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RESUMEN
Lolium perenne ssp. multiflorum (Lam) Husnot, conocido como raigras (ryegrass) es una
especie otofio-inverno-primaveral perteneciente a la familia de las Podaceas. Se
encuentra distribuida en todo el mundo, ya sea como cultivada dado sus diversos usos
(pastura, césped, etc.) o como maleza de cultivos de invierno. Actualmente, en Argentina
es una de las malezas mas dificiles de controlar por haber desarrollado diversas
resistencias a herbicidas de diferentes modos de accidn. El objetivo del presente trabajo
consistio en evaluar la germinacion de poblaciones de L. perenne ssp. multiflorum con
diferentes resistencias a herbicidas bajo un gradiente de condiciones hidricas y de
temperatura. Para tal fin se realizaron dos experimentos en simultaneo utilizando cuatro
poblaciones de raigrds: Pb1 (susceptible a herbicidas); Pb2 (resistente a glifosato); Pb3
(resistente a inhibidores de ALS y ACCasa) y Pb4 (resistente a glifosato y a inhibidores de
ALS y ACCasa). En ambos ensayos se testearon semillas post maduradas cosechadas en
diciembre de 2022. En el primer ensayo, las semillas se sometieron a temperaturas
alternas (5/15, 10/20, 15/25, 20/30y 25/35 °C) y en el segundo a potenciales osmoticos
de W=0; -0,2; -0,4; -0,8 y -1,2 MPa a 10/20 °C, y se incubaron en ambos casos bajo un
fotoperiodo de 12/12 h durante 15 dias. La germinacion se contabilizé diariamente y se
calcularon luego los valores de germinacidon maxima y la tasa de germinacién media. En
ambos experimentos, los resultados indicaron que la poblacién Pb4 mostrd las
diferencias mas marcadas en comparacién con las otras poblaciones estudiadas,
manifestando valores mas bajos en los pardmetros de Gmax Y TGso. Estos resultados
plantean nuevos interrogantes acerca de si las diferencias observadas entre esta
poblacién y el resto se debe a un costo bioldgico vinculado con la resistencia multiple a
glifosato e inhibidores de la ALS y de la ACCasa. Estas diferencias también podrian
deberse a factores morfo-fisioldgicos de la semilla como diferentes grosores de las
cubiertas o a un efecto materno ligado a las condiciones ambientales donde se

desarrollaron las plantas que les dieron origen.
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INTRODUCCION

Las malezas
Las arvenses son plantas sin valor econdmico que crecen en habitats frecuentemente
disturbados por la actividad humana sin que sean cultivadas con deliberacion (Blanco &
Leyva, 2007). Cuando crecen en lugares donde no se las desea se las denomina “maleza”
(Salisbury, 1961). Por lo tanto, el hecho de que una planta sea considerada maleza
depende estrictamente del enfoque de la actividad humana. En la naturaleza no existen
plantas malezas y desde un punto de vista botdnico o taxondmico, no es posible
caracterizar a las especies vegetales como malas (Doll & Gémez, 1989; Labrada & Parker,
1996; Ziska et al., 2011). Sin embargo, desde el punto de vista agrondmico las malezas
son perjudiciales por dificultar el crecimiento y desarrollo de los cultivos al competir por
luz, agua y diversos nutrientes. A su vez, pueden albergar patdgenos e insectos
perjudiciales para los cultivos y muchas especies generan alelopatia, liberando
compuestos quimicos al medio inhibiendo el crecimiento y desarrollo de otras plantas.
Consecuentemente, la presencia de malezas entre las especies cultivadas afecta la
produccién por reducir su calidad y/o cantidad e incrementar los costos de produccion.
Por ejemplo, el efecto de las malezas sobre diversos cultivos anuales puede generar
pérdidas que varian entre 30 a mds de un 60% en el rendimiento (Diaz Sdnchez, 1992).
Las malezas se caracterizan por presentar numerosos atributos que contribuyen a su
supervivencia y reproduccidn en los agroecosistemas. Entre las estrategias adaptativas
gue han desarrollado, se encuentran (Baker, 1974):
e Las semillas pueden germinar en multiples ambientes.
e Lagerminacidn ocurre de manera escalonada en el tiempo y las semillas poseen
gran longevidad.
e Experimentan un crecimiento vegetativo rdpido, favoreciendo la competencia
por recursos y alcanzan el estado reproductivo en un corto periodo de tiempo.
e Suelen presentar un crecimiento indeterminado, por lo que la produccién de
semillas ocurre de manera continua mientras las condiciones ambientales lo

permitan.
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e Poseen un elevado porcentaje de autogamia, lo que implica multiplicar
combinaciones hereditarias de probado valor adaptativo a las condiciones
ecoldgicas particulares de un sitio (Fernandez et al., 2014).

e Cuando la polinizacién es alégama, no requieren de polinizadores especificos.

e Posibilidad de producir un gran nimero de semillas frente a condiciones
favorables.

e Los propagulos poseen adaptaciones para su dispersion a corta y a larga
distancia.

e Presentan doble modo de reproduccion en las especies perennes. En la
multiplicacién asexual, las estructuras vegetativas que se fragmentan y originan
nuevos individuos le otorgan a la especie una elevada capacidad de colonizar y
expandirse rdpidamente y un alto potencial de supervivencia (Fernandez et al.,
2014).

e Presenta habilidades competitivas interespecificas especiales (crecimiento en
roseta, alelopatia, etc.).

De las casi 300.000 especies de plantas ubicadas en la Clase Angiospermae (divisidn
Tracheophyta, subdivision Spermopsida) descritas mundialmente, se sabe que alrededor
de unas 30.000 se catalogan como malezas y estdn comprendidas en su mayoria en las
familias: Amarantaceas, Asterdceas, Convolvulaceas, Brasicdceas, Cyperaceas,
Queenopodidceas, Euforbidceas, Poaceas Fabdceas, Malvaceas, Maranthdceas,

Poligondceae, y Solanaceas (Mazparrote & Delascio, 1998).

Manejo de malezas

Desde los inicios de la agricultura los problemas que generan las malezas sobre la
produccién de los cultivos han promovido diversas estrategias para manejarlas.
Inicialmente el control de las mismas se llevaba a cabo mediante la remocidn manual,
posteriormente se comenzd con el uso de instrumentos de labranza tales como azadones
primitivos (6000 a. C.) y también recurriendo a ayuda de los animales (1000 a. C.; Heap,
2016).

Con la invencién de la maquinaria agricola se comenzaron a utilizar implementos para la

remocioén de las malas hierbas, ya sea cortando o descalzando las plantulas emergidas
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(Mohler, 2004; Chicouene, 2007). EIl momento en que se realizan las operaciones de
control mecdnico es critico, ya que hay estadios del ciclo de vida en el que la especie de
maleza resulta mas susceptible, por lo que dicho control es mas efectivo. Sin embargo,
se debe tener en cuenta el estado en el que se encuentra el cultivo para que las
operaciones no le provoquen dafios. El uso de estas herramientas puede combinarse con
otros métodos para aumentar su eficiencia (Mohler, 2004).

Después de la Segunda Guerra Mundial se comenzd con la produccién y venta de
herbicidas, es decir productos quimicos utilizados para eliminar plantas indeseables
(Heap, 2016). Luego de ingresar al vegetal, la molécula de herbicida se une con algln
constituyente de la planta desencadenando una catarata de eventos fisioldgicos que, en
el mejor de los casos, ocasiona la muerte del individuo. Al sitio donde ocurre este primer
evento bioquimico o biofisico se denomina mecanismo de accién (Fernandez et al.,
2014). Los herbicidas se pueden clasificar de muchas maneras, una de ellas es por su
familia quimica, la cual se basa en la composicidén de los diferentes ingredientes activos
usados como herbicidas. Consecuentemente, los herbicidas dentro de una familia
quimica presentan propiedades quimicas similares y generalmente el mismo modo de
accion (Fernandez et al., 2014).

Hoy en dia, en los sistemas de cultivo moderno, los herbicidas son el método mas
utilizado para el control de las malezas debiéndose, entre otras cosas, a las siguientes
razones (Menéndez, 1997; Bastida & Menéndez, 2001):

e Eficacia y fiabilidad: por lo general, los herbicidas ofrecen un control casi
completo sobre un amplio abanico de especies indeseadas, a la vez que resultan
practicamente inocuos para los cultivos que protegen.

e Facilidad y rapidez de manejo.

e Rentabilidad econdmica: si se realiza una buena eleccidn y aplicacion del
producto quimico, el costo por unidad de superficie es menor que cualquier otro
método de control. Es menester recalcar que este item es dependiente del
escenario econdmico en curso.

e Versatilidad: posibilitan la eleccion del momento de control de malezas dado que

se pueden utilizar tanto en pre-emergencia como en post-emergencia del cultivo.

10
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Resistencia a herbicidas
Si bien el control quimico con herbicidas es muy efectivo, bajo un uso desmedido y
reiterado, las poblaciones de malezas pueden desarrollar resistencia. El concepto de
resistencia hace referencia a la habilidad hereditaria de un individuo a sobrevivir a la
aplicacién de un herbicida a la dosis agrondmica, a la cual era originalmente susceptible
(WSSA, 1998). Es un proceso evolutivo, una planta no cambia de ser susceptible a
resistente, sino que la proporcion de individuos resistentes dentro de la poblacién
aumenta a lo largo del tiempo por la presion de seleccidon que ejerce el herbicida. Esto
ocurre por la repetida aplicacion de herbicidas que actia como filtro: elimina a los
individuos susceptibles de la poblacién mientras que los resistentes sobreviven y con las
subsiguientes generaciones van incrementando en nimero (Rios, 2005).
El fendmeno de la resistencia puede complejizarse, como cuando es conferida por mas
de un mecanismo de accion, y pueden brindar insensibilidad a varios herbicidas. Es asi,
gue surgen los conceptos de resistencia cruzada y resistencia multiple (AAPRESID REM,
2014). La resistencia cruzada es cuando una poblacién es resistente a dos o mas
herbicidas que actuan en el mismo sitio de accidn. La resistencia multiple ocurre cuando
la poblacidn es resistente a dos 0 mas herbicidas que actian en diferente sitio de accidn
(Reisman-Berman et al., 1991). Dependiendo del tipo de resistencia, la maleza
presentara un patrén especifico de tolerancia a herbicidas, el que podra variar desde un
alto grado de resistencia a compuestos de una misma familia quimica, a una moderada
resistencia a un amplio espectro de herbicidas.
Los mecanismos que podrian explicar la resistencia a herbicidas de las malezas son dos:
e Resistencia del sitio de accidén: el mecanismo de accidn de un herbicida es
generalmente una proteina especifica (enzima) que cumple una funcién clave en
algln proceso metabdlico de la planta cuyo bloqueo resulta letal. Existen dos
tipos de resistencias del sitio de accién: uno se genera cuando ocurre una
mutacién puntual en el gen que codifica a dicha proteina blanco modificandola.
De esta manera el herbicida no se puede unir a ellay, por ende, no puede ejercer
su efecto. El otro tipo de resistencia se da cuando se expresan en elevada
cantidad los sitios de accion del herbicida, por lo que, para saturarlos y generar
el efecto deletéreo en la planta, habria que incrementar notablemente la dosis

de producto (Fischer, 2005).

11
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e Resistencia fuera del sitio de accidn: para que el herbicida pueda ejercer el efecto
letal sobre las plantas, el mismo tiene que acumularse en una determinada
concentraciéon en su mecanismo de accidén. Cualquier factor que disminuya el
ingreso o el movimiento del herbicida en la planta provocard una disminucién de
la concentracién del mismo en el sitio de accidn, y por ende impedira su efecto
letal sobre la planta. Alteraciones en la absorcidn y translocacion de herbicidas,
detoxificacion metabdlica y secuestro de herbicidas en lugares especificos, son
algunos ejemplos (De Prado & Cruz-Hipdlito, 2005).

En el mundo existen alrededor de 500 biotipos de plantas resistentes a herbicidas en 270
especies de malezas diferentes (WordwideScience.org). En Argentina se conocen 22
especies de malezas resistentes, 11 poseen resistencia al glifosato, cuatro a graminicidas,
cuatro a inhibidores de la acetolactato sintetasa (ALS), una a hormonales y dos presentan

resistencias multiples (AAPRESID REM, 2021; Fig. 1).

Resistencias acumuladas en Argentina Amaranthus hybridus Bassia scoparia
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Figura 1. Evolucidn de las malezas resistentes a herbicidas en Argentina, AAPRESID REM 2021.
Lolium perenne ssp. multiflorum
Una de las malezas mads problematicas en cuanto a su resistencia a herbicidas tanto a
nivel mundial como en la Argentina es L. perenne ssp. multiflorum (Lam) Husnot. Esta
especie se caracteriza por ser la que mas mecanismos de resistencia a diferentes modos
de accion de herbicidas posee en el mundo (AAPRESID REM, 2023; Fig. 2). En nuestro
pais es conocida como “raigras” y se han citado biotipos resistentes a herbicidas

inhibidores de la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS-glifosato), de la
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acetohidroxiacido sintasa también conocida como acetolactato sintasa (ALS-
sulfonilureas) y de la acetilCoA carboxilasa (ACCasa- FOP, DEN y DIM; AAPRESID REM,
2023). Dentro de los atributos que presenta L. perenne ssp. multiflorum que explican la
rapidez con que evoluciona su resistencia a herbicidas se encuentra la alogamia, la alta
produccién de semillas y la baja longevidad de las semillas en el suelo (Gigén et al.,
2017).
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Figura 2. Cantidad de departamentos en Argentina con presencia de L. perenne ssp. multiflorum resistente a
distintos herbicidas.

Lolium perenne ssp. multiflorum es una especie anual — perenne con un ciclo de
produccién Otofo-Inverno-Primaveral perteneciente a la familia de las Podceas. Es
alégama de polinizaciéon anemdfila. Presenta un porte erecto o semirastrero segun el
estadio, la densidad y la competencia interespecifica (Vigna et al., 2021). Su altura varia
desde los 10 hasta los 80 cm, sus hojas poseen prefoliacion convoluta, ligula
membranosa y pequefias auriculas. A campo, se distingue facilmente por ser glabra, por
su brillante cara abaxial y la base rojiza purpura de sus macollos (Fig. 3B). La
inflorescencia de esta especie es una espiga distica terminal que puede portar de 20 a

30 espiguillas de diez flores o mds cada una (Caro et al., 1978; Inda Aramendia, 2005;

Fig. 3C).
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Figura 3. Distintos estadios fenoldgicos de L. perenne ssp. multiflorum. A) Plantula (estado de coleoptile), B)
macollaje y C) floracion-fructificacién.

La perpetuacién del raigrds depende casi exclusivamente de la produccién de semillas.
Dichas semillas presentan dormicién fisioldgica parcial al momento de la dispersidn
primaria despertando tras un periodo de post-maduracion durante verano (Lodovichi &
Yannicari, 2018). Posteriormente, emerge y transita su etapa vegetativa durante el otofio
e inverno, florece durante la primavera y fructifica hasta el verano (Supiciche, 2017). Por
ende, en el sur de la provincia de Buenos Aires las semillas del banco del suelo
posmaduradas germinan con las primeras lluvias de febrero-marzo (Steadman et al.,
2003). Estudios realizados en el Sudoeste Bonaerense (SOB) indican que alrededor del
80% de los nacimientos totales en el afio se alcanzan en el mes de mayo (Gigén et al.,
2017; Fig. 4). El resto de las semillas del banco permanecen viables conformando un
banco de semillas transitorio (Gigén et al., 2017). Al principio, si bien las plantulas
poseen una tasa de crecimiento baja hasta que se expande la cuarta hoja, las condiciones
de humedad y temperatura del suelo imperantes en otofio, suelen contribuir a un rapido
crecimiento de las plantulas. Luego, al comenzar el macollaje aumenta el ritmo de
crecimiento, pero durante el invierno las bajas temperaturas provocan su permanencia
en este estado (Yanniccari & Acciaresi, 2013). Como la tasa de crecimiento de las plantas
es dependiente de las temperaturas, la misma aumenta gradualmente a medida que se
acerca la primavera. En el SOB, el periodo de encainazdon ocurre desde los meses de
agosto y septiembre; posteriormente, a partir de mediados de la primavera, ocurre la
floracién (Gigon et al., 2017). A fines de la primavera y comienzo del verano comienza
la dispersion de semillas, habiéndose encontrado ejemplares de hasta 12000 semillas
por planta (Pop et al., 2010). Sin embargo, las producciones en la regién pampeana son
de 1500 a 7500 semillas por planta (Yanniccari et al., 2016). A partir de este momento

se va conformando el banco de semillas en el suelo, el cual posee una muy baja

14



Germinacion de poblaciones de Lolium perenne ssp. multiflorum (Lam.) Husnot resistentes a herbicidas
Santiago Carrefio Salvador

longevidad ya que las semillas no sobreviven mas de dos afios en el suelo (Vigna et al.,

2021).

120

100

80 -

60

40 -

20

- - Y = [ - - e e e e P

$ 585535 8555 RFRFRSES5553333388&86888888CE

22 22TL9TI3323333T LTS oaesTSsSsRE&AAER
, 3 &

NeFseQ "HRe s TEFTA fRNReR A g

Figura 4. Dinamica de emergencia de L. perenne ssp. multiflorum expresado como, porcentaje acumulado de
plantulas/m2. Extraido de Gigén et al., 2017.

De lo expuesto se evidencia porqué el raigrds es una maleza problematica que afecta
principalmente el barbecho y el crecimiento de los cultivos de invierno. Aunque, también
puede intervenir en los barbechos de siembras tempranas de cultivos de verano.

El raigras compite eficientemente con los cultivos causando importantes disminuciones
en los rendimientos. Esto se debe principalmente a sus caracteristicas, las que incluyen
una elevada adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales (Lodovichi, 2018).
Estudios realizados por Liebl & Wors (1987) indican diferentes impactos sobre el cultivo
de trigo y cebada, histéricamente se habla de disminuciones del rendimiento de 4,2%
cada 10 plantas de raigras por metro cuadrado. En el SOB, el raigras es un problema que
fue creciendo en la ultima década (Gigdén et al., 2017). A partir del afio 2008 los
relevamientos confirman su importancia registrandose su presencia en casi el 40% de
los lotes de trigo (Vigna et al., 2021; Fig.5). En esta zona, se demostré que alrededor de
cincuenta plantas de raigras por metro cuadrado lograron disminuir el rendimiento del
cultivo de trigo en un 25% v el de cebada en aproximadamente en un 50%, la disminucién
del rendimiento no fue por efecto del tamafno de los granos sino por la reduccidn en el

numero de estos (Yanniccari et al., 2016).
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Figura 5. Lotes de trigo con alta infiltracion de raigras A) en macollaje y. B) en madurez fisiolégica, ambos en el
partido de Tres Arroyos, Buenos Aires. Foto cedida por el Ing. Agr. Claudio Rubione.

Por lo general, el principal método de control utilizado para erradicar esta maleza es la
utilizacion de herbicidas. Debido a la capacidad del raigras para formar biotipos
resistentes a estos productos, cada vez se dificulta mas su control en los sistemas
productivos. Por esta razén surge la necesidad de combinar y complementar diferentes
practicas de manejo con el objetivo de disminuir los dafios que provoca sobre el rinde
de los cultivos. Este tipo de manejo, donde se busca integrar métodos de erradicacion
tanto mecanicos, como bioldgicos, culturales y quimicos, se conoce como manejo
integrado de malezas (MIM).

Dentro de los métodos mecdnicos encontramos técnicas que involucran el uso de
magquinarias como el arado y rastras livianas, quemas, eliminacion manual, destructores
de semillas en las cosechadoras, etc. Las técnicas de control bioldgico consisten en la
utilizacion de enemigo naturales como hongos, insectos y bacterias a fin de controlar,
erradicar o prevenir la poblacidon de una maleza indeseable. En cuanto a los métodos
quimicos, es importante tener en cuenta, mas alla de la eleccion del producto a aplicar,
realizar las aplicaciones en los momentos ideales, utilizando la dosis adecuada siguiendo
las especificaciones dadas por el fabricante. Otro factor por considerar es la rotacién de
herbicidas y de modos de accién ya que ésta es una practica que retrasa la evoluciéon de
la resistencia. Por ultimo, dentro de los métodos culturales podemos encontrar la
rotacion de cultivos, el atraso o adelantamiento de las fechas de siembra, la eleccién de
variedades de cultivos con alta capacidad competitiva, la reduccion del espacio entre

hileras y los cultivos de cobertura (Cherlinka, 2021).
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Para poder planificar una adecuada estrategia de manejo de una maleza problema, como
es el raigras, es necesario conocer ciertos atributos fisiolégicos. Estos, junto con las
condiciones ambientales imperantes determinan el momento de la ejecucién de las
diferentes practicas, asi como su éxito o fracaso. Una de estas caracteristicas es la
germinabilidad de las semillas. El momento de germinacion y, por ende, de emergencia
de una determinada fraccién de las semillas presentes en el banco del suelo, son un

proceso fundamental (Gardarin et al., 2011).

Germinacion

La comprension de la dindmica poblacional de emergencia de las malezas es clave para
optimizar su manejo dado que el estado de plantula es el de mayor vulnerabilidad y, por
lo tanto, es cuando los controles son mas efectivos. Por esta razén se hace necesario
predecir su ocurrencia en tiempo y espacio (Benech-Arnold & Sanchez, 1995).

La emergencia depende de la dormicion, la germinacidn y la elongacion del coledptilo
hasta que aparece en la superficie del suelo. De esta manera, todos aquellos factores
ambientales que afecten a estos procesos, como la temperatura y la disponibilidad
hidrica, también condicionaran la emergencia de las plantulas (Forcella et al., 2000).
Para que una semilla seca y quiescente germine deben ocurrir una serie de eventos que
comienzan con la imbibicidén y finalizan con la elongacién de los ejes embrionales. El
proceso involucra reactivacién de la actividad metabdlica, rediferenciacion de los tejidos
embrionales para movilizar las reservas que almacenan y actividad meristemdtica que
resultard en el crecimiento. Debido a que la terminacién de la germinacién resulta en la
pérdida de tolerancia a la desecacidn, este paso constituye un compromiso con el origen
de la siguiente generacién (Finkelstein, 2005). El fendmeno de la germinacién se hace
visible cuando la radicula traspasa las estructuras que rodean al embridn y se inicia con
la imbibicion de la semilla. De hecho, para que una determinada semilla germine debe
haber en el medio, entre otros factores ambientales, un potencial agua que iguale o
supere el minimo potencial osmoético que permite la germinacién (Bradford, 1990). Este
valor varia tanto entre especies como dentro de una misma especie. Analogamente, las
semillas poseen una ventana de temperaturas donde la germinacién es factible, y existe

una temperatura base y una maxima por debajo y por encima de las cuales la
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germinacién no ocurre (Garcia-Huidobro et al., 1982). Estos valores también pueden
variar entre y dentro de una misma especie.

Como se menciond anteriormente, conocer las proporciones y los momentos de flujo de
emergencia nos permite optimizar el empleo de ciertas practicas que logren disminuir o
contrarrestar dicha germinacion y emergencia, como lo son la rotacidn de cultivos con
distintos ciclos de vida, el ajuste de las fechas de siembra y la aplicacién de un herbicida
pre-emergente. A partir del conocimiento de estos atributos ecofisioldgicos se ha
empezado a trabajar con modelos de dindmica de emergencias de malezas, cuya funcién
es identificar el momento mas probable en el que una maleza comienza a emerger
(Myers et al., 2004).

Posteriormente a la salida de dormicion los factores ambientales que mas influyen en la
germinacién son la temperatura y el agua, es decir que los mismos nos determinaran
cuando las semillas germinaran, a qué tasa lo haran y cudl serd su porcentaje final de
germinacién (Durr et al., 2015). Por esta razén resulta importante el conocer en que

rango de temperaturas y con qué disponibilidad de agua se producird la germinacién.

Por lo expuesto, el tema central de estudio de este trabajo de intensificacidn se basa en
alcanzar un mayor grado de conocimiento acerca de los atributos ecofisioldgicos de

distintas poblaciones de raigras que presentan resistencia diferencial a herbicidas.

OBJETIVOS

1. Evaluar la germinacién de poblaciones de L. perenne ssp. multiflorum con distintas

resistencias a herbicidas, bajo un gradiente de temperaturas alternadas.

2. Evaluar la germinacion de poblaciones de L. perenne ssp. multiflorum con diversas

resistencias a herbicidas, bajo un gradiente de condiciones hidricas.
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MATERIALES Y METODOS
Este trabajo fue realizado en el laboratorio de la catedra de Proteccidn Vegetal y Manejo
de Malezas del Departamento de Agronomia de la Universidad Nacional del Sur, Bahia

Blanca.

Obtencidn de las semillas de L. perenne ssp. multiflorum

El material para este estudio fue cedido por Ramdn Gigdn y Marcos Yannicari. Las
semillas utilizadas corresponden a cuatro poblaciones de L. perenne ssp. multiflorum con
diferentes resistencias a herbicidas: (Pb1) susceptible a herbicidas; (Pb2) resistente a
glifosato, pero susceptible a inhibidores de la ALS y ACCasa; (Pb3) resistente a inhibidores
de ALS y ACCasa, pero susceptible a glifosato y (Pb4) con resistencia multiple a glifosato
e inhibidores de las ALS y ACCasa. Las semillas fueron recolectadas de distintos
establecimientos del SOB, en diciembre del 2022 y almacenadas en bolsas de papel en
condiciones de laboratorio (20 £ 2°C) hasta el mes de abril de 2023 que fue cuando se
inicid el ensayo.

La Pb1 proviene de un establecimiento del partido de Coronel Pringles, la Pb2 de un lote
del partido de Tres Arroyos y las poblaciones Pb3 y Pb4 son oriundas de distintos

establecimientos del partido de Coronel Dorrego (Fig. 6).

Poblacion | Resistencia a herbicida
Pbl Susceptible
Pb2 Glifosato
Pb3 ALS — ACCasa
Q Pb4 ALS — ACCasa — Glifosato

L J
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Figura 6. Localizacidn y caracteristicas de resistencia de las poblaciones de L. perenne ssp. multiflorum utilizadas
en el presente trabajo de tesis.

Peso de mil semillas (P1000)
Previo al inicio de los ensayos se tomaron cinco muestras de 50 semillas de cada
poblacién y se pesaron con balanza analitica, para luego realizar las estimaciones

pertinentes.
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Disefio y procedimiento experimental

Se realizaron dos experimentos donde se utilizaron un total de 1200 semillas por
poblacién. En ambos casos se siguid un disefio experimental completamente
aleatorizado con cuatro réplicas de 30 semillas cada una. Cada replica o unidad
experimental consistid en una caja de Petri de 90 mm de diametro dividida en cuartos
de manera que las cuatro poblaciones estuvieran incubadas en el mismo contenedor
(Fig. 7C). Las semillas se colocaron sobre dos hojas de papel de filtro Whatman No.1 vy se
humedecieron con seis ml de agua destilada (Experimento 1) o la solucién pertinente
(Experimento 2) para finalmente ser selladas con Parafilm. La germinacion fue
contabilizada diariamente durante 15 dias. Al finalizar los ensayos, aquellas semillas que
no germinaron se sometieron a una solucién de acido giberélico a altas concentraciones
(1000 uM), donde se evalud la germinacion durante 10 dias a 20/302C. Luego de este
tiempo las semillas que germinaron fueron consideradas viables y las que no fueron
sometidas al crush test (forcepts; Borza et al., 2007). Aquellas semillas que luego del

crush test exudaron su contenido interior se consideraron no viables, aquellas que

permanecieron intactas se calificaron como viables dormidas (Maity et al., 2021).

|

Figura 7. A) Seleccion y conteo de semillas, B) semillas de L. perenne ssp. multiflorumy C) caja de Petri subdividida
con las cuatro poblaciones testeadas.
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Ensayos de germinacion

Experimento 1: evaluacién de la germinaciéon bajo un gradiente de temperaturas
alternadas.

Las semillas fueron incubadas en varias cdmaras de germinacién bajo un gradiente de
temperaturas alternas (5/15, 10/20, 15/25, 20/30y 25/35 °C) y un fotoperiodo de 12/12
h (150 pmol ms?), durante 15 dias.

Experimento 2: evaluacion de la germinaciéon bajo un gradiente de disponibilidad hidrica.
Para representar el gradiente de disponibilidad hidrica, las semillas se embebieron con
soluciones de polietilenglicol (PEG 6000, CAS:5322-68-3; Sigma-Aldrich, member of
Merck KGaA). El mismo se mezclé con agua destilada hasta alcanzar potenciales agua de
W=0 (agua pura, testigo); -0,2; -0,4; -0,8 y -1,2 MPa segun Michel & Kaufmann, (1973),
incubandose a 10/20 °C con un fotoperiodo de 12 h (150 umol m2 s1). Las semillas
incubadas en PEG se transfirieron a soluciones nuevas después de las primeras 24 hy, a

partir de entonces, semanalmente (Ni & Bradford, 1992).

Determinaciones

Con los valores obtenidos en cada ensayo se estimé la germinacién mdaxima alcanzada
(Gmax; relacion entre el nimero de semillas germinadas y las viables multiplicado por
100) y la tasa de germinacién media (TGso; cantidad de dias que tardaron en germinar el
50% de las semillas; Bradford, 1990). Ambos parametros fueron calculados en funcién

de las semillas viables.

Andlisis estadistico

Los resultados de cada medicidn se expresaron como el promedio +/- el desvio estandar.
Para las comparaciones de los pardmetros estimados (Piooo, Gmax Y TGso) se utilizd la
prueba de ANOVA seguido, en los casos donde los resultados fueron significativos
(p<0,05), de la prueba de comparaciéon de medias LSD utilizando el software estadistico

INFOSTAT®.
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RESULTADOS y DISCUSION

Experimento 1: evaluacion de la germinaciéon bajo un gradiente de temperaturas
alternadas.

El rango térmico mas bajo evaluado fue de 5/152C y se observaron las germinaciones
acumuladas para las diferentes poblaciones testeadas en la Fig.8. La Pbl y la Pb2
presentaron los mayores valores de Gmax (alrededor del 80%, sin diferencias significativas
entre ambas, p>0,05). Estas poblaciones se diferenciaron de las restantes (Pb3 y Pb4, sin
diferencias significativas entre ambas) quienes mostraron valores de Gmax cercanos al
50% (p=0,015). Dado que los bajos valores de Gmax de Pb3 y Pb4 no fue posible calcular

para estas el TGso (Fig. 8).
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Figura 8. Germinacidén acumulada de las poblaciones de L. perenne ssp. multiflorum con diferentes resistencias a
herbicidas (Pb1: susceptible a herbicidas, Pb2: resistente a glifosato, Pb3: resistente a inhibidores de ALS y ACCasa
y Pb4: con resistencia multiple a glifosato e inhibidores de las ALS y ACCasa) incubadas a una temperatura de

5/15 oC. Gmax: germinacién maxima y TGso: tasa de germinacion media. Letras iguales entre poblaciones no
manifiestan diferencias significativas segun la prueba de (LSD p>0,05).

Los siguientes valores de temperatura en el rango evaluado fueron 10/20 9C. En estas
condiciones se pudo observar en Gmax Una diferencia significativa entre la Pbl y la Pb4
(p<0,05; Fig. 9). La poblacién susceptible alcanzé valores de Gmax cercanos al 90%
mientras que la variante con resistencia multiple (ALS, ACCasa, Glifosato) rondé el 80%.
Sin embargo, Pb2 y Pb3 no presentaron diferencias significativas entre ellas, ni tampoco
con Pbl y Pb4 (p>0,05). Con respecto a TGso, no se observaron diferencias significativas

entre las cuatro poblaciones (p>0,05).
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Figura 9. Germinacién acumulada de las poblaciones de L. perenne ssp. multiflorum con diferentes resistentes a
herbicidas (Pb1: susceptible a herbicidas, Pb2: resistente a glifosato, Pb3: resistente a inhibidores de ALS y ACCasa
y Pb4: con resistencia multiple a glifosato e inhibidores de las ALS y ACCasa) incubadas a una temperatura de
10/20 °C. Gmax: germinacion maxima y TGso: tasa de germinacién media. Letras iguales entre poblaciones no
manifiestan diferencias significativas segun la prueba de LSD (p>0,05).

Estos dos primeros sets de temperaturas podrian interpretarse como subdptimos. Las

diferencias observadas en la germinacién entre poblaciones son consistentes con las

descritas por Vila-Aiub et al. (2005) para Lolium rigidum, donde las poblaciones

resistentes a la ACCasa mostraron una dormicion mas profunda en comparacién a las

susceptibles (Fig. 8 y 9).

En las temperaturas de incubacion de 15/252C Pbl y Pb2 mostraron diferencias

significativas en la germinacién maxima con respecto a Pb3 y Pb4 (p<0,05). Pb1 y Pb2

igualaron sus valores de Gmax, pero se diferenciaron de las otras dos poblaciones,

acercandose al 100%. Las otras poblaciones presentaron valores entre el 70 y 80% para

Pb4 y Pb3, respectivamente, diferencidandose también ente ellas (p<0,001; Fig. 10). Sin

embargo, TGso solamente fue inferior para la Pb4 (p>0,05).
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Figura 10. Germinacion acumulada de las poblaciones de L. perenne ssp. multiflorum con diferentes resistentes
a herbicidas (Pb1: susceptible a herbicidas, Pb2: resistente a glifosato, Pb3: resistente a inhibidores de ALS y
ACCasay Pb4: con resistencia multiple a glifosato e inhibidores de las ALS y ACCasa) incubadas a una temperatura
de 15/25 oC. Gpax: germinacién maxima y TGso: tasa de germinacién media. Letras iguales entre poblaciones no
manifiestan diferencias significativas segun la prueba de LSD (p>0,05).
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Finalmente, bajo los dos sets de temperaturas superiores que se utilizaron en este
ensayo (20/30 eC y 25/35 2C), no se evidenciaron diferencias entre Gmax 0 TGso de las
cuatro poblaciones evaluadas (p>0,05; Fig. 11 A, B). Salvo bajo 25/35 C, donde la Pb1l

presentd un menor TGso.
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Figura 11. Germinacién acumulada de las poblaciones de L. perenne ssp. multiflorum con diferentes resistentes
a herbicidas (Pb1: susceptible a herbicidas, Pb2: resistente a glifosato, Pb3: resistente a inhibidores de ALS y
ACCasay Pb4: con resistencia multiple a glifosato e inhibidores de las ALS y ACCasa) incubadas a una temperatura
de A) 20/30 2Cy B) 25/35 °C. Gmax: germinacion maxima y TGso: tasa de germinacién media, letras iguales entre
poblaciones no manifiestan diferencias significativas segun la prueba de LSD (p>0,05).

Dados los resultados expuestos, el régimen éptimo de temperatura fluctuante para la

germinacién de todas las poblaciones testeadas fue de 20/30 °C (Fig. 11A).

Experimento 2: evaluaciéon de la germinacién bajo un gradiente de disponibilidad
hidrica.

En la Fig. 12 se puede observar el comportamiento germinativo de las poblaciones
evaluadas en condiciones ideales en cuanto a la disponibilidad hidrica ({)=0 MPa). Tanto
Pbl, como Pb2 y Pb3 mostraron una Gmax cercana al 90% sin mostrar diferencias
significativas entre ellas (p>0,05). En cuanto a Pb4, se observd una germinacion maxima

cercana al 80% que resultd ser estadisticamente significativa solamente en comparacion
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a Pbl. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en TGso entre las

poblaciones evaluadas en esta condicién de maxima disponibilidad hidrica (p>0,05).

W =0 MPa
100 G e 1/TG50
= Poblacion (p=0,084) (p=0,402)
= Pb1 b a
‘8 Pb2 ab a
2 Pb3 ab a
= Pb4 a a
% 20
0

1234567 8 9101112131415
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Figura 12. Germinacién acumulada de las poblaciones de L. perenne ssp. multiflorum con diferentes resistentes
a herbicidas (Pb1: susceptible a herbicidas, Pb2: resistente a glifosato, Pb3: resistente a inhibidores de ALS y
ACCasa y Pb4: con resistencia multiple a glifosato e inhibidores de las ALS y ACCasa) incubadas a una temperatura
de 10/20 eC y un P=0 MPa. Gmax: germinacion maxima y TGso: tasa de germinacién media. letras iguales entre
poblaciones no manifiestan diferencias significativas segun la prueba de LSD (p>0,05).

Cuando el potencial hidrico utilizado para embeber a las semillas fue de Y=-0,2 MPa, la
poblacién con multiple resistencia (Pb4) presenté una Gmax del 70%, que al igual que
TGso, fue significativamente menor que los valores alcanzados por las otras tres
poblaciones que no presentaron diferencias entre si ni en Gmax (80%), ni para TGso (Fig.

13).

W =-0,2 MPa
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Figura 13. Germinacién acumulada de las poblaciones de L. perenne ssp. multiflorum con diferentes resistentes

a herbicidas (Pb1: susceptible a herbicidas, Pb2: resistente a glifosato, Pb3: resistente a inhibidores de ALS y
ACCasa y Pb4: con resistencia multiple a glifosato e inhibidores de las ALS y ACCasa) incubadas a una temperatura

de 10/20 2Cy un P=-0,2 MPa. Gmax: germinacion maxima y TGso: tasa de germinacion media. Letras iguales entre
poblaciones no manifiestan diferencias significativas segun la prueba de LSD (p>0,05).

Bajo un Y=-0,4 MPa se observd que Pbl y Pb3 expresaron exactamente el mismo
comportamiento germinativo presentando los mayores valores de Gmax superando el

80% (Fig. 14). Por su lado, Pb2 y Pb4 presentaron valores menores de Gmax, entre 70-80%
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respectivamente, que fueron estadisticamente significativos entre si y también con
respecto a Pb1 y Pb3 (p=0,001; Fig. 14). Los valores de TGso observados son similares
para Pbl y Pb3, menores para Pb2 mientras que Pb4 no presentd diferencias

significativas respecto a las otras tres poblaciones estudiadas (Fig. 15).
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Figura 14. Germinacién acumulada de las poblaciones de L. perenne ssp. multiflorum con diferentes resistentes
a herbicidas (Pb1: susceptible a herbicidas, Pb2: resistente a glifosato, Pb3: resistente a inhibidores de ALS y
ACCasa y Pb4: con resistencia multiple a glifosato e inhibidores de las ALS y ACCasa) incubadas a una temperatura
de 10/20 °Cy un =-0,4 MPa. Gmax: germinacion maxima y TGsp: tasa de germinacién media. Letras iguales entre
poblaciones no manifiestan diferencias significativas segun la prueba de LSD (p>0,05).

Cuando se evalud la germinacién bajo un potencial hidrico de {=-0,8 MPa se observé un
comportamiento similar entre todas las poblaciones con una Gmax alrededor del 50%, y

no pudo calcularse el valor de TGso (p>0,05; Fig. 15).
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Figura 15. Germinacidon acumulada de las poblaciones de L. perenne ssp. multiflorum con diferentes resistentes
a herbicidas (Pb1: susceptible a herbicidas, Pb2: resistente a glifosato, Pb3: resistente a inhibidores de ALS y
ACCasa y Pb4: con resistencia multiple a glifosato e inhibidores de las ALS y ACCasa) incubadas a una temperatura
de 10/20 °Cy un P=-0,8 MPa. Gmax: germinacién maxima y TGso: tasa de germinacién media. Letras iguales entre
poblaciones no manifiestan diferencias significativas segun la prueba de LSD (p>0,05).

as

do
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Figura 16. Germinacién acumulada de las poblaciones de L. perenne ssp. multiflorum con diferentes resistentes
a herbicidas (Pb1: susceptible a herbicidas, Pb2: resistente a glifosato, Pb3: resistente a inhibidores de ALS y
ACCasay Pb4: con resistencia multiple a glifosato e inhibidores de las ALS y ACCasa) incubadas a una temperatura
de 10/20 °Cy un P=-1,2 MPa. Gmax: germinacién maxima y TGso: tasa de germinacién media. Letras iguales entre
poblaciones no manifiestan diferencias significativas segun el test de LSD (p>0,05).

El P10oo vario en funcidn de la poblacidn: Pb1: 1,96 g (a); Pb2: 2,05 g (ab); Pb3: 2,18 g (b)
y Pb4: 2,49 g (c) (p<0,01; Fig. 17). En lineas generales pudo observarse que a medida que
se presentd mas resistencia aumentd el peso de las semillas. Este resultado concuerda
con estudios previos que mostraron una correlacién positiva entre el peso sefial de L.
perenne y la supervivencia a herbicidas, individualmente al pinoxaden (ACCAsa-
inhibidor) o al glifosato (EPSPS-inhibidor; Supiciche, 2020 Maity et al., 2021).

Muchos pueden ser los factores a los que se pueden atribuir estas diferencias en el peso
de las semillas. Esta caracteristica del P1oo0 de Pb4 con respecto a las otras poblaciones
podria ser una consecuencia ligada con la resistencia a herbicidas. Sin embargo, esta
hipdtesis no se puede verificar con la informacién con la que se cuenta hasta el
momento. Otra posibilidad es que las diferencias observadas en el Piooo podrian estar
relacionadas a cuestiones morfo-fisioldgicas de la semilla como diferentes grosores de
las cubiertas o a un efecto materno ligado a las condiciones ambientales donde las

plantas que les dieron origen se desarrollaron.
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Figura 17. Peso de mil semillas de las poblaciones de L. perenne ssp. multiflorum con diferentes resistentes a

herbicidas (Pb1: susceptible a herbicidas, Pb2: resistente a glifosato, Pb3: resistente a inhibidores de ALS y ACCasa
y Pb4: con resistencia multiple a glifosato e inhibidores de las ALS y ACCasa). Letras iguales entre poblaciones no

manifiestan diferencias significativas (p>0,05) segun el test de LSD.
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CONCLUSIONES

En lineas generales, se pudo observar que mientras la Pb1 presenté los mayores valores
de Gmax Y TGso, la Pb4 mostrd valores menores para los mismos parametros en ambos
experimentos. Estas caracteristicas notorias observadas en Pb4 en respuesta el estrés
hidrico y al gradiente de temperaturas con respecto a las otras poblaciones plantean un
nuevo interrogante acerca de si las diferencias observadas estan asociadas a un costo
bioldgico vinculado con la resistencia multiple.

Para responder estos nuevos interrogantes son necesarios futuros ensayos que
impliquen cultivar a las poblaciones bajo las mismas condiciones ambientales a fin de
disminuir las variables de cada experimento.

Dado que el comportamiento de germinacidn y, por lo tanto, los patrones de emergencia
de las distintas poblaciones de la misma especie estan influidos por una amplia gama de
factores internos, tanto de las plantas madres como de las semillas, y ambientales, es
dificil generalizar y, por ende, predecir las caracteristicas del proceso germinativo. Sin
embargo, el conocimiento de las similitudes y diferencias de las caracteristicas morfo-
fisioldgicas tempranas de las poblaciones problematicas de malezas en una region
determinada, considerando la resistencia a herbicidas, es una ayuda vital para optimizar

las estrategias de manejo y reducir el uso de productos agroquimicos.
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