cada afio se desarrollen nuevos biotipos
resistentes en especies que eran controladas por este producto (Singh y Shaner, 1998).
Ante esta situacion, resulta cada vez mas importante la evaluacion de la sensibilidad a
glifosato de poblaciones de malezas problema, a fin de lograr una rapida deteccion y
caracterizacion de biotipos resistentes, contribuyendo a facilitar el manejo y evitar su
dispersion.

Algunos herbicidas post-emergentes como el glifosato, cuando son aplicados dafian a las
plantas sensibles, pero su efecto es relativamente lento; deben pasar varios dias antes de
que los sintomas del dafio se manifiesten visualmente (Duke, 1988). En consecuencia,
han sido desarrollados métodos rapidos para detectar el efecto del glifosato (Madsen et
al., 1995; Harring et al., 1998), incluyendo metodologias basadas en absorcién radicular
(Duke y Hoagland, 1978).

Uno de los métodos para la evaluacion de sensibilidad a herbicidas consiste en la
realizacion de bioensayos con semillas, en los que los propagulos se disponen sobre un
sustrato inerte impregnado con el herbicida, y se determina la respuesta midiendo algin
parametro como supervivencia o germinacion (Pérez-Jones et al., 2007).

Otros métodos miden la sensibilidad a los herbicidas directamente sobre el sitio de accion
(enzima blanco). Estos en general consisten en la extraccion y evaluacién in vitro de la
actividad de enzimas especificas como por ejemplo: la 5-enol piruvil shikimato-3-fostato
sintetasa (EPSPs; EC 2.5.1.19) para glifosato (Singh y Shaner, 1998).

A nivel bioguimico, el modo primario de accién del glifosato es la inhibicion de la enzima
EPSPs (Rubin et al., 1982). Esto implica el bloqueo de la ruta del shikimato causando
reduccidn en la sintesis de aminoacidos aromaticos, sintesis de proteinas, limitacion en el

crecimiento y muerte celular prematura (Duke, 1988).
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El bloqueo de la ruta del shikimato a partir de la inhibicion de esta enzima provoca la
acumulacién de acido shikimico, sustrato de la EPSPs (Amrhein et al., 1980; Lydon y
Duke, 1988). Por lo tanto, la cuantificacion de acido shikimico ha sido propuesta como
un marcador bioquimico para detectar plantas sensibles expuestas a glifosato (Anderson
et al., 2001; Brien Henry et al., 2007). En plantas sensibles, incrementos significativos en
las concentraciones internas de shikimato ocurren incluso con la aplicacion de bajas dosis
de glifosato, las cuales ocasionalmente no causarian fitotoxicidad, ni sintomas de
fitotoxicidad visibles (Velini et al., 2008).

La medicion de la acumulacion de acido shikimico en respuesta a la inhibicion por
glifosato es una manera rapida de cuantificar y predecir el dafio inducido por este
herbicida en plantas sensibles (Harring et al., 1998; Pline et al., 2002; Brien Henry et al.,
2007) y ademas, se ha observado que la acumulacion del mismo, en cierto rango es
dependiente de la dosis de glifosato aplicada (Lydon y Duke, 1988).

Dado que el glifosato es el herbicida mas ampliamente usado en el mundo
(comercializado desde 1974) (Benbrook, 2016), y considerando las crecientes
dificultades de control de E. davidii con este herbicida; se propone como uno de los
objetivos del presente capitulo comparar la sensibilidad a glifosato de diferentes
poblaciones de Euphorbia davidii de la provincia de Buenos Aires (Argentina), a través
de diferentes técnicas, las cuales incluyen la determinacion de shikimato.

Por otro lado, varios son los factores que afectan la eficacia del glifosato tales como: las
condiciones meteoroldgicas al momento de la aplicacién (temperatura, lluvias
posteriores), la calidad del agua (pH, dureza, presencia de arcilla o materia organica) y el
estado fenoldgico y fisioldgico de la maleza (Menéndez et al., 1999). Ademas, aunque el

glifosato es aplicado en post-emergencia de las malezas, su actividad esta influenciada
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también por las caracteristicas del suelo en el que crecen las mismas y su contenido de
nutrientes (Ncedana, 2011).

Por tratarse de un producto sistémico que se transporta dentro de los vegetales mediante
la via de los fotoasimilados, cualquier factor que limite la absorcion o el transporte del
producto dentro de la planta, puede hacer disminuir el efecto del glifosato en la maleza
(Menéndez et al., 1999).

El fosforo (P) es un importante macronutriente, que constituye cerca del 0,2% del peso
seco de las plantas. Es esencial para todos los organismos vivos ya que forma parte de
muchos glucofosfatos que participan en la fotosintesis, la respiracion y otros procesos
metabolicos; también forma parte de acidos nucleicos (como ARN y ADN) y de
fosfolipidos presentes en las membranas. Asimismo se destaca su participacion en el
metabolismo energético, debido a su presencia en las moléculas de ATP, ADP, AMP y
pirofosfato (PPi) (Salisbury y Ross, 1991). Ademas forma parte del fosfoenolpiruvato
(PEP), intermediario metabdlico en la sintesis de aminoacidos aromaticos, que es inhibido
competitivamente por la accion del glifosato (Amrhein et al., 1980).

El contenido total de fosforo en el suelo se da en un rango de 0,02 a 0,15 %. En resumen
general, es posible encontrar al fosforo de tres formas en el suelo: como fosfato en la
solucion de suelo; en la superficie de las particulas (minerales u organicas), en rapido
equilibrio con la solucion del suelo (disponible o 1abil); o en la fraccion indisponible o
insoluble que se puede liberar solo muy lentamente y que esta generalmente asociada a
los minerales de Fe y Al (Mengel y Kirkby, 2000).

Una cantidad bastante sustancial de este nutriente esta asociada con la materia organica
del suelo (Williams, 1970) y en suelos minerales normalmente la proporcion de fésforo
organico oscila entre el 20 y 80% del total de P. La descomposicion de la materia organica

es un proceso adicional que influencia la disponibilidad de fosfato tanto directa como
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indirectamente. La materia organica del suelo contiene P de modo que la mineralizacion
de la misma, libera fosfato en la solucion de suelo. El fosfato liberado de este modo esta
involucrado en el equilibrio entre los iones fosfato libres y los adsorbidos. Ademas, la
ruptura de la materia organica del suelo por la actividad microbiana esta asociada con un
aumento de la produccion de CO», que incrementa posiblemente la solubilidad de los
fosfatos del suelo (Mengel y Kirkby, 2000).

La mayoria de los fosfatos organicos del suelo se presentan en forma de ésteres inositol-
fosfato, inositol hexafosfatos y en un menor grado inositol tri- y tetrafosfatos. Algunos
de estos fosfatos organicos se producen por las plantas superiores, la mayoria sin
embargo, estan sintetizados por los microorganismos (Dalai, 1977).

Las raices de las plantas son capaces de absorber fosfato de soluciones de concentraciones
muy bajas de fosfato (Loneragan y Asher, 1967). Generalmente el contenido de fosfato
de las células de raiz y la savia del xilema es cerca de 100 a 1000 veces mas alta que en
la solucion de suelo. Esto demuestra que el fosfato es absorbido por las células de planta
en contra de un importante gradiente de concentracion.

A medida que las raices empujan y buscan su camino en el suelo se ponen en contacto
con el fosfato de la solucion de suelo. Siempre que las raices tengan una alta demanda de
P, y esto es generalmente el caso de las plantas en activo crecimiento, el fosfato se absorbe
por las raices a un elevado ritmo y la solucion de suelo en el area cercana a la raiz se vacia
de fosfato. Este agotamiento crea un gradiente entre la concentracion de fosfato cerca de
la superficie de raiz y la concentracién de fosfato en el resto del volumen de suelo (Olsen
y Watanabe, 1970); este gradiente de concentracion regula la velocidad de difusion del
fosfato hacia las raices de las plantas.

Se absorbe sobre todo como el anién monovalente fosfato (H2PO4") y con menor rapidez

como anion divalente (HPO42). Gran parte del fosfato se convierte en formas organicas
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cuando entra a la raiz, o después que es transportado por el xilema hasta el tallo o las
hojas (Salisbury y Ross, 1991). El fosfato absorbido por las células de las plantas se ve
rapidamente involucrado en procesos metabolicos. Asi Jackson y Hagen (1960)
informaron que después de un periodo de solo 10 minutos siguientes a la absorcion, 80
% del fosfato absorbido fue incorporado a compuestos organicos. Los fosfatos organicos
formados en este corto tiempo consistieron principalmente en hexosas fosfatos y uridin
difosfatos.

El fosfato es muy mdvil en la planta y puede ser translocado en direccion hacia arriba o
hacia abajo. La mayor parte del fosfato necesario para todo el ciclo de vida de una planta
anual, se absorbe durante los primeros estadios de desarrollo; y la nutricion fosforada del
resto del follaje y las raices se realiza mayormente a expensas de la redistribucion
posterior (Sivori et al., 1980).

La disponibilidad de este nutriente es considerada una de las mayores limitantes al
crecimiento de las plantas dado que, a pesar de que la cantidad total contenida en el suelo
es relativamente alta, la forma labil al alcance de la rizosfera suele ser limitada, siendo en
muchos cultivos necesaria la aplicacion al suelo de fosforo en forma inorganica para
alcanzar la productividad esperada.

Las plantas deficientes en fosforo tienen formas achaparradas y, en contraste con aquellas
carentes de nitrogeno, presentan a menudo un color verde bastante oscuro. Las plantas
que padecen deficiencia de P tienen un crecimiento retardado y la relacidn peso seco parte
aérealraiz es generalmente baja (Mengel y Kirkby, 2000). También suelen acumularse
antocianinas, que producen una coloracion rojiza en la base de los tallos en las plantas
herbaceas. En condiciones de deficiencia, el fosforo inorganico es transportado de los

tejidos de la parte aérea a las raices via floema (Mimura, 1999; Raghothama, 1999).
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Las plantas exhiben un conjunto de cambios fisioldgicos, morfologicos y arquitectonicos
en las raices en respuesta a la disponibilidad de fésforo (Lynch, 1997). Las mismas
evolucionan y se adaptan a condiciones de baja disponibilidad de fosforo inorganico en
el suelo, con una mayor emision de pelos radicales y alargamiento de los mismos.

El azufre (S) también es un macronutriente esencial para el crecimiento de las plantas. El
mismo se encuentra en el suelo en formas inorganicas y organicas. En la mayoria de los
suelos el S organico provee el principal reservorio de S (Reisenauer et al., 1973; Scott y
Anderson, 1976), y en suelos de turba, éste puede constituir casi el 100 % del total de S.
El azufre organico del suelo puede dividirse en 2 fracciones: el azufre unido al carbono,
y el que no esta ligado al carbono. Esta Gltima fraccion esta constituida por sulfatos
fenolicos, colinas asi como lipidos (Freney y Stevenson, 1966). EI S unido al carbono
incluye el S de aminoacidos, aunque estos suelen contabilizar menos de la mitad de esta
fraccion (Whitehead, 1964).

En los suelos, el azufre se encuentra principalmente en estado oxidado bajo la forma de
sulfato (SO42). La disponibilidad del mismo es muy variable en ecosistemas terrestres;
desde muy baja en suelos arenosos a extremadamente abundante en suelos originados
procedentes de zonas de mareas (Stevenson y Cole, 1999).

Generalmente el contenido de azufre del suelo estd vinculado al contenido de materia
organica, y las transformaciones quimicas de las formas de azufre estan
predominantemente asociadas a la accion de microorganismos (Kertesz y Mirleau, 2004).
El contenido de S del total de suelos en regiones templadas esta en el rango de 0,005 a
0,04 % (Simon-Sylvestre, 1972). Los niveles totales del suelo dependen del contenido de
materia organica, asi como también de las condiciones climaticas. Los suelos de las
regiones templadas poseen generalmente cantidades mas altas de S cuanta mas materia

organica contienen.
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Las plantas superiores obtienen el S principalmente del suelo en forma de sulfato, el cual
es susceptible de lixiviarse; aunque algunas también son capaces de captarlo de la
atmosfera, como dioxido de azufre (SO2) (Till, 2010). La mayor parte del azufre es
absorbido como sulfato, a través del sistema radical, sin embargo, las plantas son
incapaces de usarlo en esta forma ionica en la que es absorbido del suelo; debe ser
transportado a las hojas donde sera reducido. Los cloroplastos en los tejidos verdes, con
una abundante disponibilidad de ATP y poder reductor, son los mayores sitios donde
ocurre la reduccion del sulfato y la incorporacion en el aminodacido cisteina (Buchner et
al., 2004). A su vez, el aminoacido cisteina puede ser utilizado directamente en la sintesis
de proteinas; combinado en glutation o transformado en metionina. Estos dos
aminoéacidos forman parte estructural y funcional de proteinas y enzimas, son de vital
importancia para los organismos vivos, y en el suelo tienen una funcién destacada, ya que
juntos aportan del 11 al 31 % del azufre organico total (Fageria, 2009; Till, 2010). El
azufre también forma parte de las ferrodoxinas, la CoA, y vitaminas como la biotina y
tiamina (Mengel y Kirkby, 2000). Como elemento esencial de las proteinas, la deficiencia
de S resulta en una inhibicion de la sintesis proteica. Si los aminoacidos de S (cisteina,
metionina) que son bloques constructivos esenciales de proteinas son deficientes, las
proteinas no pueden sintetizarse. Por esta razon los aminoacidos que no contienen azufre
se acumulan en los tejidos de las plantas deficientes en S (Linser et al.,1964).

La falta de azufre en las plantas, ocasiona un desequilibrio a nivel fisioldgico, que se ve
reflejado a nivel agronémico (Malhi et al., 2005; Soaud, et al., 2011). La adecuada
provision de azufre mantiene la productividad, al coadyuvar en el uso eficiente de otros
nutrientes esenciales como lo son el N, Py K (Messick et al., 2005; Amancio et al., 2009),

también mejora la defensa contra el ataque de patdgenos (Williams et al., 2002; Kruse et
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al., 2005) e incluso es importante para mantener la calidad de los cultivos (Malhi et al.,
2005; Till, 2010).

En plantas que padecen deficiencia de S la tasa de crecimiento del cultivo se reduce.
Generalmente se afecta mas el crecimiento de los macollos que el de la raiz.
Frecuentemente las plantas son rigidas y quebradizas y los tallos quedan muy delgados.
En contraste con la deficiencia de N, los sintomas cloroticos ocurren primero en las hojas
mas jovenes y recientemente formadas. Esto muestra que los tejidos mas viejos no pueden
contribuir sustancialmente al suministro de S de hojas méas jovenes, que obviamente
dependen principalmente del S absorbido por las raices. El sulfato se transporta
principalmente en una direccion hacia arriba (acropeta) y la capacidad de plantas
superiores para mover S en direccion hacia abajo (basipeta) es relativamente pobre
(Mengel y Kirkby, 2000).

Las deficiencias de azufre son mas probables en los suelos arenosos con bajo nivel de
materia organica (menos del 2%) y bajo condiciones de alta precipitacion. Sin embargo,
incluso en suelos con alto contenido de materia organica, a menudo, la descomposicion
de la materia organica y el proceso de mineralizacion no son lo suficientemente rapidos
para cumplir con el requerimiento de azufre del cultivo.

Las plantas deficientes en general son mas pequefias y su crecimiento es lento. Aquellas
plantas que presentan sintomas de deficiencia nutricional reducen su tasa de expansion
foliar y de fotosintesis (Marschner, 1995), por lo que la produccién y migracién de
fotoasimilados dentro de la planta es menor.

Dado esto, una baja disponibilidad de nutrientes en el suelo podria ser un factor limitante
de la eficacia del glifosato. Existen trabajos que muestran que el transporte de glifosato
dentro de las plantas se reduce por una menor fotosintesis causada por estrés de nitroégeno.

En cultivos de avena (Avena sativa L.) se encontrd que herbicidas sistémicos como el
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glifosato y fluazifop resultaron menos fitotdxicos en suelos con baja disponibilidad de
nitrégeno comparado con suelos con alta disponibilidad de este nutriente (Dickson et al.,
1990).

Sin embargo, no en todos los casos se observa esta respuesta ya que Mithila et al. (2008)
no encontraron diferencias significativas en el control de Ambrosia artemisiifolia en
suelos con baja y alta disponibilidad de nitrégeno por lo que indican que la respuesta a la
interaccion glifosato-nitrégeno en suelo, es especie dependiente.

Al igual que lo documentado para nitrégeno, existen algunas relaciones entre el efecto de
herbicidas y el contenido de fésforo. La disponibilidad de este Gltimo en el suelo ha sido
reportada como un factor que influye en la fitotoxicidad de varios herbicidas. La
fitotoxicidad de simazina en soja fue mayor en suelos con niveles altos de fosforo con
respecto a bajos niveles (Adams y Russell, 1965). En otra investigacion Upchurch et al.
(1963), estudiaron la influencia del contenido de fésforo en la fitotoxicidad de varios
herbicidas, y solo encontraron evidencias significativas de una mayor fitotoxicidad del
herbicida amitrol en suelos con altos niveles de fosforo. Segin Rahman (1978) la
fitotoxicidad inicial de alaclor en una especie sensible como moha, disminuy6 con el
aumento de los niveles de fésforo. Wilson y Stewart (1973), por su parte, encontraron
interaccion entre los niveles de fosforo en el suelo y la dosis aplicada de trifluralina en el
crecimiento de raices de plantas de tomate.

Si bien existen algunos registros sobre las interacciones entre la fitotoxicidad de
herbicidas y el nivel de fosforo en el suelo; la totalidad de la informacidn hallada se refiere
solo a herbicidas dirigidos al suelo, no habiéndose encontrado antecedentes del estudio
de interacciones del nivel nutricional con herbicidas post-emergentes de absorcién foliar,
como glifosato. En el caso de azufre, no fue posible encontrar bibliografia referida a la

interaccion del contenido de este nutriente con la accion de herbicidas. Debido a la escases
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de informacion, en el presente capitulo, se pretende también abordar el efecto del

contenido de fosforo y azufre en el suelo, en el control de Euphorbia davidii con glifosato.

2. Materiales y métodos

1) Evaluacion de la sensibilidad de diferentes poblaciones de Euphorbia davidii a
glifosato

La evaluacion de la sensibilidad a glifosato de poblaciones de E. davidii de distintas

procedencias se realizo a través de dos pruebas: i) bioensayo de sensibilidad a glifosato

en germinacion y ii) cuantificacién de shikimato.

Material vegetal utilizado

Las semillas de E. davidii utilizadas para ambas determinaciones fueron recolectadas de
poblaciones aisladas de diferentes localidades de la provincia de Buenos Aires, Republica
Argentina: Espartillar (37°21'40"S 62°26'10"0); Olavarria (36°57'55.8648"S 60° 11'
55.7448"0); Azul (36° 49" 51.9276"S  59°52'44.2878"0); 'y Barrow

(38°18'00"S60°14'00"0O).

i.  Bioensayo de sensibilidad a glifosato en germinacién

Se evalu6 la germinacién de semillas de las distintas poblaciones de E. davidii en
concentraciones crecientes de glifosato. Para ello se colocaron 30 semillas por caja de
Petri con papel de filtro y una alicuota de 5 ml de soluciones de glifosato (sal amoénica

40,5% SL, 356 g e.a. I'Y) en agua destilada a razon de 0; 2,24; 4,47; 6,72; 8,95; 17,91;


http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Espartillar&params=-37.3611_N_-62.4361_E_type:city
http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Barrow_(Buenos_Aires)&params=-38.3_N_-60.2333_E_type:city
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35,82 y 71,64 g e.a. I'* utilizando 3 repeticiones. Se incubaron en camara de cultivo a
18°C £ 1°C y se realizaron recuentos del nimero de semillas germinadas por tratamiento
a los 21 dias. Por medio del modelo log-logistico propuesto por Streibig et al. (1993), se
calculo la concentracion efectiva media (CEso) que es la concentracion del herbicida
necesaria para inhibir al 50% el porcentaje de germinacién con respecto al testigo. En
base a las CEso se calcularon los indices de resistencia (IR) para las diferentes
procedencias, realizando el cociente entre la CEso de cada localidad y la CEso
correspondiente la poblacion de mayor sensibilidad (Yanniccari et al., 2012), que en este
estudio fue considerada la poblacién de Espartillar, que cuenta con menor historia de uso

de glifosato.

ii.  Ensayo de cuantificacion de shikimato como bioindicador de la sensibilidad

a glifosato

Diez semillas de cada poblacion fueron sembradas en macetas de 600 cm? de capacidad,
con suelo Argiudol tipico de textura franco-arcillosa y las plantas fueron mantenidas en
condiciones semi-controladas en invernadero. A la semana de la emergencia se realiz6 un
raleo manual, dejando cuatro plantas por maceta. Cuando las mismas alcanzaron el estado
fenoldgico de inicio de ramificacion, se realizo la aplicacidn de glifosato (sal amonica
40,5% SL), a dosis 0X; 0,5X y 1X que corresponden a 0, 540 y 1080 g e.a. ha’*, siendo
X la dosis normal de uso recomendada para el control de esta especie en el estado
fenolégico mencionado (Juan et al., 2011). Estos tratamientos se realizaron en
condiciones de laboratorio, utilizando un equipo de aplicacién de presion constante COg,
ajustada a 3 bares, pastillas abanico plano 8001, con un caudal equivalente a 130 | hal, y

empleando tres repeticiones por tratamiento y poblacion. A las 72 h de realizada la
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aplicacion, se tomaron muestras de 0,05 g de peso fresco del ultimo par de hojas

completamente expandidas para realizar la cuantificacion de shikimato.

Extraccién de shikimato

La extraccion se realizd utilizando la técnica descripta por Singh y Shaner (1998).
Inmediatamente después de la toma de cada muestra, el material vegetal fue sumergido
en HCI (0,25N) en relacion 1:20 (peso del tejido/volumen de HCI). Luego se molio6 cada
muestra en un mortero y seguidamente el extracto obtenido fue centrifugado. El
sobrenadante fue colectado y se emple6 directamente para la determinacion de shikimato

como se describe a continuacion.

Determinacion espectrofotométrica de shikimato

El shikimato fue determinado de acuerdo a una modificacion del método de Gaitonde y
Gordon (1958). A una alicuota del sobrenadante obtenido de cada muestra (10 a 50 pl,
dependiendo de la cantidad de shikimato presente en el extracto) se le agregd 0,8 ml de
una solucién de 1 % de acido peryddico y se incubaron a 40°C durante 45 minutos para
oxidar el acido shikimico. Posteriormente, se agregé 0,8 ml de NaOH (1N)/Na2SOs
(0,05M). Finalmente, se midié la absorbancia a 382 nm de longitud de onda empleando
un espectrofotometro (Shimadzu UV-160A). Se determind la concentracion de shikimato
de cada muestra a partir de la elaboracion de una curva patrén de shikimato (99%, Sigma

Aldrich).
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Andlisis estadistico

Con los datos del bioensayo de germinacion de las semillas de cada procedencia, se
ajustaron modelos de regresion no lineal (log-logistico) a partir de la ecuacion dosis-
respuesta (Seefeldt et al., 1995), relacionando el porcentaje de germinacion y la
concentracion de glifosato. Para ello se empled el software estadistico GraphPad Prism v
6.01.

La expresion matematica utilizada para este ajuste se expresa como: Y = C + ((D-C) /
(1+exp (b. In(X)-In(CEse+1))))); donde Y representa el porcentaje de germinacion, X es
la concentracion de glifosato expresada en g e.a. I'*; C es limite inferior; D es el limite
superior; b representa la pendiente y CEso es la concentracion efectiva media que es la
concentracion a la cual se obtiene un 50% de inhibicion en la germinacion.

Ademas los datos obtenidos del bioensayo de germinacion, y de las determinaciones de
shikimato se evaluaron mediante analisis de varianza, utilizando un disefio
completamente al azar. Se realizé la comparacion de medias, mediante el test de Tukey p
<0,05, utilizando software estadistico InfoStat v. 2012 (Grupo InfoStat, FCA,
Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina). En el caso de los datos obtenidos de las
determinaciones de shikimato, ademas se realizaron comparaciones de medias, agrupados

por procedencia.
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I1) Influencia del estado nutricional de E. davidii en el control con glifosato:

fosforo y azufre

En esta parte del estudio se realizaron dos ensayos independientes, uno con cada nutriente,
en condiciones semi-controladas de humedad y temperaturas en el invernadero de la
Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional del Centro de la provincia de Buenos
Aires.

El suelo utilizado para los dos ensayos fue obtenido del horizonte A de textura franco
arenosa, de un lote ubicado en el partido de Bolivar, provincia de Buenos Aires
(36°33'26.0"S 61°02'02.4"W). ElI mismo fue extraido de dos sectores de un mismo
establecimiento, y analizado previo al comienzo de cada uno de los ensayos; y los
resultados de dichos analisis se presentan en la Tabla 10.

En el ensayo de fosforo (i), para establecer los distintos niveles de este nutriente, se agregd
la fuente KH2PO4 para aumentar el P disponible a 5, 10 y 15 ppm, y los tratamientos
fueron definidos como: P “bajo” (5 ppm), P “medio” (10 ppm) y P “alto” (15 ppm) y el
nivel de nitrdgeno se homogenizo a 40 ppm NO3z" utilizando KNOs. La incorporacion de
estos nutrientes se realizdé mediante la pulverizacion del suelo extendido sobre una manta
plastica, con una solucion conteniendo la cantidad calculada de KH2PO.y KNO3, para
obtener una concentracién de nutrientes homogénea en toda la muestra. En este caso no
se modificd el nivel se azufre, ya que se considerd adecuado para el crecimiento de E.
davidii.

En el ensayo de azufre (ii), se ajustaron los niveles de fésforo a 15 ppm P utilizando
KH2POs, y el nivel de nitrdbgeno nuevamente se homogeneizd a 40 ppm NO3
incorporando KNOz. La cantidad de NOs™ agregado se calculo sustrayendo la cantidad de

N aportado por el SO4(NH4)2. Los niveles de azufre fueron definidos como “bajo” (5 ppm
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S042), “medio” (10 ppm SO4?), y “alto” (15 ppm SO4?), mediante el agregado de
SO4(NHa)2. La incorporacion de los mismos se realizé6 mediante pulverizacion de una

solucion acuosa sobre las muestras de suelo, de igual manera que en el ensayo de fosforo.

Tabla 10. Resultados de los andlisis de las muestras extraidas de suelo, previo a su utilizacion para los

ensayos correspondientes de fésforo y azufre.

Ensayo % MO pH  Nitratos (NO3z ppm)  Fosforo Bray (ppm)  Sulfatos (SO42 ppm)

Faésforo (i) 4.6 6,4 31,3 5 8

Azufre (i) 38 69 14,1 3 5

Una vez ajustado el nivel de P y/o de S en el suelo, este sustrato fue distribuido en macetas
de 600 cm? de capacidad en las cuales se sembraron 30 semillas de E. davidii obtenidas
en el partido de Olavarria. Las macetas fueron dispuestas en el invernaculo, mantenidas
en capacidad de campo y luego de la emergencia se realizé el raleo dejando cinco
individuos por maceta uniformemente distribuidos.

Antes de que las plantas comiencen a ramificar, se realizaron los tratamientos con el
herbicida glifosato (sal aménica 40,5% SL, 356 g e.a. I'!) en condiciones de laboratorio
(camara de pulverizacion). Se aplicaron las diferentes dosis (0, 2, 3 y 4 | ha?, que
corresponden a0, 712, 1068 y 1424 g e.a ha') mediante un equipo de CO2 con una presion
constante de 3 bares, equipado con una pastilla de aspersion de abanico plano estandar
8001 con un caudal equivalente a 130 | ha™™.

A los 7, 14, y 21 dias desde aplicaciéon (DDA) se realizaron los relevamientos de
fitotoxicidad segin una escala de evaluacion visual de la accion de herbicidas donde 0%
corresponde a la ausencia de sintomas, y 100% es la muerte total de las plantas.

A los 28 DDA se procedié a cortar las plantas al ras del suelo y llevar a cdmara de secado

a 60°C durante 3 dias para determinar la biomasa seca aérea. En el caso del ensayo de
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azufre se realiz6 una evaluacion mas de fitotoxicidad, ya que se observaron algunos
cambios visuales significativos.

Los resultados fueron analizados mediante ANOVA en un disefio completamente al azar,
y se realizaron comparaciones de medias mediante el test de Tukey (p < 0,05), utilizando

software estadistico InfoStat v.2012 (Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).

3. Resultados y discusion

i. Bioensayo de sensibilidad a glifosato en germinacion

A partir del bioensayo de semillas, se determind que ninguna de las poblaciones evaluadas
resultd sensible a glifosato a la concentracion de 2,24 g e.a. I't. En efecto, el porcentaje
de germinacion de las semillas expuestas a esta concentracion, no se diferencio del testigo
en ninguna de las cuatro poblaciones de E. davidii evaluadas (Tabla 11).

La concentracién minima a la cual se obtuvo una respuesta estadisticamente significativa
fue dependiente de las poblaciones estudiadas, mostrando diferencias en la sensibilidad.

La poblacion de Espartillar resulté ser la méas sensible, hallandose una respuesta
estadisticamente significativa con respecto al testigo a partir de la concentracion de 4,47
g e.a. I't. En el caso de las semillas provenientes de Azul, existié un efecto inhibitorio a
partir de la concentracion de 6,72 g e.a. I'* y las poblaciones de Olavarria y Barrow sélo
mostraron una disminucion en los porcentajes de germinacion a concentraciones iguales

o superiores a 8,95 g e.a. I'%.
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Tabla 11. Porcentaje de germinacion promedio de semillas de Euphorbia davidii obtenido a los 21 dias, en
las diferentes concentraciones de glifosato evaluadas, para cada poblacion procedente de las localidades de
Espartillar, Azul, Olavarria y Barrow. Las comparaciones estadisticas presentadas son sdlo validas dentro
de cada poblacion. Las diferentes letras indican significancia estadistica por medio del test de Tukey (p<

0,05).

[Glifosato g e.a. 7] Espartillar Olavarria

0 975a 96,7 a
975a 94,4 a
43.8b 94,4a
338b 90,0 a
50c 58,9 b
6.3¢ 16,7 ¢
00c 0,0d

00c 0,0d

Por otra parte, evaluando el comportamiento de las diferentes poblaciones en
concentraciones mayores de glifosato, se pudo apreciar que para alcanzar una inhibicion
de la germinacion mayor a un 90%, fue necesaria una concentracion minima de 8,95 g
e.a. I'* para la poblacion de Espartillar; 17,91 g e.a. I para las de Azul y Barrow y 35,82
g e.a. It en el caso de aquella proveniente de Olavarria.

En la figura 13 se presentan los ajustes del modelo de regresion no lineal obtenidos en
base al porcentaje de germinacion de cada poblacion y la concentracion de glifosato. En
base a las ecuaciones ajustadas se calcul6 la concentracion efectiva media (Tabla 12).
Alli se observa que el menor valor obtenido en este parametro corresponde a la poblacién
de Espartillar (4 g e.a. I'Y), reafirmando que se trata de la poblacién mas sensible. Con las

semillas de Azul se obtuvo una CEsg un 75% mayor que la poblacion anterior (7,03 g e.a.
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I). Las CEso de las dos poblaciones restantes (Barrow y Olavarria) resultaron

estadisticamente mayores que las mencionadas para Azul y Espartillar, pero entre si

(Barrow y Olavarria) no se detectaron diferencias significativas.
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Figura 13. Relacion log-logistica entre la germinacion (%) y las concentraciones de glifosato evaluadas de

Euphorbia davidii procedentes de las localidades de Espartillar (E), Azul (A), Olavarria (O) y Barrow (B).

Los valores de r? obtenidos fueron de 0,912; 0,940; 0,966 y 0,995 respectivamente.

Espartillar es una localidad principalmente ganadera que se encuentra situada en una
region al sudoeste de la provincia de Buenos Aires, donde el 58 % de los suelos posee

aptitud ganadero-agricola, que admiten una rotacién con una fase agricola relativamente

corta, luego de un periodo prolongado con pasturas perennes; un 28 % de los suelos tiene

aptitud agricola-ganadera y el 14 % restante tiene aptitud netamente ganadera (Cappello

y Fortunato, 2013).
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Tabla 12. Concentracion efectiva media (CEsp) obtenidas de las ecuaciones de ajuste del modelo log-
logistico, para el parametro porcentaje de germinacion de semillas de Euphorbia davidii, procedente de las
localidades de Espartillar, Azul, Olavarria y Barrow. Se incluyen los limites inferior y superior del intervalo

de confianza p > 0,95.

Intervalo de Confianza

Poblacion CEso (g. e.a. I'h) Limite inferior Limite superior

Espartillar 4,00c 3,05 5,23
Azul 7,03b 6,37 7,77
Olavarria 9,57a 8,27 11,08

Barrow 9,93a 9,28 10,65

Asumiendo que por la historia agricola de la zona y de uso del herbicida glifosato, la
poblacién de Espartillar fue la menos expuesta a la presion de seleccion, es l6gico que las
plantas provenientes de esa localidad representen una poblacién sensible y se podria
suponer que las mismas presentan la susceptibilidad original de esta especie a glifosato.
Los indices de resistencia (IR) obtenidos comparando la CEso de las localidades de Azul,
Olavarria y Barrow respecto de la CEso de la poblacion sensible (Espartillar) fueron: 1,76;
2,39y 2,48 respectivamente.

En comparacion a otros casos de resistencia a glifosato en otras especies, los valores de
IR obtenidos son relativamente bajos (<5). Estos valores, podrian indicar que existe
variabilidad genética entre poblaciones en cuanto a la sensibilidad a glifosato. El
incremento en la frecuencia de aplicaciones y uso de glifosato en la region ha actuado y
aun estaria sometiendo a las poblaciones de Euphorbia davidii a una creciente presion de
seleccion. Esto favoreceria el incremento de la frecuencia de individuos menos sensibles

al herbicida y forzaria a la poblacion a evolucionar a un mayor IR.
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Por otra parte, si bien todas las poblaciones ajustan a un mismo modelo; es posible

analizar por separado los parametros que determinan cada ecuacion de ajuste.

Tabla 13. Pendientes (b) obtenidas de las ecuaciones de ajuste del modelo log-logistico, para el pardmetro

porcentaje de germinacion de semillas de Euphorbia davidii, procedente de las localidades de Espartillar,

Azul, Olavarria y Barrow. Se incluyen los limites inferior y superior del intervalo de confianza p > 0,95.

Intervalo de Confianza

Poblacion Pendiente (b) Limite inferior Limite superior

-3,31 -5,56 -1,06
-6,52 -10,34 -2,70
Olavarria -3,71 -5,28 -2,14

Barrow -6,35 -8,09 -4,62

Como se observa en la tabla 13, si bien las ecuaciones de ajuste presentan diferentes
valores de pendiente, no fue posible establecer diferencias estadisticamente significativas
entre ellos, debido a la variabilidad de los datos observados; lo cual se manifiesta en el
solapamiento de los intervalos de confianza (p>0,95) presentados. Teniendo en cuenta,
que no es posible diferenciar las pendientes de ajuste, se puede afirmar que no existe una
sensibilidad diferente en la germinacion frente a un incremento en la concentracion de
glifosato, en la fase lineal del modelo ajustado. Las diferencias observadas en las
poblaciones (CEsp), solo implicarian un desplazamiento horizontal de la curva
concentracion-respuesta, sin variar la forma de la misma. Por lo tanto, el incremento en
una unidad de concentracion de glifosato evaluada, implicaria un cambio de respuesta

equivalente en todas las poblaciones.



103

ii. Ensayo de cuantificacion de shikimato como bioindicador de la sensibilidad a

glifosato

La concentracion de shikimato registrada en las plantas testigo de las poblaciones
estudiadas (sin aplicacion de herbicida glifosato), oscilé entre 22000 a 37000 pg g de
peso fresco para las diferentes poblaciones evaluadas, y no se observaron diferencias
desde el punto de vista estadistico entre los testigos de las diferentes localidades. Los
coeficientes de variacion para las determinaciones de shikimato en los tratamientos
testigo fueron: 77,2; 42,3; 96,4; y 34,1% para las poblaciones de Espartillar, Barrow, Azul
y Olavarria respectivamente, lo cual evidencia una marcada variabilidad en los niveles
basales de shikimato de las diferentes poblaciones (Tabla 14).

Se destaca que en la poblacion de Espartillar la concentracion de shikimato determinada
en plantas tratadas con glifosato resulto ser el doble con respecto al testigo cuando se
aplico la menor dosis de herbicida (0,5X) y el triple cuando se utiliz6 la dosis
recomendada para el control de esta especie (1X). Esto pone en evidencia que la
mencionada poblacion presenta una alta sensibilidad al herbicida, en consistencia a lo
observado en los resultados del bioensayo con semillas en el cual la germinacion fue
inhibida por una baja concentracién de glifosato.

En las poblaciones de Azul, Olavarria y Barrow, no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas en la concentracion de shikimato registrada para los

tratamientos de glifosato 0X, 0,5X y 1X.
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Tabla 14. Concentracion de shikimato en hojas de Euphorbia davidii (ug de shikimato g de peso fresco)
determinado 72 horas luego de la aplicacion de las diferentes dosis de glifosato (0, 540 y 1080 g e.a. ha%).
Se expresan valores medios, los desvios estandar y el coeficiente de variacion (CV). Las letras diferentes

indican diferencias estadisticamente significativas entre las medias segun el test de Tukey (p <0,05).

Dosis [Shikimato] Desvio En Analisis por

Poblacion  (ge.aha?) Promedio Estandar CV (%) conjunto localidad

Espartillar 0 22433 17321 77,2 AB
Espartillar 46118 23163 50,2 DE

Espartillar 62952 37747 60,0 E

24341 23464 96,4
12046 10460 86,8

9808 5693 58,1

Olavarria 37463 12763 34,1
Olavarria 45645 14088 30,9

Olavarria 36043 22734 63,1

Barrow 25257 10674 423

Barrow 23637 10624 449

> >» r» >» » > » » >

Barrow 26288 22028 83,8

En estas poblaciones la ausencia de acumulacion de shikimato, evidencia la baja
sensibilidad al herbicida. Pese a esto, en algunas circunstancias es posible encontrar
acumulacién de shikimato tanto en poblaciones susceptibles como en resistentes a
glifosato, no obstante, en esos casos se ha observado un patrén diferencial de acumulacién
de shikimato a lo largo del tiempo (Mueller et al., 2003). Es posible que exista un patron
de acumulacion diferencial de shikimato a lo largo del tiempo post-aplicacién, entre las
tres poblaciones de E. davidii que no presentaron respuesta a la aplicacion de glifosato

(Azul, Olavarria y Barrow) y que esto se asocie a distinta sensibilidad al herbicida, lo cual
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deberia ser evaluado en investigaciones posteriores ya que los resultados de este trabajo
corresponden a determinaciones realizadas a las 72 h post aplicacion.

Las concentraciones de shikimato en los tratamientos testigo de todas las poblaciones de
E. davidii utilizadas, resultaron muy superiores a las observadas en otras especies de
malezas. Yanniccari et al. (2012) encontraron en promedio 500 ug de shikimato g* de
peso fresco en plantas de Lolium perenne L. susceptibles y 1000 a 2000 pg g* de peso
fresco en biotipos resistentes a glifosato, lo cual es un valor al menos diez veces menor
al registrado en E. davidii.

En general, los niveles endogenos de shikimato en plantas son muy bajos, entre 40 y 60
ug gt de peso fresco (Yoshida et al., 1975), pero se sabe que el nivel basal de shikimato
es variable de acuerdo a las especies estudiadas. Mueller et al. (2008) encontraron niveles
basales promedio de 100 pg de shikimato g de peso fresco en poblaciones de nueve
especies evaluadas, y concentraciones entre 1000 y 6000 pg de shikimato g de peso
fresco en plantas tratadas con glifosato.

Dogramaci et al. (2015), reportan que la concentracion de shikimato en poblaciones de
Euphorbia esula sin aplicacion de glifosato fue de 50000 pg de shikimato g™ de peso
fresco, mientras que detectaron incrementos hasta 120000 g de shikimato g de peso
fresco, en plantas sensibles tratadas con glifosato.

De acuerdo a esto, se presume que altas concentraciones de shikimato podrian estar
asociadas a especies del género Euphorbia y a su vez se destaca la baja respuesta en la
acumulacién de este metabolito luego de un tratamiento con glifosato. En algunas
especies sensibles de otros géneros tratadas con el herbicida, el nivel de shikimato
aumenta hasta 10 veces respecto de las plantas no tratadas, mientras que en la poblacion

sensible de E. davidii en el presente ensayo solo se triplicé.
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Por otra parte, Harring et al. (1998), encontraron diferencias en la acumulacion de
shikimato para diferentes formulaciones de glifosato utilizado, lo cual deberia ser
considerado al comparar resultados obtenidos en diferentes evaluaciones.

Cualquiera sea el 0 los mecanismos que provoquen la baja sensibilidad a glifosato de las
poblaciones de Azul, Olavarria y Barrow, el impacto que esto tiene en condiciones de
campo es similar: una mayor dificultad de control e instintivamente un incremento de las
dosis normales de uso del herbicida glifosato por parte de técnicos y productores, que a
su vez redunda en mayor presion de seleccion (Juan et al., 2011).

En funcion de los resultados aqui presentados, y considerando antecedentes que indican
diferencias en la sensibilidad a glifosato para poblaciones de otra especie del mismo
género como es E. heterophylla (Vidal et al., 2007), se alerta sobre el riesgo de evolucién
a un mayor nivel de resistencia en la regién en cuestion.

En este estudio los dos ensayos de evaluaciéon de la sensibilidad a glifosato de las
poblaciones, mostraron resultados concordantes que indican que las plantas obtenidas de
semillas recolectadas en Espartillar fueron mas sensibles a glifosato respecto de las
colectadas en otras localidades. Si bien el IR calculado no es demasiado elevado (<5), ya
nos indica una sensibilidad diferencial entre las poblaciones que deberia ser tenido en
cuenta dado que se trata de una maleza invasora que tiene poca historia de existencia en

la zona centro de la provincia de Buenos Aires.
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I1) Influencia del estado nutricional de E. davidii en el control con glifosato:

fosforo y azufre

Influencia de diferentes niveles de fosforo en el suelo sobre la eficacia de control de

Euphorbia davidii con glifosato

En primer lugar, al analizar la fitotoxicidad segun la escala visual propuesta, se puede
apreciar que existe una tendencia a manifestarse una mayor fitotoxicidad a medida que se
incremento la dosis de glifosato evaluada, tal como era esperable. Ademas, se observaron
diferencias en la fitotoxicidad de un mismo tratamiento de acuerdo a la fecha de
evaluacion, alcanzandose la fitotoxicidad maxima en la mayoria de los casos a 21 DDA
(Figura 14, 15y 16).

En el caso del nivel evaluado de bajo fosforo (Figura 14), a los 7 DDA todos los
tratamientos evidenciaron porcentajes de fitotoxicidad leves, que incluso a la mayor dosis
evaluada no superé el 30%. A los 14 DDA las dosis de 2 y 3 | ha incrementaron su
fitotoxicidad hasta valores de aproximadamente un 60%, no obstante, no se diferenciaron
de la dosis mas alta donde se observé mortalidad total de las plantas (fitotoxicidad del
100%). En la Gltima evaluacién (21 DDA), la dosis mas alta conservé el maximo valor
de fitotoxicidad, mientras que las menores dosis manifestaron un incremento en la

fitotoxicidad hasta valores alrededor del 75%.
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Figura 14. Evolucion de la fitotoxicidad para los diferentes momentos de evaluacion, en las dosis de 2, 3 y
41hatde glifosato, para el nivel bajo de fosforo. Las comparaciones son sélo validas dentro de cada fecha.

Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun el test de Tukey (p<0,05).

En el nivel medio de fosforo (Figura 15), el comportamiento fue diferente al caso anterior.
A los 7 DDA, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la dosis de
4 1 hal (que alcanz6 una fitotoxicidad cercana el 50%), y las dosis menores cuyas
fitotoxicidades no superaron el 25%. A los 14 DDA, se observo un incremento notable
de la fitotoxicidad en todos los tratamientos alcanzando valores de aproximadamente 80,
90 y 100 %, para las dosis de 2, 3y 4 | ha! respectivamente. A los 21 DDA, todos los
tratamientos manifestaron fitotoxicidades iguales o superiores al 90%, no detectandose

diferencias significativas entre ellos.
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Figura 15. Evolucion de la fitotoxicidad para los diferentes momentos de evaluacién, en las dosis de 2, 3 y
4 1 ha! de glifosato, para el nivel medio de fosforo. Las comparaciones son sélo validas dentro de cada
fecha. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segln el test de Tukey

(p<0,05).

En el nivel alto de fosforo (Figura 16), nuevamente se detectaron diferencias
significativas en la primera evaluacion. La dosis de 4 | ha* manifestd una fitotoxicidad
de aproximadamente un 45%, diferenciandose de la dosis de 2 | ha'*, donde la misma fue
menor al 20%. La dosis de 3 | hal presentd una fitotoxicidad de un 35% no
diferenciandose a su vez de ninguna de las otras dosis evaluadas. A los 14 DDA, la
fitotoxicidad se incremento rapidamente en todos los tratamientos, alcanzando el 100%
en las dosis de 3 y 4 | ha. Sin embargo, no pudieron diferenciarse de la menor dosis, que
solo presento una fitotoxicidad del 75%. En la ultima evaluacion no se observé ningun
cambio respecto a la evaluacion inmediatamente anterior.

Si bien en todos los niveles de fosforo evaluados, al finalizar el ensayo todos los
tratamientos alcanzaron fitotoxicidades similares; es posible observar una diferencia en

el ritmo de presentacion de los sintomas. En el nivel bajo de fosforo todas las dosis
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evaluadas necesitaron al menos 14 dias para alcanzar un 50% de fitotoxicidad; mientras
que en los niveles medios y altos de fosforo, la dosis mas alta alcanz6 un valor cercano al
50% de fitotoxicidad a los 7 DDA, mientras que las dosis de 2 y 3 | ha™* necesitaron 14
dias. Posiblemente la mayor disponibilidad de fésforo para la maleza, permitiria
movilizar mas rapidamente el herbicida hasta el sitio de accion, dando como resultado la

manifestacion de sintomas en forma mas prematura.
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Figura 16. Evolucion de la fitotoxicidad para los diferentes momentos de evaluacidn, en las dosis de 2, 3y
4| ha! de glifosato, para el nivel alto de fosforo. Las comparaciones son sélo validas dentro de cada fecha.

Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun el test de Tukey (p<0,05).

Con respecto al PS, en primer lugar se puede apreciar que se observa una disminucion en
la acumulacion de peso seco a medida que se incrementa la dosis en todos los niveles de
fosforo evaluados (Figura 17).

En el nivel alto de fosforo, la dosis de 2 | ha' causé una reduccion del PS de
aproximadamente 50%. Las dosis de 3 y 4 | ha provocaron reducciones del PS superiores

al 65% y no se diferenciaron entre si.
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Con respecto al nivel medio de fosforo, todas las dosis se diferenciaron del tratamiento
testigo causando reducciones en la acumulacion de PS superiores al 70%. En este caso,
no se observaron diferencias significativas entre ninguna de las dosis de glifosato
evaluadas.

En el caso del nivel bajo de fosforo, las dosis de 2 y 3 | ha™ permitieron acumular en

promedio solo un 30% del PS respecto al testigo, diferenciandose estadisticamente de

éste.
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Figura 17. Peso seco registrado a los 28 DDA para los diferentes niveles de fosforo, en las dosis de 2, 3y
41hatde glifosato. Las comparaciones son solo validas dentro de cada nivel de fésforo. Las letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun el test de Tukey (p<0,05).

Por otra parte, la mayor dosis evaluada se diferencié de las restantes, causando una
reduccién en la acumulacién de PS superior al 80%.

Podemos evidenciar una influencia en el nivel nutricional de fosforo, en el control de esta
maleza con glifosato. Si consideramos como umbral de comparacion un 70% de

reduccion de PS respecto al testigo, se puede apreciar que esto se consigue solo con la
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dosis de 4 I ha™ en el nivel alto de fésforo; con las dosis de 3 y 4 | ha* en nivel de fosforo

bajo, y con todas las dosis en el nivel de fosforo medio.

Influencia de diferentes niveles de azufre en el suelo sobre la eficacia de control de

Euphorbia davidii con glifosato

En el caso del ensayo con diferentes niveles de azufre, en primer lugar se puede observar
un incremento en la respuesta a fitotoxicidad a medida que se incrementa la dosis aplicada
y el tiempo de evaluacion desde la aplicacion.

En el nivel bajo de azufre a los 7 DDA (Figura 18), no se registraron diferencias
significativas entre los tratamientos aplicados, la mayor dosis alcanz una fitotoxicidad
del 40%, mientras que las dosis de 2 y 3 | ha solo presentaron fitotoxicidad leve
(alrededor del 20%).

Posteriormente se observa un incremento lineal de la fitotoxicidad en las dosis de 3y 4 |
hal, llegando a valores de fitotoxicidad de 67 y 85% respectivamente a los 21 DDA. La
menor dosis evaluada presentd un incremento mas moderado de la fitotoxicidad llegando
al 40% a la misma fecha de evaluacion, y no se diferencié del resto de los tratamientos.
Sin embargo, en la Gltima evaluacién a los 28 DDA, la menor dosis solo present6 un 50%

de fitotoxicidad, diferenciandose de las otras restantes que superaron el 90%.
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Figura 18. Evolucion de la fitotoxicidad para los diferentes momentos de evaluacion, en las dosis de 2,3 y
41hatde glifosato, para el nivel bajo de azufre. Las comparaciones son solo validas dentro de cada fecha.

Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun el test de Tukey (p<0,05).

En el nivel medio de azufre (Figura 19), fue posible detectar diferencias significativas a
los 7 DDA. La dosis de 4 | ha presenté la mayor fitotoxicidad (50%), mientras que la
menor dosis superd ligeramente el 20% de fitotoxicidad. La dosis de 3 | ha™*, evidencid
un 30% de fitotoxicidad no diferencidndose estadisticamente de los otros tratamientos. A
los 21 DDA la mayor dosis present6 un valor elevado de fitotoxicidad, cercano al 80%.
La menor fitotoxicidad fue observada en la dosis de 2 I ha™%, con un valor de 45%, mientras
que en la dosis de 3 I ha el valor fue cercano al 60%, no diferenciandose nuevamente de
los otros tratamientos. En la Gltima evaluacion las mayores dosis (3 y 4 | ha!) superaron
el 80% de fitotoxicidad, mientras que la dosis inferior solo alcanzé el 70%, no obstante
no se registraron diferencias significativas entre las tres dosis en este momento de

evaluacion.



114

100

% de fitotoxicidad

0 7 14 21 28
DDA
== ==? |/ha eek®e 3l/ha ==/ |/ha

Figura 19. Evolucion de la fitotoxicidad para los diferentes momentos de evaluacién, en las dosis de 2, 3 y
41hat de glifosato, para el nivel medio de azufre. Las comparaciones son solo validas dentro de cada

fecha. Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segin el test de Tukey

(p<0,05).

En el nivel alto de azufre (Figura 20), nuevamente fue posible detectar diferencias
significativas a los 7 DDA entre la menor dosis con una fitotoxicidad menor al 20%, y
las dosis de 3y 4 | ha que superaron el 40%. Los sintomas continuaron evolucionando
progresivamente y se supero el 80% de fitotoxicidad en las dosis de 3y 4 | hat a los 21
DDA. En ese mismo momento de evaluacion, la dosis de 2 | ha* solo alcanzé el 50% de
fitotoxicidad siendo significativamente menor. Al final del ensayo las dosis superiores
evidenciaron una fitotoxicidad cercana al 100% no diferenciandose entre si, pero si de la
menor dosis que solo alcanzé el 70%.

A diferencia de lo observado en el ensayo de fosforo donde en la evaluacion final no se
detectaron diferencias significativas entre los tratamientos, se pudo apreciar que en
niveles bajos y altos de azufre, la dosis de 2 | ha causd una menor fitotoxicidad y se

diferencié significativamente del resto de los tratamientos.
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Teniendo en cuenta la velocidad de manifestacion de sintomas, en la mayor dosis utilizada
se alcanza una fitotoxicidad de aproximadamente 50% a los 7 DDA en todos los niveles
de azufre. La dosis intermedia (3 | ha) requiri6 14 DDA para alcanzar esa misma
fitotoxicidad en los niveles bajos y medios de azufre, y 7 DDA en el nivel alto. Por ultimo,
las diferencias mas notables se observaron en la menor dosis evaluada, en donde debieron
transcurrir 28, 21 y 14 DDA para alcanzar 50 % de fitotoxicidad en los niveles bajos,
medios y altos de azufre respectivamente.

Evidentemente el nivel de azufre en el suelo, tiene una influencia en el control post
emergente de esta maleza con glifosato, aungue su efecto es limitado. Con la utilizacion
de dosis reducidas, se observa mas claramente la influencia del estado nutricional, en
donde la inadecuada disponibilidad de nutrientes puede afectar distintos procesos
metabolicos dentro de la planta, y posiblemente reduzca la llegada del herbicida al sitio
de accion.

Con respecto a la evaluacion del PS, en primer lugar hay que destacar que no se observé
un comportamiento diferencial entre los niveles de azufre evaluados (Figura 21), a
diferencia de lo registrado en el caso de fosforo (Figura 17).

En ningdn nivel de azufre evaluado se registraron diferencias significativas entre las tres
dosis de glifosato empleadas, obteniéndose reducciones de la acumulacion de PS respecto
al testigo en promedio de un 70, 65 y 50% para los niveles de bajos, medios y altos de
azufre respectivamente, sin diferencias significativas entre ellos. Esta menor inhibicion
del crecimiento relativa a medida que aumenta el nivel de azufre, podria estar causada
por un mayor crecimiento y acumulacion de PS previos a la aplicacion del herbicida en
los niveles medios y altos de azufre, evidenciando los efectos de retardo de crecimiento

por stress nutricional en los niveles bajos.
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Figura 20. Evolucion de la fitotoxicidad para los diferentes momentos de evaluacién, en las dosis de 2, 3y
41hatde glifosato, para el nivel alto de azufre. Las comparaciones son sélo validas dentro de cada fecha.

Las letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun el test de Tukey (p<0,05).

Como se habia mencionado anteriormente, el glifosato es un producto sistémico que se
transporta dentro de los vegetales mediante la via de los fotoasimilados, cualquier factor
que limite la absorcion o el transporte del producto dentro de la planta, puede hacer
disminuir el efecto herbicida en la maleza (Menéndez et al., 1999). Existen algunas
publicaciones que mencionan la interaccion entre los niveles de fosforo y herbicidas de
suelo (Upchurch et al., 1963; Adams y Russell, 1965), pero no fue posible encontrar
informacidn sobre la interaccidn con herbicidas post emergentes.

Las deficiencias de nutrientes minerales pueden afectar el transporte y ciclado de
moléculas dentro de la planta (Marschner et al., 1995), lo que se acompafia por cambios
en la relacion fuente destino entre distintos 6rganos, funcionando como estrategias

adaptativas que permiten modificar la relacién tallo/raiz (Mengel y Kirkby, 2000).
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Figura 21. Peso seco registrado a los 28 DDA para los diferentes niveles de azufre, en las dosis de 2, 3y 4
I hat de glifosato. Las comparaciones son sélo validas dentro de cada nivel de azufre. Las letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas segun el test de Tukey (p<0,05).

Las deficiencias de fosforo especificamente, afectan sensiblemente el transporte de
azUcares simples como la sacarosa (Hammond y White, 2008), y también de aminoéacidos,
en interaccién con la disponibilidad de otros nutrientes como nitrogeno (Criado et al.,
2017). De igual manera que con el caso del fosforo, las deficiencias de azufre generan
cambios metabolicos dentro de la planta, que afectan el transporte de este mismo nutriente
(Hawkesford, 2000) y también modifican la absorcién y transporte de otros nutrientes
(Alhendawi et al., 2005). Al modificarse el transporte por floema bajo estas condiciones,
probablemente se vera también afectado el transporte de herbicidas sistémicos aplicados
en post emergencia, como glifosato.

En este trabajo se observaron diferencias en el ritmo de manifestacién de sintomas de
fitotoxicidad por glifosato, entre diferentes niveles de nutrientes evaluados. Si bien en
ambos casos (fosforo y azufre) el status nutricional puede afectar la absorcién o el

transporte de glifosato dentro de la planta, estos efectos parecerian mas notables en
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deficiencias de azufre, si se considera como parametro de evaluacion la fitotoxicidad. Sin
embargo, se necesitan mas evaluaciones para consolidar estas afirmaciones.

Por otra parte, si bien existieron diferencias en el ritmo de deteccion de sintomas, no se
registraron diferencias significativas en la fitotoxicidad final entre las dosis de herbicida
evaluadas en ningun nivel de fosforo; mientras que en el caso de azufre, la dosis mas baja
se diferencio estadisticamente del resto en niveles bajos y altos de azufre, alcanzando una
menor fitotoxicidad (Figuras 18 y 20). Esto no se pone de manifiesto en las
determinaciones de PS (Figura 21).

En este caso, es factible que exista una interaccion ain mas compleja que en el caso del
fosforo. Por un lado, es posible que haya un menor transporte dentro de la planta, debido
a la deficiencia nutricional que afecte la llegada del herbicida al sitio de accion, pero
ademas es importante considerar el rol del azufre como parte de los mecanismos de
detoxificacion de xenobioticos. Ademas de las reacciones de hidrolisis, la conjugacion es
una de las principales vias de inactivacion de la actividad biologica de herbicidas dentro
de la planta. Esta conjugacion consiste en la union del herbicida con diferentes
metabolitos y nutrientes de la planta como por ejemplo sacarosa, acido glucuronico,
sulfato, y especialmente glutatién (Hirase y Molin, 2003).

Kuzuhara et al. (2000) evidencian que el déficit de azufre puede modificar los niveles de
sulfato dentro de la planta rapidamente, sin embargo los niveles de glutation permanecen
estables en deficiencias limitadas (menores a 10 dias). Es posible que en situaciones de
stress mas prolongados, como en el caso de este estudio, la planta agote sus reservas de
glutation; y en este caso, veria limitada su capacidad de detoxificacion de herbicidas.

El resultado del control quimico obtenido en diferentes niveles nutricionales de la maleza,
implica la interaccion del contenido de diferentes nutrientes entre si, el estado de la

maleza, las condiciones de aplicacion, las condiciones ambientales de crecimiento y
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desarrollo, la molécula herbicida, la maleza en particular, entre otros factores; que
dificultan la prediccion de una situacion real en condiciones de campo. Sin embargo,
como criterio general, se evidencia que las plantas de E. davidii en buenas condiciones
de crecimiento y con adecuada provision de nutrientes, dentro del rango evaluado,
responden mejor a los tratamientos del herbicida glifosato, manifestando mas
rapidamente los sintomas, y obteniéndose mejores controles; por lo tanto, la deficiencia
de nutrientes en distintos suelos de la region podrian explicar en parte los resultados
erraticos de control de esta maleza en condiciones de campo, en combinacion con otros

factores.
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CAPITULO V

CONSIDERACIONES FINALES
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Conclusiones

A partir de la informacion generada en los experimentos de campo y laboratorio
correspondientes a esta tesis, se ponen a pruebas las hipotesis originalmente planteadas.
En primer lugar, se puede confirmar la existencia de bancos de semillas persistentes de
E. davidii en los lotes agricolas evaluados. Se pudo constatar que es una especie con una
gran abundancia de semillas en el suelo, a pesar de contar con semillas de tamafo
relativamente grande; encontrandose mas de 11000 semillas m? en Olavarria y mas de
20000 semillas m? en Azul. Respecto a la distribucion de las mismas en el perfil del
suelo, en lotes bajo siembra directa continua, cerca del 80% de las semillas se encontraban
en el estrato superficial (0 a 5 cm), mientras que por efecto de la labranza ese porcentaje
se redujo hasta el 50% aproximadamente en lotes con laboreo. La germinacién mostro
una marcada variabilidad con respecto a localidad, profundidad y momento de muestreo;
manifestandose claramente los efectos de dormicion de las semillas. La viabilidad no
mostro diferencias en ambos momentos de muestreo, siendo superior al 70% en el estrato
superficial, y disminuyendo hasta alrededor de un 50% en el estrato mas profundo. El
efecto de labranza afectd significativamente la viabilidad de los estratos intermedios de
semillas (5-10 y 10-15 cm), provocando reducciones de entre 7 y un 12%.

Ademas durante los periodos evaluados (2011/12 y 2013/14), se constatd la emergencia
de tres cohortes. Del total de las plantulas emergidas anualmente, mas del 80% pertenecio
a la primera y segunda cohorte. En el primer afio de estudio emergieron en total 660
individuos m, mientras que en el segundo afio se detectaron 2400 individuos m2, lo cual
podria estar asociado con variaciones en el nimero y niveles de dormicion de semillas en

el banco.
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En los individuos provenientes de la primera cohorte, se observé una mortalidad inicial
significativa (entre etapas de cotiledon y 2-4 hojas), con una reduccion de plantulas entre
50 y 80% con respecto a la emergencia inicial registrada. En la segunda cohorte también
se observo la ocurrencia de dos eventos significativos de mortalidad; entre las etapas de
cotiledén y 2-4 hojas, y entre etapas de 2-4 y 6-8 hojas. La tercera cohorte tuvo un
comportamiento variable, diferenciandose entre ambos periodos evaluados. En 2011/12,
la aparicion tardia de fines de diciembre, dio lugar a individuos que no fueron capaces de
producir propagulos, con una mortalidad inicial muy marcada, mientras que cuando dicha
cohorte emergio6 hacia fines de noviembre (segundo periodo), una buena proporcién de
las plantas produjeron semillas que se incorporaron al banco.

Los requerimientos de tiempo térmico calculados, fueron en promedio de 192, 370, 515
y 1155 °Cd para las etapas 2-4 H, 6-8 H, ramificacion (R) y reproductiva (F),
respectivamente. Considerando la escala de tiempo térmico establecida, el mejor
momento para el control a campo, se hallaria entre 200 y 500 °Cd, lo que comprende los
estados fenologicos de 2-4 hojas a ramificacion.

Con respecto a la produccion de semillas se registré una produccion de 5700, 6400 y 1900
semillas m para la primera, segunda y tercera cohorte respectivamente. Sin embargo,
sumando las tres cohortes, el total de semillas fue similar en ambos periodos (2011/12 y
2013/14) (14.000 semillas m™).

Se destaca el papel de la tercera cohorte de E. davidii en los agroecosistemas del centro
de la provincia de Buenos Aires, ya que mostrd una gran flexibilidad en cuanto al
momento de emergencia, siendo capaz de adaptarse a la variabilidad ambiental en
comparacion con la primera y segunda cohorte. Ademas, en los lotes de produccién es
posible que por su densidad y momento de emergencia esta cohorte no sea controlada,

teniendo en cuenta que puede estar por debajo del umbral econémico, lo que contribuiria
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a la reposiciéon del banco de semillas y por lo tanto al aumento de los niveles de
infestacion.

Con respecto a la segunda hipétesis, referida a la existencia de biotipos con diferente
sensibilidad a glifosato, en el bioensayo con semillas la poblacion de Espartillar resulto
ser la mas sensible, hallandose un valor de concentracién efectiva media (CEso) de 4 g
e.a. I'Y. Los indices de resistencia (IR) obtenidos comparando la CEso de las localidades
de Azul, Olavarria y Barrow respecto de la CEso de la poblacion sensible (Espartillar)
fueron: 1,76; 2,39 y 2,48 respectivamente. En comparacién a otros casos de resistencia a
glifosato en otras especies, los valores de IR obtenidos son relativamente bajos (<5).

En los ensayos donde se determind shikimato, se destaca que en la poblacion de
Espartillar la concentracion de este metabolito en plantas tratadas con glifosato resultd
ser el doble o triple de acuerdo a la dosis utilizada, mientras que en las poblaciones de
Azul, Olavarria y Barrow, no se detectaron diferencias significativas para ninguno de los
tratamientos con glifosato.

En el sentido estricto de cdmo fue planteada la hipotesis 2, debe ser rechazada, ya los
fundamentos hallados aqui no son suficientes como para afirmar la existencia de biotipos
de E. davidii con resistencia al glifosato. Sin embargo, en funcion de los resultados aqui
presentados que demuestran diferencias en la sensibilidad de los biotipos, se alerta sobre
el riesgo de evolucion hacia la resistencia en la region, dado que E. davidii es una maleza
invasora que tiene poca historia de existencia en la zona centro de la provincia de Buenos
Aires.

Con respecto a la tercera hip6tesis de este trabajo se puede afirmar que se observaron
diferencias en la accién del herbicida glifosato, entre diferentes niveles de nutrientes
evaluados (P y S). En primer lugar, hay que mencionar que no se registraron diferencias

significativas en la fitotoxicidad final entre las dosis de herbicida evaluadas en ningun
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nivel de fésforo; mientras que en el caso de azufre, la dosis mas baja se diferencid
estadisticamente del resto en niveles bajos y altos de azufre, alcanzando una menor
fitotoxicidad.

Si bien la fitotoxicidad resulté similar en todos los niveles de fosforo evaluados, es posible
observar una diferencia en la velocidad de presentacion de los sintomas. En el nivel bajo
de fosforo todas las dosis evaluadas necesitaron al menos 14 dias para alcanzar un 50%
de fitotoxicidad; mientras que en los niveles medios y altos de fosforo, la dosis mas alta
alcanzo un valor cercano al 50% de fitotoxicidad a los 7 DDA y las dosis de 2y 3 | ha!
necesitaron un minimo de 14 dias para alcanzar ese mismo nivel de fitotoxicidad.

Por su parte, en el caso del ensayo de azufre, con la mayor dosis (4 | ha*) utilizada se
alcanzd una fitotoxicidad de aproximadamente 50% a los 7 DDA en todos los niveles de
azufre. La dosis intermedia (3 | ha'l) requiri6 14 DDA para alcanzar esa misma
fitotoxicidad en los niveles bajos y medios de azufre, y 7 DDA en el nivel alto. Por tltimo,
las diferencias més notables se observaron en la menor dosis evaluada, en donde debieron
transcurrir 28, 21 y 14 DDA para alcanzar 50 % de fitotoxicidad en los niveles bajos,
medios y altos de azufre respectivamente.

Diferentes factores influyen en la actividad de un herbicida post emergente como
diferentes niveles nutricionales y estado fenoldgico de la maleza, las condiciones
ambientales de aplicacion, las condiciones de crecimiento y desarrollo, la molécula
herbicida, la especie de maleza en particular, entre otros factores. Lo antes mencionado
dificulta la comprensién de un resultado obtenido en condiciones de campo; sin embargo
en base a los resultados de los presentes trabajos respecto a E. davidii se puede afirmar
gue bajo buenas condiciones de crecimiento y con adecuada provisién de nutrientes,
dentro del rango evaluado, se obtienen mejores respuestas a los tratamientos con el

herbicida glifosato, manifestando mas rapidamente los sintomas, y obteniéndose mejores
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controles; por lo tanto, la deficiencia de nutrientes en distintos suelos de la region podria
explicar en parte los resultados erraticos de control de esta maleza en condiciones de
campo, en combinacion con otros factores.

Se espera que la informacion aportada en la totalidad de los ensayos presentados,
contribuya a un mayor conocimiento del comportamiento ecofisiologico de E. davidii, y
facilite en la correcta toma de decisiones tendientes a un manejo integrado de esta maleza,

con un menor impacto ambiental.
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