Universidad Nacional del Litoral
Facultad de Ciencias Agrarias

Tesis para optar por el grado académico de:
Doctor en Ciencias Agrarias

Caracterizacion bioldgica y fisiol6gica de poblaciones
del género Echinochloa con sensibilidad diferencial a
glifosato en Argentina

Eduardo Cortés

Director: Dr. Ignacio Dellaferrera

Co-Director: Prof. Dr. Pedro Jacob Christoffoleti

2024



A Lorena por el apoyo constante en toda mi carrera.
A Agustina y Lautaro que son mi guia.



Agradecimientos

Agradezco a todas las personas que nombro a continuacién por la innumerable cantidad de cosas

que hicieron por la realizacion de esta tesis y no puedo nombrar en este texto tan breve.

A Ignacio por guiarme en esta tarea, dedicando gran parte de su tiempo a compartir su sabiduria,
experiencia y por sobre todas las cosas su amistad.

A Mauro, Federico, Diego y Lucas, por su ayuda en todos los ensayos que realizamos.

Al jurado evaluador por su labor y por los aportes realizados en la correccién del presente trabajo

Al INTA San Francisco, en especial a Alejandro y Graciela quienes me apoyaron para hacer el
doctorado.

A mi familia porque gran parte de esto es de ellos con su apoyo constante.

Uno, es resultado y parte del vinculo que forma con las personas que lo rodean, por eso, quiero
también agradecer a todas las personas que aun sin nombrarlas podran leer parte de sus discursos

reflejados a través mio en este manuscrito.

Particularmente, ademads, quiero también agradecer a las instituciones que me brindaron el
acceso a sus laboratorios y diversas instalaciones y recursos los cuales permitieron la realizacion de esta
tesis.

A la Universidad Nacional del Litoral

Al INTA



Resumen

Las especies del género Echinochloa son algunas de las principales malezas en Argentina. Este
género consta de alrededor de 33 especies en todo el mundo. En Argentina, las de mayor presencia son E.
colona (L.) Link y E. crus-galli (L.) P. Beauv. pero E. chacoensis Michael ex Renvoize y E. oryzoides
(Ard.) Fritsch también estdn presentes en cultivos de soja y maiz, pero en menor proporcién. Estas
malezas presentan competencia agresiva, con una alta utilizacién de nitrégeno, mimetismo de cultivos,
alelopatia y resistencia al estrés abidtico, incluida la resistencia a herbicidas. A nivel mundial se reportan
fallas en el control quimico con herbicidas como glifosato, inhibidores de ALS (inhibidores de la enzima
acetolactato sintetasa) y graminicidas. No existen publicaciones previas que confirmen la resistencia al
herbicida glifosato en todo el mundo, como asi tampoco existe un estudio comparativo sobre la

sensibilidad de las diferentes especies de Echinochloa en Argentina.

Las poblaciones de E. colona reportadas como resistentes, presentan distintos mecanismos que
explican su baja sensibilidad al glifosato. Las mutaciones, en particular la Pro-106-Ser, modifican la
estructura de la EPSPS (5-enol-piruvil shikimato-3-fosfato sintasa), pero mantienen su funcionalidad,
contrario a la mutacién Thr 102 que confiere resistencia a glifosato, pero reduce la afinidad de EPSPS
por PEP (fosfenol piruvato). Actualmente, no se conocen los niveles de sensibilidad al glifosato ni los
mecanismos que podrian conferir resistencia a estas poblaciones. Tampoco se han encontrado registros
de estudios que relacionen la sensibilidad con las posibles variaciones en el desarrollo vegetativo y

potencial reproductivo de esta especie.

Entre 2015 y 2019, se recolectaron semillas de 4 especies del género Echinochloa en la regién
central de soja de Argentina. Se determind la supervivencia, su sensibilidad a glifosato mediante ensayos
de dosis-respuesta e inhibicién enzimética. Se determind el nivel de ploidia por citometria de flujo y la
secuencia de ADN del gen EPSPS. Por tltimo, se realizaron ensayos de evaluacion de la forma de

crecimiento y el potencial reproductivo buscando determinar el efecto de la aplicacién de glifosato sobre



la forma de crecimiento de cada poblacion.

En base a los andlisis de supervivencia, y dosis respuesta, se consideran resistentes al glifosato
las poblaciones: Ec04, Ec07 y Ec14 de E. colona, Ecg06, Ecg07, Ecgl4 y Ecgl6 de E. crus-galli, Eo02,
Eo03, Eo04, Eo07 y Eo08 de E. oryzoides. y Ech02 de E. chacoensis. En E. colona en las poblaciones
Ec5 y Ec7 existe una mutacién puntual Pro-106-Thr. La poblacién Ec4 presentd la mutacién Pro-106-Gln

y Pro-106-Glu, las cuales no habian sido reportadas anteriormente en ninguna especie a nivel mundial.

El nivel de ploidia para las poblaciones estudiadas de E. colona arrojé que un 60% de las mismas
son tetraploides y un 40% son tetra y hexaploides, mientras que la poblacion estudiada de E. crus-galli

fue hexaploide.

La aplicacién de glifosato afecto en forma diferente a cada especie. Para E. colona el nimero de
panojas, peso de mil semillas y el tiempo a floracién no se vieron afectados por la aplicacién de glifosato,
los demds pardmetros de estructura de planta si se vieron reducidos. Las poblaciones de E. crus- galli
aplicados con glifosato no se diferenciaron estadisticamente de las poblaciones sin la aplicacion de este
herbicida en los pardmetros de largo de panoja, niimero de panojas y peso de mil semillas. Espigas por
espiguillas, espigas por panoja, granos por planta y el tiempo a floracién si se redujeron cuando se aplicé

glifosato.



Summary

Species of the genus Echinochloa are some of the most common weeds in Argentina. This genus
consists of approximately 33 species worldwide. In Argentina, the most prevalent are E. colona (L.) Link
and E. crus-galli (L.) P. Beauv. However, E. chacoensis Michael ex Renvoize and E. oryzoides (Ard.)
Fritsch are also present in soybean and corn crops, although to a lesser extent. These weeds exhibit
aggressive competition, high nitrogen utilization, crop mimicry, allelopathy, and resistance to abiotic
stress, including herbicide resistance. Failures in chemical control with herbicides such as glyphosate,
ALS inhibitors (acetolactate synthase enzyme inhibitors), and graminicides are reported worldwide.
There are no previous publications confirming resistance to the herbicide glyphosate worldwide, nor is

there a comparative study on the sensitivity of different Echinochloa species in Argentina.

The E. colona populations reported as resistant exhibit different mechanisms that explain their
low sensitivity to glyphosate. The mutations, particularly Pro-106-Ser, modify the structure of EPSPS
(5-enol-pyruvyl shikimate-3-phosphate synthase) but maintain its functionality, unlike the Thr 102
mutation, which confers resistance to glyphosate but reduces the affinity of EPSPS for PEP (phosphonol
pyruvate). Currently, the levels of sensitivity to glyphosate and the mechanisms that could confer
resistance in these populations are unknown. No records have been found of studies linking sensitivity
with possible variations in the vegetative development and reproductive potential of this species.
Between 2015 and 2019, seeds of four species of the Echinochloa genus were collected in the central

soybean region of Argentina.

Survival and sensitivity to glyphosate were determined using dose-response and enzyme
inhibition assays. Ploidy level was determined by flow cytometry and DNA sequencing of the EPSPS
gene. Finally, growth form and reproductive potential assessment assays were conducted to determine

the effect of glyphosate application on the growth form of each population.

Based on survival and dose-response analyses, the following biotypes of E. colona are



considered resistant to glyphosate: Ec04, Ec07, and Ec14; Ecg06, Ecg07, Ecgl4, and Ecgl6; Eo02, Eo03,
Eo004, Eo07, and Eo08; and Ech02; E. chacoensis. In E. colona, biotypes Ec5 and Ec7 contain a Pro-
106-Thr point mutation. Biotype Ec4 presents the Pro-106-Gln and Pro-106-Glu mutations, which have
not been previously reported in any species worldwide. The ploidy level for the studied E. colona
populations showed that 60% were tetraploids and 40% were tetra- and hexaploids, while the E. crus-

galli population studied was hexaploid.

Glyphosate application affected each species differently. For E. colona, the number of panicles,
thousand-seed weight, and time to flowering were not affected by glyphosate application, although the
other plant structure parameters were reduced. E. crusgalli biotypes applied with glyphosate did not differ
statistically from biotypes without the herbicide in the parameters of panicle length, number of panicles,
and thousand-seed weight. Spikes per spikelet, spikes per panicle, grains per plant, and time to flowering

were reduced when glyphosate was applied.
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Caracterizacion biologica y fisiologica de poblaciones del género Echinochloa
con sensibilidad diferencial al glifosato en Argentina.

Introduccion general

Malezas son denominadas todas aquellas plantas que son perjudiciales a las actividades del
hombre. Su importancia econdémica (afectando cultivos agricolas, ganaderia y forestacién) y social
(afectando caminos, lugares de recreacion, parques, canales de 2 agua potable o riego) es de tal magnitud,

que su manejo no puede ser evitado (Baker, 1974; Fernandez, 1979; Bastiaans et al., 2008).

En los agroecosistemas las malezas constituyen especies de plantas asociadas a los cultivos,
donde compiten por recursos limitados, reducen la cosecha y exigen que se invierta en tecnologia para
su manejo, elevando los costos de produccién, con el fin de lograr su control y reducir las pérdidas
(Radosevich et al., 2007). Las malezas comparten algunas caracteristicas biolégicas que las distinguen
de otras en colonizar ambientes disturbados potencialmente productivos, y la capacidad de regeneracion
a largo plazo bajo condiciones de disturbios repetidos” (Mohler et al., 2001). Asi, la presencia de una
maleza se identifica mejor con un fenémeno natural relacionado con adaptacién ecolégica y la evolucion
de dichos organismos a ambientes modificados por el hombre. En este sentido, las malezas constituyen

poblaciones adaptadas a ecosistemas altamente perturbados como son los ambientes agricolas.

Desde el punto de vista ecoldgico, las malezas pueden definirse como especies pioneras de una
sucesion secundaria, entendiendo como sucesion a la manifestacion (dentro de un sistema) de los ajustes

paulatinos entre la informacién genética de los organismos que tienen acceso al sistema y la informacién



ecoldgica del lugar (Soriano, 1975). En este sentido, la agricultura constituye la mayor fuerza selectiva
en la evolucién de las malezas, siendo actualmente los herbicidas uno de los factores més influyentes

debido a los elevados volimenes de aplicacion (Gressel & Levy, 2006).

Para que una poblacién de maleza sea considerado resistente debe cumplir con todos estos criterios:

1. Cumplimiento de la definicién de resistencia de la WSSA (Weed Science Society of América

o Sociedad Americana de la Ciencia de las malezas en castellano).
2. Confirmacién de datos utilizando protocolos cientificos aceptables.
3. Laresistencia debe ser heredable.
4. Demostracién del impacto practico de campo.

5. Identificacién como maleza problema a nivel de especie, y no el resultado de la seleccién

artificial.

Si no cumple con cualquiera de estos criterios, la poblacién no serd considerada como tal.

Una de las malezas reportadas como resistente a diversos herbicidas son las gramineas del género
Echinochloa. Este género consta de alrededor de 33 especies en todo el mundo, incluidas subespecies y
variedades (Soreng et al.,2017). En Argentina estdn presentes 7 especies (E. chacoénsis Michael ex
Renvoize; E. colona (L.) Link; E. crus-galli (L.) P. Beauv.; E. crus-pavonis (Kunth) Schult.; E. helodes
(Hack.) Parodi; E. polystachya (Kunth) (Belgrano et al., 2008). Las dos especies mds extendidas tanto a
nivel global como en Argentina son Echinochloa colona (L.) Link y Echinochloa crus-galli (L.) P.
Beauv. Ademas, Echinochloa chacoensis Michael ex Renvoize y Echinochloa oryzoides (Ard.) Fritsch
estan presentes en Argentina como malezas en diversos cultivos (Zuloaga et al., 2003) particularmente

en cultivos de soja y maiz (Picapietra y Ponsa, 2015).

A nivel mundial estan presentes en cultivos como arroz, sorgo, cafia de azucar, algodén, mant,
etc. (Holm, 1991). Estas 4 especies de Echinochloa se comportan como malezas y producen una fuerte

competencia con muchos cultivos, E. colona reduce entre 12 y 27 kilogramos por hectrea de soja por cada
2



unidad de porcentaje de cobertura de la misma (Picapietra y Ponsa, 2015; Pautasso, 2015) y E. crus-galli
puede reducir aproximadamente un 25% el rendimiento del arroz en condiciones de alta infestacion

(Chin, 2001).

Todas las especies del género Echinochloa son anuales C4 (Rao et al., 2007), de emergencia
primavero-estival, se propagan por semillas y comparten hébitat en lotes agricolas. Las plantas de este
género varfan ampliamente y su taxonomia es confusa (Damalas et al., 2008; Yabuno, 1983). Sélo E.
chacoensis tiene ligulas, las otras tres especies no tienen ligulas ni auriculas. La inflorescencia de E.
crus-galli es una panicula piramidal erecta, formada por 15 a 30 pseudoespigas; mientras que E. colona
su panicula es erecta y tiene mayor nimero de estructuras reproductivas dispuestas en ramas laterales,

presentandose entre 5 y 15 de ellas. E. oryzoides tiene inflorescencias espiciformes contraidas con 6-15

ramas cortas de primer orden, y E. chacoensis tiene una panicula contraida con espiguillas apretadas en

las ramas (Pfitscher y Barreto, 1976; Renvoize, 1995).

Estas poblaciones presentan alta produccion de semillas, latencia corta de las semillas,
crecimiento rapido, potencial competitivo, interaccién alelopdtica y resistencia a diversos herbicidas
hacen de estas malezas un desafio permanente en diversos agroecosistemas (Gibson, et al; 2002; Clay,

et al; 2005).

En cuanto a su control quimico, a nivel mundial se registran fallas en diferentes poblaciones del
género Echinochloa. La primera poblacion resistente de E. colona se confirmé en 2007 en Australia
(Heap, 2025). Mientras, la Weed Science Society of America declaré casos de resistencia al glifosato en
poblaciones de Echinochloa sp. para Estados Unidos a partir de 2008 y en Argentina a partir de 2009

(Heap, 2022; Gaines, et al 2012).

La resistencia a los herbicidas es un proceso evolutivo y ecoldgico. La dindmica de este proceso
estd influenciada por 1) las caracteristicas de la maleza, que incluyen ademas los factores morfolégicos

y genéticos asociados con la maleza, 2) las caracteristicas del herbicida, que incluyen ademas el modo o



sitio de accion del herbicida y 3) finalmente, los factores operativos, es decir las practicas agricolas tales

como siembra, cosecha y pos-cosecha (Sudershan, et al; 2020).

Se reportan un total de 83 casos de 8 especies y variedades del género Echinochloa con
resistencia en el mundo a varios grupos de herbicidas entre ellos, E. colona; E. crus-galli (L.) P. Beauv.
var. crus-galli; E. crus-galli var. formosensis Ohwi; E. crus-galli var. zelayensis (Humb., Bonpl. &
Kunth) Hitche.; E. crus-pavonis (Kunth) Schult; E. erecta (Pollacci) Pignatti; E. oryzoides y E.
phyllopogon (Stapf) Stapf ex Kossenko (=E. oryzicola) (WFO World, 2022), siendo E. crus-galli var.
crus-galli tiene el mayor nimero de casos y E. colona es la mds extendida en cultivos. En todas las
especies, la resistencia esta presente principalmente en cultivos de arroz, pero también hay pocos casos
presentes en maiz, soja, sorgo, algodon, uvas, huertos, sandias, barbechos, cercas y bordes de carreteras

(Heap, 2022).

Para varias de estas especies, no existen publicaciones previas que confirmen la resistencia al
herbicida glifosato en todo el mundo (Heap, 2022). Ademas, no existe un estudio comparativo sobre la
sensibilidad de las diferentes especies de Echinochloa en Argentina (Leguizamon, E; 2011). En los
agroecosistemas las distintas especies de Echinochloa exhiben sindromes tipicos de adaptacién, como
competencia agresiva con una alta utilizacién de nitrégeno, mimetismo de cultivos, alelopatia y

resistencia al estrés abiotico (incluida la resistencia a herbicidas).

Algunos autores reportaron una reduccién del rendimiento del arroz en siembra directa de hasta
un 76% cuando E. colona estaba presente a una densidad de 280 plantas por metro cuadrado (Fischer,
A. & Valverde, BE; 2010, segiin Mercado y Talatala). En ensayos realizados en el cultivo de soja, se
determinaron pérdidas cercanas al 20% de rendimiento cuando E. colona se encontraba en niveles de

infestacion de 25% (Picapietra y Ponsa, 2015).

En la Argentina, existen estudios en E. colona que muestran que su presencia y abundancia ha
aumentado como consecuencia del uso continuo de glifosato y de soja resistente a este herbicida en

siembra directa (Puricelli y Tuesca, 2005; Papa y Tuesca, 2013). En nuestro pais, se han denunciado
4



poblaciones resistentes a glifosato de esta graminea en las provincias de Santa Fe (Papa y Tuesca, 2013)
y Tucumdn (De la Vega, comunicacion personal). En esta maleza se sospecha también la resistencia a
herbicidas pertenecientes al grupo de Inhibidores de la enzima ALS en la provincia de Entre Rios

(Metzler, et al. 2018).

Las poblaciones de E. colona reportadas como resistentes en otros paises, presentan distintos
mecanismos que explican su baja sensibilidad al glifosato. Las poblaciones reportados en Australia
translocan menos herbicida al sitio de accién (Alarcén-Reverte, et al: 2013) mientras que algunos
poblaciones de California presentan mutaciones en la posicién 106, otros solo reducciones en la

translocacién y otros presentan una combinacién de estos mecanismos (Sudershan, et al; 2020).

Esto indica que individuos de diferentes poblaciones pueden presentar diferentes mecanismos de
resistencia y también diferentes mecanismos pueden estar presentes en una misma planta de E. colona
(Belgrano, et al; 2008). Las mutaciones, en particular la Pro-106-Ser, modifican la estructura de la
EPSPS, pero mantienen su funcionalidad, contrario a la mutacién Thr 102 que confiere resistencia a
glifosato, pero reduce la afinidad de EPSPS por PEP (Morran et al; 2018). Asi mismo la capacidad

competitiva de cada poblacién o poblacién puede verse alterada segtin como se haya seleccionado.

Echinochloa, manifiesta gran adaptacién ambiental, presentando porte alto en suelos himedos -
inclusive inundados- y porte mas pequefio en suelos secos sujetos al pastoreo (Nguyen, T.H; 2015), por
lo cual es importante caracterizar estos parametros en las poblaciones presentes en cada zona para lograr
un adecuado manejo de esta maleza. En general, las malezas anuales como E. colona forman un banco
de semillas que asegura la perpetuacion a largo plazo. La dindmica poblacional de una maleza esta
influenciada por muchos factores entre los cuales se puede mencionar los distintos tipos de manejo
(quimico, mecénico y cultural). Los cambios de la dindmica poblacional asociados a distintos tipos de
manejo pueden producirse por variaciones en procesos demogrificos como la germinacién, el

establecimiento, la fecundidad o en la viabilidad de las semillas.



Existe escasa informacién acerca de las caracteristicas bioldgicas y fisioldgicas de las distintas
poblaciones de E. colona, asi como de otras especies del género en la Argentina. Actualmente, no se
conocen los niveles de sensibilidad al glifosato ni los mecanismos que podrian conferir resistencia a estas
poblaciones. Tampoco se han encontrado registros de estudios que relacionen la sensibilidad con las

posibles variaciones en el desarrollo vegetativo y potencial reproductivo de esta especie.



Objetivo general

Caracterizar diferencias en los aspectos bioldgicos y fisiologicos en poblaciones del género

Echinochloa con sensibilidad diferencial a glifosato de la region central de la Argentina.

Objetivos especificos

Determinar el grado de sensibilidad a glifosato en 25 poblaciones del género Echinochloa provenientes

de diferentes provincias del centro-norte de Argentina.

Evaluar la inhibicién de la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfatosintasa en las distintas poblaciones

de Echinochloa con sensibilidad diferencial a glifosato.

Determinar en poblaciones de Echinochloa colona y Echinochloa crus-galli con sensibilidad

diferencial a glifosato presencia de alteraciones en el sitio de accién.

Determinar los niveles de ploidia en poblaciones del género Echinochloa.

Caracterizar el desarrollo vegetativo y el potencial reproductivo, a fin de establecer posibles diferencias entre
poblaciones de las especies E. colona y E. crus-galli con sensibilidad diferencial a glifosato, y su variacion de la

forma de crecimiento ante la aplicacion del herbicida

Con el fin de abordar los objetivos mencionados, el presente trabajo se organiza de la siguiente

manecra:

En el Capitulo 1 se analiza la sensibilidad diferencial a glifosato en 4 especies del género Echinochloa.

Se determina ademas el grado de inhibicidn del sitio de accién mediante una medicién de dcido shikimico
acumulado para estas especies.

El Capitulo 2 comprende el estudio de posibles mutaciones en el sitio de accién y niveles de ploidia en
dos especies: Echinochloa colona y Echinochloa crus-galli.

El Capitulo 3 aborda el desarrollo vegetativo y el potencial reproductivo en Echinochloa colona y
Echinochloa crus-galli, a fin de establecer posibles diferencias entre poblaciones con sensibilidad

diferencial a glifosato.



Capitulo 1

Analisis de sensibilidad a glifosato en poblaciones del género Echinochloa en
Argentina.

Introduccion

Utilizar un herbicida con el mismo ingrediente activo durante un largo periodo de tiempo actia
como una importante fuerza de seleccién, provocando cambios en las relaciones de dominancia dentro
de las comunidades de malezas y generando la aparicién de malezas que muestran algin grado de
tolerancia o resistencia (Christofoletti et al., 2008) o mecanismos que les permiten escapar de la accién

del herbicida (Scursoni & Satorre, 2010).

Esta seleccion puede darse a nivel intra o inter especifico; en el primer caso, cuando a partir de
una poblacién que originalmente era susceptible a un determinado herbicida resulta una subpoblacién de
individuos que no lo son, de aqui saldrdan individuos resistentes; mientras que cuando la seleccion se
produce a nivel inter especifico, es decir la seleccién de especies que nunca fueron controladas por el
herbicida, estamos frente a individuos tolerantes al herbicida. Numerosas especies han sido reportadas
como tolerantes o resistentes a glifosato, sin embargo, la causa de esta sensibilidad diferencial no es aun
completamente comprendida y la informacién disponible es limitada (Owen, 2008). La definicién
cientifica de resistencia y tolerancia fue presentada en 1998 por WSSA (Sociedad Americana de Ciencias
de las Malezas) y deben usarse cuando corresponda en todas las publicaciones futuras. La tolerancia es
definida como “la capacidad inherente de una especie a sobrevivir y reproducirse después del tratamiento
con herbicida. Esto implica que no hubo seleccién o manipulacién genética para hacer la planta” (Weed
Technology 1998). En cambio, la resistencia es definida como “la capacidad adquirida heredable de una
planta a sobrevivir y reproducirse después de la exposicién a una dosis normalmente letal para una

poblacién salvaje.



En una planta, la resistencia puede ser que ocurra naturalmente o inducida por técnicas como la ingenieria

genética, entre otras” (Vila-Aiub y Fisher, 2014).

Busi et al. (2021) proponen que una supervivencia > 20% sea interpretada como "resistencia" a
los herbicidas. Esta clasificacion de resistencia de las malezas se usa generalmente porque los agricultores
a menudo reconocen visualmente la resistencia a un nivel de aproximadamente 20% de supervivencia
(escapes de control) en el campo. Una resistencia >20% resultaria en una falla comercial del herbicida,
momento en el cual los agricultores pueden dejar de usar el herbicida o considerar opciones de manejo

alternativas.

Actualmente en el mundo se reportan un total de 83 casos de 8 especies y variedades del género
Echinochloa con resistencia a varios grupos de herbicidas incluyendo E. colona; E. crus-galli var. crus-
galli; E. crus-galli var. formosensis; E. crusgalli var. zelayensis; E. crus-pavonis; E. erecta; E. oryzoides

y E. phyllopogon (=E. oryzicola).

Echinochloa crus-galli var. crus-galli es la que presenta el mayor nimero de casos resistencia a
herbicidas y Echinochloa colona es la mas extendida en cultivos. En todas las especies la resistencia estd
presente principalmente en cultivos de arroz, pero también pocos casos estdn presentes en maiz, soja,

sorgo, algoddn, uvas, huertas, sandia, barbecho, cercas y bordes de caminos (Heap 2022).

A nivel mundial, en los dltimos afios se han registrado dificultades para el control de Echinochloa
colona en Brasil, con lo cual podriamos estar frente a un caso de resistencia. En Australia, Gaines et al,
(2012) determinaron que una poblacién de Echinochloa colona mostraba resistencia a glifosato. Dichos
autores encontraron que la poblacién resistente presentd una DLso 8,6 veces mayor que la poblacién
susceptible. Alarcon et al. (2013) realizaron un experimento en el Noreste de California sobre una
poblacién de capin (E. colona) proveniente de un campo de maiz resistente. En la misma se confirmé la
resistencia a glifosato cuando se la comparé con una poblacién susceptible. En esta tdltima el control fue

del 96% utilizando la dosis recomendada, mientras que en la poblacidn resistente el control fue del 20%



determinando una DLs de 6,6 veces superior para la poblacién resistente. La Weed Science Society of
América declaré en 2008, casos de resistencia a glifosato en poblaciones de Echinochloa sp. en Estados

Unidos y en 2009 en Argentina.

En relacién a lo anteriormente mencionado, en Argentina ya fueron mencionados casos de
poblaciones resistentes al control con glifosato. Experimentos en condiciones de campo realizados en el
centro de Santa Fe, sobre plantas en condiciones Optimas de receptividad de glifosato, permitieron
determinar la presencia de poblaciones resistentes (Heap, 2019) con valores de DLso de entre 612 a 1392
g.e.a./ha’l. La relacion de estos valores con los correspondientes a una curva patrén confeccionada a
partir de una poblacidn susceptible (Papa et al, 2010) permiti6 estimar un indice de resistencia a glifosato
(R/S) que oscild entre 2,7 y 6,2. Estos valores calificarian a estas poblaciones como fuertemente
sospechosos de ser resistentes a glifosato, considerando que la dosis recomendada para el control total

de esta maleza es de 720 a 1080 g.e.a./ha’!

En Argentina Echinochloa colona presentd una evolucién sostenida en el drea ocupada desde
2013 a la actualidad (Figura 1.1), hasta lograr el 35% del area agricola en el afo 2023 y posicionarse
como la cuarta maleza en importancia (Eugenia Niccia, REM, comunicacién personal). Mds alld de su
crecimiento en superficie y la preocupacién por su manejo entre técnicos y productores, existe escasa
informacién acerca de la sensibilidad de las distintas poblaciones en Argentina. En particular, en E.
colona existen estudios que muestran que su presencia y abundancia ha aumentado como consecuencia
del uso continuo de glifosato en las provincias de Santa Fe y Cérdoba (Papa et al, 2010). De esta tltima,
no se conocen actualmente los niveles de sensibilidad a glifosato, ni los mecanismos que podrian hacer
resistentes estas poblaciones. Tampoco se han encontrado registros de estudios que relacionan la

sensibilidad con las posibles variaciones en el nivel del potencial reproductivo de esta especie.
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Figura 1.1. Superficie ocupada por Echinochloa colona resistente a glifosato en los afios 2013, 2017 y 2023 en
Argentina (REM, Aapresid 2023).

Echinochloa colona (L.) Link es una de las malezas mds problemadticas en el mundo y con amplia
expansion en nuestro pais. La misma presenta diversas poblaciones, alta produccién de semillas, corta
latencia de las mismas, crecimiento rapido y alto potencial competitivo. La diversidad morfoldgica
actualmente presente en las poblaciones de Echinochloa podria contribuir a su adaptacion a la presion
de seleccién, impuesta por diferentes herramientas de manejo, enfatizando la necesidad de un enfoque

de manejo diversificado para controlar efectivamente esta especie de maleza (Liu et al., 2022).

Durante muchos afos se utiliz6 como tnico herbicida postemergente para su control al glifosato.
Este herbicida actda inhibiendo la biosintesis de los aminodcidos aromaticos tript6fano, tirosina y
fenilalanina en especies de plantas susceptibles. El glifosato compite con el sustrato fosfoenol piruvato
(PEP) por un sitio de unién en la enzima 5-enol-piruvil shikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS). La EPSPS
se codifica en el niicleo y se importa a los cloroplastos, donde convierte shikimato-3-fosfato y PEP en 5-
enol-piruvil shikimato-3-fosfato sintasa (Arregui et al., 2013). Ademds de inhibir la biosintesis de
aminoécidos aromadticos en plantas susceptibles, la interaccién entre glifosato y EPSPS interfiere con la
produccién de compuestos secundarios derivados de compuestos aromaticos. La biosintesis de proteinas,

auxinas, compuestos de defensa de patdgenos, fitoalexinas, dcido félico, precursores de ligninas,
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flavonoides, plastoquinona y cientos de otros compuestos fendlicos y alcaloides pueden verse afectados
por la inhibicién de EPSPS debido a la inhibicién de la biosintesis de aminodcidos aromaticos (Goodwin

et al, 1983).

La comprensién de los efectos producidos por el glifosato y la deteccion precoz de la resistencia
a herbicidas es una herramienta invaluable a la hora de decidir practicas de manejo de malezas, ya que
las malezas resistentes requieren manejos particulares (Green et al., 2010). La resistencia herbicida se
determina cientificamente cuando se cumplen con los 5 criterios definidos en el comité de accién ante la
resistencia a herbicidas en ingles definido como herbicide resistance action comittee (HRAC) (Heap,

2016), criterios de los cuales la determinacion del nivel de resistencia se lleva a cabo en laboratorio.

La comparacién entre poblaciones se realiza con mayor frecuencia mediante la determinacién de
la dosis efectiva que causa una inhibicion del 50% (GRsp) del crecimiento observado por la reduccién de
la biomasa y/o las calificaciones visuales o la dosis necesaria para matar al 50% de las plantas (DLso). Las
variables de respuesta evaluadas son peso fresco (PF) o peso seco de tejidos (PS) (Ritz et al. 2005).
Cualquiera de estas respuestas podria usarse para estimar los niveles de resistencia o las cantidades de
herbicidas que podrian causar un cierto nivel de reduccién o control del crecimiento. La respuesta de la
planta se evalda dentro de 1 a 4 semanas de aplicacion de herbicida segtin el modo de accién. Para los

herbicidas posemergentes
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(POST), 1 semana después del tratamiento (WAT) es apropiado para aquellos con accién de contacto,

mientras que los herbicidas de accién mas lenta se evaliian mejor en 3 a 4 WAT (Burgos, 2015).

La tasa de supervivencia de una poblacion es util para predecir el posible depdsito de semillas
en el suelo. Para responder a esta pregunta, se recopilan datos de mortalidad y se estiman las dosis letales
(DLso 0 DLy) para la poblacién en cuestion a partir de un experimento de dosis-respuesta. El andlisis es
una regresion logistica de datos binomiales (McCullagh, 2019), que casi corresponde a logit en una
escala logaritmica del eje de dosis. Mientras que el GRsp de las mismas plantas podria cambiar
significativamente debido a las condiciones ambientales, el DLso se veria menos afectado (Streibig &

Kudsk, 1993; Streibig, 1988).

Para generar respuestas de dosis reproducibles, las dosis deben cubrir todo el rango de respuesta,
desde practicamente ningtin efecto alrededor del control no tratado hasta el control del 100% en dosis
altas. Algunas especies altamente resistentes ya no mueren debido a la concentracion de herbicida mds
alta posible en la mezcla de rociado, en cuyo caso el rango de dosis debe extenderse hasta un punto donde
no se observe mds respuesta (Seefeldt et al, 1995). Mientras que la sensibilidad del glifosato en una
planta puede ser medida como se describe en los parrafos anteriores, también puede medirse el grado de
inhibicién del sitio de accién mediante el 4cido shikimico acumulado luego de una aplicacion. Elevados
valores de dcido shikimico son indicadores de inhibicion de la EPSPs por parte del glifosato, (Duke,

2011) y una medida indirecta del grado de sensibilidad de una especie al herbicida glifosato.

Las evaluaciones de acumulacion de acido shikimico en respuesta a la inhibicién del glifosato
de las enzimas EPSPS se usa no solo para determinar la exposicion de la planta a este herbicida, sino
también para identificar de manera rdpida y precisa las malezas resistentes (Koger et al., 2005), para
distinguir los cultivares resistentes de soja y algoddn susceptibles (Pline et al., 2002), y para verificar

su efecto
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sobre el metabolismo de los aminodcidos aromaticos en Cyperus rotundus (Wang, 2001). De naturaleza
transitoria, se ha informado que la acumulacién de 4cido shikimico se produce un dia después de la
aplicacion del glifosato, alcanzando niveles maximos entre cuatro y siete dias después (Koger et al.,

2005).

Tras la inhibicién de la EPSPS por el glifosato, el acido shikimico, precursor metabdlico del
shikimato 3-fosfato, aumenta rdpidamente en plantas susceptibles (Bostamam et al, 2012). La
acumulacién de acido shikimico a niveles altos puede ser el resultado de una pérdida del control de
retroalimentacién de la via del 4cido shikimico por un producto corriente abajo que regula la actividad
de la 3-deoxi-D- arabinoheptulosonato-7-fosfato (DAHP) sintasa. La falta de regulacion de la DAHP
sintasa puede hacer que un flujo no regulado de carbono se desvie hacia intermedios aguas arriba de la

enzima EPSPS bloqueada en la ruta del acido shikimico.

Actualmente en Argentina se desconoce la sensibilidad de las especies Echinochloa colona (L.)
Link; Echinochloa crus-galli (L.) P. Beauv; Echinochloa chacoensis Michael ex Renvoize y
Echinochloa oryzoides (Ard.) Fritsch), y las poblaciones de cada una al herbicida glifosato. Por ello y
por lo citado previamente, es posible establecer la siguiente hipétesis y objetivos del presente trabajo de

investigacion.
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Hipétesis

La sensibilidad a glifosato en poblaciones de Echinochloa del centro-norte de Argentina estd correlacionada
con la inhibicién de la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa, de manera que las poblaciones mas

resistentes muestran menor inhibicion enzimatica.

Objetivo
Determinar el grado de inhibicién de la enzima S5-enolpiruvilshikimato-3-fosfatosintasa a
glifosato en 25 poblaciones del género Echinochloa provenientes de diferentes regiones productivas del

centro-norte de Argentina.

Objetivos especificos

Determinar el grado de sensibilidad a glifosato en 25 poblaciones del género Echinochloa

provenientes de diferentes provincias del centro-norte de Argentina.

Evaluar la inhibicién de la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfatosintasa en las distintas

poblaciones de Echinochloa con sensibilidad diferencial a glifosato.
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Materiales y métodos

El trabajo de investigacion se realiz6 durante el periodo agricola 2015 y 2019. Se recolectaron
semillas de 4 especies del género Echinochloa en cultivos de soja de la regidon centro-norte de Argentina
(Cérdoba, Santa Fe, E. Rios y Buenos Aires) (Figura 1) con historia de al menos 10 afios consecutivos
de aplicacién de glifosato y denuncias de productores de fallas de control y otras poblaciones sin historia

agricola (Tabla 1.1).

Figura 1.2. Localizacién de las poblaciones de Echinochloa estudiadas en Argentina.

La determinacion de cada una de las especies analizadas en este trabajo fue realizada a través de

la lista de Flora Argentina (Soreng et al, 2003; Zuloaga et al 2003).

Las semillas de cada poblacion se limpiaron y se almacenaron en sobres de papel a temperatura
ambiente (~18°C), en el laboratorio hasta la siembra. Cada una de las poblaciones seleccionadas se
pusieron a germinar en papel de filtro himedo dentro de placas Petri y luego fueron trasplantadas a

macetas de un litro que contenian aproximadamente 720 g de suelo Argiudol tipico Serie Esperanza
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(textura franco-arcillosa-limosa; 66.7- 28.7-4.7). Todas las macetas se mantuvieron en sala de
crecimiento a una temperatura de 28/18°C (dia y noche) con un fotoperiodo de 16 h y una intensidad
luminica de 850 pumol m-2 s-1 con 60 — 80 % de humedad relativa (segin se sugiere para especies de

ciclo primavero estival (Panigo, et al., 2012).

Determinacion de la Supervivencia (screening)

Para determinar la sensibilidad al glifosato, inicialmente se examinaron 25 poblaciones del
género Echinochloa (Tabla 1.1). Del total de poblaciones 9 son de E. colona, 7 de E. crus-galli, 6 de E.

oryzoides'y 3 de E. chacoensis, con el objetivo de detectar posibles resistencias.

Tabla 1.1. Poblaciones del género Echinochloa: especie, cultivo en el que fue encontrada, ubicacién (localidad y
provincia), afios de agricultura del campo donde se colectd y afio de cosecha de las semillas.

' ] Cultivo Ubicacion o Afios de | Fechade

Poblacién Especie (localidad) Provincia agricultura| ~ cosecha
Ec2 E colona Soja-Maiz Manfredi Coérdoba 20 2015
Ec3 E colona Soja-Maiz Colonia Marina Cordoba 20 2016
Ec4 E colona Soja-Maiz Freyre Cordoba 20 2015
Ec5 E colona Soja-Maiz Luxardo Cordoba 10 2015
Ec6 E colona Soja-Maiz Estacion Luxardo Coérdoba 20 2016
Ec7 E colona Soja-Maiz Colonia Castelar Santa Fe 20 2015
Ecl12 E colona Soja-Maiz San Francisco Coérdoba 20 2016
Ecl4 E colona Soja-Maiz Arias Coérdoba 15 2019
Ecl6 E colona Soja-Maiz El Paraiso Buenos Aires 15 2018
Ecgb6 E crus-galli Soja-Maiz Colonia Mascias Santa Fe 10 2016
Ecg7 E crus-galli Soja-Maiz Saladero Cabal Santa Fe 10 2016
Ecgl2 E crus-galli Soja Santa Anita Entre Rios 10 2016
Ecgl3 E crus-galli Arroz Villa Elisa Entre Rios 15 2016
Ecgl4 E crus-galli Maiz Chajar{ Entre Rios 15 2016
Ecgl5 E crus-galli Soja San Salvador Entre Rios 15 2016
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Ecgl6 E crus-galli No agricola COIE:E;iZ; del Entre Rios ---- 2016
Eo2 E. oryzoides Soja-Maiz Colonia Mascias Santa Fe 15 2015
Eo 3 E. oryzoides No agricola Colonia Mascias SantaFe |  --—--- 2015
Eo4 E. oryzoides Soja-Maiz Colonia Mascias Santa Fe 15 2016
Eo5 E. oryzoides Arroz Colonia Mascias Santa Fe 15 2016
Eo6 E. oryzoides Soja-Maiz Colonia Mascias Santa Fe 15 2016
Eo7 E. oryzoides Soja-Maiz Colonia Mascias Santa Fe 15 2016
Echl E. chacoensis Soja-Maiz Colonia Mascias Santa Fe 10 2016
Ech2 | E. chacoensis Soja-Maiz Colonia Mascias Santa Fe 10 2016
Ech3 E. chacoensis No agricola Colonia Mascias Santa Fe 10 2016

Cuando las plantulas tenian 4 hojas se aplicaron utilizando una dosis discriminante de 600 g.e.a

ha;. Todas las aplicaciones se realizaron con una cdmara de aspersiéon de laboratorio equipada con

boquillas de abanico plano Magnojet 8001, calibradas para asperjar 175 L ha-1 a una presién de 275 kPa.

Previo a la aplicacién (plantas nacidas) y 21 dias después de la aplicacién de glifosato (planta

sobreviviente) se determind el nimero de plantas presentes por maceta. La supervivencia (%) se

determina como (supervivencia de la planta) / (plantas nacidas) * 100.

La supervivencia de las plantas se evalu6 3 semanas después del tratamiento. La resistencia al

herbicida glifosato se clasificé en funcién de umbrales especificos de supervivencia de la planta: una

supervivencia del 0 al 5 % indicaba una muestra 'susceptible' al herbicida, los valores de supervivencia

del 6 % al 19 % identificaban poblaciones de campo con un estado de 'resistencia en desarrollo' y la

supervivencia >20 % era interpretado como 'resistencia’ al herbicida.

18




Determinacion del nivel de resistencia

Para cada combinaciéon de dosis y poblacién se utilizaron 10 repeticiones y el ensayo fue
conducido en un DCA (Disefio Completamente al Azar). Para comparar la sensibilidad de las distintas
poblaciones aplicaron dosis crecientes de glifosato 0X, %4 X, 12 X, X, 2X, 4X y 8 X, siendo X (600 g.e.a
ha;) la dosis recomendada para glifosato. Todas las aplicaciones se realizaron con una cdmara de
asperjado de laboratorio equipada con pastillas de abanico plano Teejet 8001, calibradas para asperjar

175 L ha-1 a una presién de 275 kPa.

Por maceta se determiné el peso fresco 21 dias post aplicacion. Estos pesos fueron expresados
como porcentaje del testigo sin tratar. Los datos por especie y poblacion fueron ajustados a un modelo
logistico representado por la funcién logistica de 3 pardmetros (Michel, 1983), donde GRsp es la dosis
que produce la respuesta media entre el limite superior d, y el limite inferior c. El pardmetro b marca la
inflexién alrededor de e (Knezevic, et al; 2007, Ritz, et al; 2005).

d—c
1+exp b(log(x)—Llog(GRso)

fO)=c+ 5 (D

Para cada poblacién se determind la dosis de herbicida que inhibe el crecimiento en un 50%
respecto al control sin tratar (GRso). Se evaluaron las diferencias de sensibilidad mediante el factor de
resistencia (FR) que se determiné como: GRsg (resistente)/GRso (susceptible). La determinacién del nivel

de resistencia se repitié 3 veces con 5 repeticiones por tratamiento.

Inhibicion enzimatica

Individuos de las especies antes mencionadas, bajo las mismas condiciones de crecimiento

descritas anteriormente, fueron rociados con una solucién de glifosato que contenia 600 g.e.a ha'en las
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mismas condiciones especificas del ensayo anterior. Las dltimas hojas expandidas de plantas de todas
las especies se recolectaron para la extraccion de 4cido shikimico (csk) 96 horas después de la aplicacion.
Los tejidos foliares (50 mg de peso fresco) se homogeneizaron y las muestras se congelaron a -40°C.
Posteriormente se siguié el protocolo descrito por Singh y Shaner (1998). La absorcién de dcido
shikimico se midi6 6pticamente a 380 nm utilizando un espectrofotometro Beckman DU-640. Las curvas
estandar se determinan utilizando plantas no tratadas y soluciones de concentracion de acido shikimico
conocidas. La cuantificacién de la acumulacién de dcido shikimico fue medida en mg. g! de hoja. La
determinacion de la inhibicién enzimaética se repitié 3 veces con 5 repeticiones por tratamiento.

Para los andlisis estadisticos se utiliz6 el programa R con la interface Rstudio y el complemento

drc (Ritz, 2015; Posit team, 2024).
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Resultados

Determinacion de la Supervivencia (screening)
Las semillas de las distintas especies del género Echinochloa se recolectaron de 4 provincias de

la regidn central de soja de Argentina (Cérdoba, Santa Fe, Entre Rios y Buenos Aires, figura 1.2).

Los ensayos de supervivencia realizados con las distintas poblaciones de Echinochloa analizadas
muestran diferencias entre ellas. Las muestras analizadas se dividieron en tres categorias segin el
porcentaje de supervivencia observado con la dosis discriminante de 600 g.e.a ha'. Se diagnostico
'resistencia’ al herbicida con > 20 % de supervivencia, resistencia 'en desarrollo’' con una supervivencia

que oscilaentre el 6 % y el 19 % y muestras 'susceptibles' con una supervivencia <5 % (Busi et al 2021).

Cuando analizado la supervivencia por especie en particular los valores son mds dispersos. En
Echinochloa colona (Figura 1.3) s6lo 3 poblaciones superan el 20% de supervivencia, con valores que
van entre 25 y 94%. Una sola poblacién se encontré en desarrollo de resistencia y 5 poblaciones no

presentaron resistencia.
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Figura 1.3. Supervivencia (%) de las poblaciones de E. colona estudiadas. La linea
roja indica el 20 %, limite de resistencia segtin Bussi y col. (2021).
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En Echinochloa crus-galli (Figura 1.4) 5 de las 7 poblaciones evaluadas superaron el 20% de
supervivencia, con valores observados entre 25 y 96%. Una sola poblacion se observé con resistencia en

desarrollo y la restante fue susceptible al herbicida glifosato.
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Figura 1.4. Supervivencia (%) de las poblaciones de E. crus-galli estudiadas. La linea
roja indica el 20 %, limite de resistencia segtin Bussi y col. (2021).

En Echinochloa oryzoides (Figura 1.5) los valores de las poblaciones resistentes, que superan el
20% presentan menores diferencias, que van entre 73 y 87%. Aqui no se encontraron poblaciones con

resistencia en desarrollo. En cambio, 2 poblaciones si fueron susceptibles.
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Figura 1.5. Supervivencia (%) de las poblaciones de E. oryzoides estudiadas. La linea
roja indica el 20 %, limite de resistencia segtin Bussi y col. (2021).
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En E. chacoensis (Figura 1.6) solo 1 poblacién presenta supervivencia por encima del 20%. Las

otras 2 poblaciones fueron susceptibles.
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Figura 1.6. Supervivencia (%) de las poblaciones de E. crus-galli estudiadas. La linea
roja indica el 20 %, limite de resistencia segtin Bussi y col. (2021).

Si agrupamos las especies evaluadas por género (Figura 1.7) podemos observar que el 52% de
las poblaciones evaluadas son consideradas como resistentes. El 12% de las poblaciones se encuentra en

desarrollo de resistencia y el 36% de las mismas no presentan por el momento resistencia.
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Figura 1.7. Distribucién porcentual de la resistencia de las
distintas poblaciones de Echinochloa estudiadas en Argentina.

Analizando los valores de supervivencia (%) de las poblaciones evaluadas con la cantidad de
afios de agricultura y antecesor del lote (Tabla 1.1) donde se colectaron las muestras, no se aprecia una

correlacion entre las mismas.
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Ensayos de dosis respuesta

Echinochloa colona

La biomasa de la parte aérea de las poblaciones disminuye a medida que aumenta la dosis de
herbicida (Figura 1.8), pero particularmente la EDsy difiere significativamente entre las poblaciones,

siendo la mas alta en las poblaciones Ec4 y Ec14 (Tabla 1.2).

Peso fresco (%
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Figura 1.8. Curvas dosis respuesta correspondientes a las diferentes poblaciones de E. colona. Cada
punto es el promedio de tres experimentos. Estas curvas se calcularon utilizando el modelo
propuesto por Streibig & Kudsk (1993).

Los parametros de la regresion indican ademas que las poblaciones Ec4 y Ec14 son las que mas
han expresado esta variacion de sensibilidad, mientras que el resto son menos susceptibles a la variacién
de dosis, esto queda cuantificado mediante el punto de inflexién alrededor de e (pardmetro b de la

regresion) (Tabla 1.2).
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Tabla 1.2. E. colona - Parametros del modelo ajustado logistico (3 pardmetros, GRsp como pardmetro y
GRgp estimado); dosis requeridas para una reduccién del 50% y 80% del peso fresco respectivamente, el parametro
e corresponde al GRsg los pardmetros c, d y b fueron definidos en la férmula 1.1, limite inferior fijado en 0.

Poblacion b d GRso se Factor | p-value GRso se
Ec2 2.585585 1.065524 224276 | 23.825 1.35 0.0218 383.39 61.27
Ec3 3.726338 1.008724 165.993 | 18.160 1.00 ---- 240.80 26.87
Ec4 10.74425 0.746329 610.123 | 30.627 3.68 < 0.0001 694.15 78.72
Ec5 2.569705 0.957845 292.053 | 40473 1.76 < 0.0001 500.90 76.89
Ec6 5.147392 | 0.933955 300.983 | 19.148 1.81 < 0.0001 394.01 38.05
Ec7 2422164 | 0.871925 385.122 | 39.361 2.32 < 0.0001 407.81 22.27
Ecl2 3.294016 | 0.984736 175.349 | 23.188 1.06 0.7428 267.10 29.37
Ecl4 5.708362 | 0.926718 608.017 | 24.187 3.66 < 0.0001 775.15 47.18
Ecl6 1.635326 | 0.985857 187.777 | 37.313 1.13 0.5632 438.33 84.83

FR: Factor de resistencia. El valor de p es el nivel de probabilidad de significacion de cada factor para el modelo. La prueba
de falta de ajuste indica que la regresion describe con precision los datos de la tabla.

Los experimentos de dosis-respuesta confirmaron que las poblaciones Ec12 y Ec16 no fueron
significativamente distintas (p=0,7428 y p=0,5632 respectivamente) a la poblacion Ec3, mientras que las
poblaciones Ec2, Ec4, Ec5, Ec6, Ec7 y Ecl4, si fueron distintas significativamente respecto de la
poblacién Ec3 (p=0,0218 para el Ec2 y p<0,0001 para el resto). Las poblaciones Ec4 y Ec14 presentaron
un factor de resistencia (FR) desde 3,66 a 3,68 respecto de Ec3, aunque su GR80 se encontraba entre un
30y 35% menor a la dosis tomada como de uso a campo (1080 g.e.a ha-1).

Las poblaciones Ec7, Ec6, Ec5 y Ec2 presentaron un FR desde 1,35 a 2,32 respecto de Ec3, y su

GR80 estaba entre 2 y 3 veces por debajo de la dosis de uso considerada anteriormente.
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Echinochloa crus-galli

La biomasa de la parte aérea de las poblaciones disminuye a medida que aumenta la dosis de

herbicida (Figura 1.9), pero particularmente la EDs difiere significativamente entre las mismas, siendo

la més alta en las poblaciones Ecg6, Ecg7, Ecgl4 y Ecgl5 (Tabla 1.3).

Peso fresco (%)
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Figura 1.9. Curvas dosis respuesta correspondientes a las diferentes poblaciones de E. crus-galli. Cada
punto es el promedio de tres experimentos. Estas curvas se calcularon utilizando el modelo propuesto
por Streibig & Kudsk (1993).

Los pardmetros de la regresion indican ademds que las poblaciones Ecg7, Ecgl5 y Ecgl4 son

las que mds han expresado esta variacién de sensibilidad, mientras que la poblacién Ecgl3 resulté la

menos susceptible a la variacién de dosis, esto queda cuantificado mediante el punto de inflexion

alrededor de e (pardmetro b de la regresion) (Tabla 1.3).
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Evaluando la sensibilidad al herbicida glifosato en los ensayos de dosis-respuesta en las distintas
poblaciones, se determiné que Ecg6, Ecg7, Ecgl4 y Ecgl5 fueron significativamente distintas
(»<0,0001) a Ecgl2 (considerada como susceptible). En cambio, las poblaciones Ecgl3 y Ecgl6

(»=0,62128 y p=0,18881 respectivamente) no fueron significativamente distintas de Ecgl2.

Las poblaciones Ecg6, Ecg7, Ecgl4 y Ecgl5 presentaron un FR desde 6,91 a 13,08 respecto de
Ecgl2, y su GRg estaba por encima de la dosis de uso (1080 g.e.a ha!) entre 1,5 y 2,5 veces. Las
poblaciones Ecgl3 y Ecgl6 presentaron un FR desde 1,25 a 1,45 respecto de Ecgl?2, concordando con

su GRgo, la cual estaba por muy por debajo de la dosis de uso considerada anteriormente.

Tabla 1.3. E. crus-galli - Parametros del modelo ajustado logistico (3 pardmetros, GRso como pardmetro y GRgo
estimado); las dosis requeridas para una reduccién del 50% y 80% del peso fresco respectivamente, el pardmetro e
corresponde al GRsg los pardmetros c, d y b fueron definidos en la férmula 1.1, limite inferior fijado en 0.

Poblacion b d GRso se FR p-value GRso se
Ecg06 2.657 91.13 884.88 138.486 6.91 < 0.0001 1491.04 | 359.49
Ecg07 1.595 93.01 984.30 241.805 7.72 <0.0001 | 2347.04 | 600.34
Ecgl2 2.405 97.35 127.40 20.451 .00 [ - 226.77 44.10
Ecgl3 17.329 87.43 185.43 127.837 1.45 0.621 200.88 11.08
Ecgl4 1.776 98.26 1039.17 172.755 8.15 <0.0001 | 226793 [ 524.42
Ecgl5 4.070 97.40 1667.59 190.313 13.08 <0.0001 | 234436 | 615.55
Ecgl6 4.145 102.58 160.41 17.114 1.25 0.1888 224.11 29.17

FR: Factor de resistencia. El valor de p es el nivel de probabilidad de significacion de cada factor para el modelo. La prueba
de falta de ajuste indica que la regresion describe con precision los datos de la tabla.

Echinochloa oryzoides

La biomasa de la parte aérea de las poblaciones disminuye a medida que aumenta la dosis de

herbicida (Figura 1.10), pero particularmente la EDs difiere significativamente entre ellas, siendo la mas
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alta en las poblaciones Eo02, Eo03, Eo07 y Eo0O8 (Tabla 1.4), mientras que result intermedia en la

poblacién Eo04.

Los pardmetros de la regresion indican ademds que las poblaciones Eo02, Eo03, Eo07 y Eo08
son las que mds han expresado esta variacion de sensibilidad, mientras que la poblacién Eo06 resulté la
menos susceptible a la variacién de dosis, esto queda cuantificado mediante el punto de inflexién

alrededor de e (pardmetro b de la regresion) (Tabla 1.4).
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Figura 1.10. Curvas dosis respuesta correspondientes a las diferentes poblaciones de E. oryzoides. Cada
punto es el promedio de tres experimentos. Estas curvas se calcularon utilizando el modelo propuesto
por Streibig & Kudsk (1993).

Evaluando la sensibilidad al herbicida glifosato en los ensayos de dosis- respuesta en las distintas
poblaciones, se determiné que Eo02, Eo03, Eo07 y Eo0O8 fueron significativamente distintas (p<0,0001
para las poblaciones Eo02 y 03; y p=0,0003, p=0,0023 y p=0,0045 para Eo02, Eo03 y Eo04

respectivamente) de Eo06 (considerada como susceptible).
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A diferencia de las otras especies evaluadas en E. oryzoides todas las poblaciones presentaron
un FR desde 2,28 a 14,49 respecto de Eo06, y su GRgg estaba por encima de la dosis de uso (1080 g.e.a
ha!) entre 1,5 y 12 veces. Los valores de FR en esta especie son mucho mds altos en comparacién con
todas las demés especies.
Tabla 1.4. E. oryzoides - Parametros del modelo ajustado logistico (3 parametros, GRsy como pardmetro y GRso

estimado); dosis requeridas para una reduccion del 50% y 80% del peso fresco respectivamente, el pardmetro e
corresponde al GRsg los pardmetros ¢, d y b fueron definidos en la férmula 1.1, limite inferior fijado en 0.

Poblacion b d GRso se Factor | p-value GRso se

Eo02 1.400 | 95.44 | 3.006,63 | 615.24 8.53 0.0003 8.090,58 1.798,65

Eo03 0.988 | 98.00 | 3.312,02 [ 856.80 9.39 0.0023 13.463,87 | 3.820,10

Eo04 1.984 |1 112.91 804.93 117.44 2.28 0.0045 1.619,15 450.23

Eo06 4295 | 104.75 352.54 45.94 1.00 o 486.83 83.65

Eo07 1.282 ] 96.95 | 3.070,23 | 981.31 8.71 < 0.0001 9.055,23 3.455,12

Eo08 1.488 | 96.65 | 5.107,50 [ 1.050,11 | 14.49 | <0.0001 | 12.969,33 [ 3.078,01

FR: Factor de resistencia. El valor de p es el nivel de probabilidad de significacién de cada factor para el modelo.
La prueba de falta de ajuste indica que la regresion describe con precision los datos de la tabla.

Echinochloa chacoensis

La biomasa de la parte aérea de las poblaciones disminuye a medida que aumenta la dosis de
herbicida (Figura 1.11), pero particularmente la EDsq difiere significativamente entre las poblaciones
siendo la mds alta en la poblaciéon Ech02 (Tabla 1.5), mientras que resulté intermedia en la poblacion

Ech03.
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Figura 1.11. Curvas dosis respuesta correspondientes a las diferentes poblaciones de E. chacoensis. Cada
punto es el promedio de tres experimentos. Estas curvas se calcularon utilizando el modelo propuesto
por Streibig & Kudsk (1993).

Tabla 1.5. E. chacoensis - Parametros del modelo ajustado logistico (3 pardmetros, GRsp como pardmetro y GRgo
estimado); dosis requeridas para una reduccion del 50% y 80% del peso fresco respectivamente, el pardmetro e
corresponde al GRsp los pardmetros c, d y b fueron definidos en la férmula 1.1, limite inferior fijado en 0.

Poblacion b d GRso se Factor p-value GRso se
EchO1 1.708 99.45 99.67 13.13 1.00 - 224.42 31.04
Ech02 4.004 86.91 269.36 21.08 2.70 <0.0001 380.78 39.79
Ech03 2.622 99.93 152.44 12.63 1.53 0.00101 258.62 27.93

FR: Factor de resistencia. El valor de p es el nivel de probabilidad de significacién de cada factor para el modelo. La
prueba de falta de ajuste indica que la regresion describe con precision los datos de la tabla.

Evaluando la sensibilidad al herbicida glifosato en los ensayos de dosis- respuesta en las distintas
poblaciones, se determiné que Ech02 y Ech03 fueron significativamente distintas (»<0,0001 para la
poblacion Ech02 y p=0,00101 para la Ech03), a la poblacién EchO1 (considerada como susceptible). E.
chacoensis presentd un FR desde 1,53 a 2,70 respecto de EchO1, pero sus GRgy estaban muy por debajo

de la dosis de uso (1080 g.e.a ha!), entre 3 y 4 veces la misma.
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Inhibicion enzimatica

Los ensayos de inhibicién de dcido shiquimico mostraron que de las 9 poblaciones de E. colona,
el 33% de las mismas incrementaron el nivel de 4cido shikimico a medida que iba transcurriendo el

tiempo, tal como se puede observar en la Figura 1.12.
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Figura 1.12. Acumulacién de dcido sTlLijlz’;nico (mg. g'! de hoja) desde 24 a 96 h sobre plantas
de E. colona tratadas con glifosato (600 g e.a ha'!).

Las poblaciones Ec3, Ec12 y Ecl6 mostraron un incremento a 48 hs post aplicacion,
respectivamente, alcanzando valores maximos de 2,50 y 2,60 mg. g-1 de hoja a las 96 horas post
aplicacién. En las poblaciones Ec2, Ec4, Ec5, Ec6, Ec7 y Ec14 estos aumentos no fueron significativos
y no superan los 0,50 mg. g-1 de hoja de 4cido shikimico.

Realizando contrastes particulares (InfoStat) se comprobd que las poblaciones Ec3, Ec12 y Ec16

acumulan a partir de las 48 hs valores significativamente distintos al resto de los tiempos (p=0, 0003 para

las 48 hs y p>0.0001 para las 72 y 96 hs).

31



En las poblaciones de E. crus-galli, el 33% de ellas (Ecgl2, Ecgl3 y Ecgl6) aumentaron los
niveles de acido shikimico después de 48 horas, (Figura 1.13). En las poblaciones Ecg06, Ecg07, Ecgl14
y Ecgl5 estos aumentos no fueron significativos y no superaron los 0,50 mg. g-1 de hoja de 4cido
shikimico. Mientras que, Ecgl2, Ecgl3 y Ecgl6 inhibieron su ruta metabdlica y alcanzaron valores

maximos de 1,59, 2,30 y 2,53 mg. g-1 de hoja respectivamente a las 96 horas post aplicacién.
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Figura 1.13. Acumulacién de dcido shikimico (mg. g de hoja) desde 24 a 96 h sobre plantas
de E. crus-galli tratadas con glifosato (600 g e.a ha™').

Al realizar contrastes particulares se encontré que las poblaciones Ecgl3 y Ecgl6 acumulan acido
shikimico (csk) después de 48 horas, presentando valores significativamente diferentes al resto de los

tiempos (p=0,0037; p=0,0009 y p>0,0001 para 48, 72 y 96 horas respectivamente).

E. oryzoides presenta solo una poblaciéon (Eo06) que incrementa los niveles de dcido shikimico por
encima de los 0,50 mg. g'! de hoja a partir de las 96 hs (Figura 1.14), mientras que las poblaciones Eo02,
Eo003, Eo04, Eo07 y Eo08 estos aumentos no fueron significativos. La ruta metabdlica de la poblacién

Eo006 alcanza su valor médximo de 2,12 mg. g! de hoja de acido shikimico a las 96 horas post aplicacion.
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Figura 1.14. Acumulacién de dcido shikimico (mg. g de hoja) desde 24 a 96 h sobre plantas
de E. oryzoides tratadas con glifosato (600 ge.a ha!).

Los contrastes comprueban que la poblacién Eo06 acumula 4cido shikimico recién a partir de las 96
hs presentando valores significativamente distintos al resto de los tiempos (p>0.0001).

En E. chacoensis las 3 poblaciones evaluadas incrementan los niveles de dcido shikimico por
encima de los 0,50 mg. g! de hoja a partir de las 72 hs (Figura 1.15), pero la poblacién Ech02 desciende
a las 96 hs por debajo del valor considerado como limite. En las poblaciones EchO1 y Ech03 sus rutas
metabdlicas alcanzan su valor maximo de mg. g de hoja de 4cido shikimico a las 96 horas post
aplicacion. Los contrastes comprueban que la poblacién EchO1 y Ech03 acumulan 4cido shikimico recién

a partir de las 96 hs presentando valores significativamente distintos al resto de los tiempos (p>0.0001).
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Figura 1.15. Acumulacién de dcido shikimico (mg. g de hoja) desde 24 a 96 h sobre plantas
de E. chacoensis tratadas con glifosato (600 g e.a ha'').
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Discusion

En muchas de las localidades seleccionadas para la recoleccién de muestras y en diversos
ensayos realizados a campo con glifosato a dosis de 1080 g.e.a ha™! en poblaciones de E. colona y crus-
galli se evidencié una merma de control a través del paso de los afios (Oreja et al. 2024). En el 2013, los
primeros ensayos con glifosato arrojaron controles de 95-98% de efectividad a los 21 dias de aplicados;
mientras que en 2017 los controles promedios descendieron aproximadamente un 10% y se ubicaron en
85-88% de control. En los tdltimos ensayos realizados a campo en el afio 2021, estas eficiencias no
superaban el 70% de control. Asi mismo, estos porcentajes son promedios de ensayos y varian con las

distintas poblaciones evaluadas, similar a lo registrado en laboratorio con los ensayos de dosis-respuesta.

Supervivencia

Las pruebas de supervivencia realizadas con las diferentes poblaciones de Echinochloa
analizadas muestran diferencias entre ellas. Las muestras se dividieron en tres categorias segin el
porcentaje de supervivencia observado (Busi, 2021) con la dosis discriminante de 600 g.e.a ha''. En las
poblaciones evaluadas del género Echinochloa, 13 de ellas presentaron alta supervivencia y pueden
considerarse resistentes, otro grupo conformado por 2 poblaciones present6 resistencia en desarrollo y
las 10 poblaciones restantes presentaron valores de supervivencia inferiores al 5%, lo que las convierte

en susceptibles.

Respecto a las poblaciones particulares cubiertas por este trabajo, para E. colona los valores de
supervivencia oscilaron entre 0 y 94%, siendo similar a Alarcén-Reverte y colaboradores (2015) o
Alarcon-Reverte y colaboradores (2013), con valores entre 4 y 80% en 3 poblaciones de California, en
las que para este ensayo la dosis discriminante fue 620 g e.a ha!. Asaduzzaman y colaboradores (2021)

en poblaciones del sur y suroeste de Australia encontraron que cuando 18 poblaciones de E. colona
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fueron expuestas a la tasa de glifosato de 540 g e.a ha'!, dos de ellas sobrevivieron més del 80% vy el

87% de las plantas sobrevivieron respectivamente.

En E. crus-galli, s6lo Ecgl3 no mostré resistencia (susceptible), Ecgl2 presentd resistencia en
desarrollo y el resto de las poblaciones (Ecg06, Ecg07, Ecgl4, Ecgl5 y Ecgl6) superan el 20% de
supervivencia, con valores que oscilan entre el 25 y el 96%. En E. oryzoides del total de poblaciones, 4
de ellas (Eo02, Eo03, Eo07 y Eo08) presentaron valores muy altos en supervivencia entre 75 y 87%
presentdndose en claros resistentes. Por otro lado, dos poblaciones (Eo04 y Eo06) no sobrevivieron a la
aplicacion de glifosato. Y finalmente, la prueba de supervivencia de E. chacoensis muestra que solo 1

poblacion (Ech02) muestra una supervivencia superior al 20%, las otras dos eran susceptibles.

Dosis-respuesta

En cuanto a los experimentos de dosis-respuesta, se pueden observar diferencias en Ia
susceptibilidad al herbicida glifosato en todas las poblaciones de las 4 especies estudiadas. Con base en
el factor de resistencia (FR) estimado, que se toma como valor de referencia para discriminar entre
poblaciones resistentes y susceptibles (Burgos et al., 2013), en las poblaciones de E. colona Ec04, EcO7
y Ecl4 presentaron un FR mayor a 2, por lo que se consideran poblaciones resistentes al glifosato y el
resto de poblaciones (Ec02, Ec03, Ec05, Ec12 y Ec16) como susceptibles. Estudios realizados sobre E.
colona por diversos autores en otros paises (Alarcon-Reverte et al., 2013; Gaines et al., 2012; Morran et
al., 2018), confirman que las poblaciones utilizados tienen diferencias en la susceptibilidad a este

herbicida, sin embargo, los valores de FR y GRsg calculados varian entre los diferentes autores.

Ademads, los FR calculados en este estudio fueron inferiores a los obtenidos por Gaines et al.
(2012) en Australia, donde el FR fue 5,6 veces mayor que el de la poblacién susceptible. Nguyen et al.
(2015), en otra regién de Australia, determinaron un FR de 2 a 12 veces mayor en comparacién con una
poblacion susceptible. En Grecia, Travlos et al. (2020), obtuvieron poblaciones con un FR que estaba

entre 3,6 y 12,4. Mds cercanos a los valores encontrados en este trabajo en E. colona son los realizados
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en las poblaciones de California (EE.UU.), analizados por Morran y colaboradores (2018), quienes
encontraron FR entre 2,1 y 6,3. En otras poblaciones del suroeste y sur de Australia Asaduzzaman y
colaboradores (2021) encontraron poblaciones que eran de 2,5 a 5 veces mds resistentes que sus
correspondientes fenotipos susceptibles. En otras poblaciones del norte de Australia, Mahajan et al.
(2020) evaluaron poblaciones que mostraron valores de FR entre 6,7 y 15,1 en relaciéon con poblaciones

susceptibles.

La poblacién de E. colona con mayor FR en este estudio necesité 610 g.e.a ha'!, similar a las
poblaciones de California con 736 g.e.a ha'!, pero lejos de los 1116, 1289, 1187 y 3064 g.e.a ha''para
reducir el GRsy que necesitan las poblaciones del sur y sureste de Australia. También eran muy diferentes
de las poblaciones del norte de Australia con 1086 a 2339 g.e.a ha'o 1220 g.e.a ha'en el caso de las

poblaciones griegas.

Respecto a E. crus-galli, las poblaciones resistentes (cuyo FR es mayor a 2) son Ecg06, Ecg07,
Ecgl4 y Ecgl5, mientras que las poblaciones susceptibles son Ecgl2, Ecgl3 y Ecgl6. En las declaradas
como resistentes, los valores GRsy de E. crus-galli respecto a E. colona son aproximadamente 3 veces
superiores, por lo que es importante poder reconocer la especie y actuar en consecuencia. Las
experiencias llevadas a cabo en otros paises muestran evidencia considerable de que estas dos especies
tienen propension a desarrollar resistencia a la mayoria de los grupos de herbicidas. Por lo tanto, se deben
continuar los esfuerzos para gestionar y controlar la resistencia a los herbicidas en esta especie (Talbert,

et al., 2007).

En E. oryzoides Eo06 es una poblacidn susceptible al glifosato y el resto (Eo02, Eo03, Eo04,
Eo07 y Eo08) son resistentes ya que sus FR estdn en un rango de 2.28 a 14.49. Mientras que en E.

chacoensis solo la poblacion Ech02 es resistente y las demds (EchO1 y Ech03) son susceptibles.

Ademais, en el trabajo de Vazquez-Garcia y colaboradores (2021) clasificaron la susceptibilidad
al glifosato segtin el valor de FR obtenido, donde poblaciones con un FR menor a 4 son susceptibles,

entre 4 y 10 son resistentes y mayores a 11 son muy resistentes. De esta clasificacion sélo interesa poder
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determinar las poblaciones que englobarian el criterio de muy resistentes, que seria la poblacién Ecgl5

(FR de 13.089) en E. crus galli y la EoO8 (FR de 14,49) en E. oryzoides.

Acido shikimico

El 4cido shikimico se acumul6 después de la exposicion al glifosato (a una dosis de 600 g.e.a ha'!)
en todas las poblaciones susceptibles de las diferentes especies de Echinochloa. Esta acumulacién
sugiere que el glifosato estd llegando exitosamente al cloroplasto y que al menos parte de la enzima
EPSPS presente es susceptible al herbicida. Aqui también se encontraron diferencias entre las 4 especies
analizadas en cuanto a la acumulacién de dcido shikimico a lo largo del tiempo evaluado. Ademds,

permite discriminar los diferentes niveles de susceptibilidad al glifosato en diferentes poblaciones.

En E. colona y E. chacoensis, el 66% de las poblaciones tenfan su ruta metabdlica inhibida (Ec2,
Ec3, EcS5, Ec6, Ec12 y Ec16 y Ech01 y Ech03 respectivamente). En E. crus-galli este porcentaje fue del
40% (Ecgl2, Ecgl3 y Ecgl6) y en E. oryzoides fue solo del 17% (Eo06). Mientras que en el resto de las
poblaciones no hubo inhibicién de la ruta metabdlica, lo cual concuerda con lo explicado por Singh y
Shaner (1998) de que la falta de acumulacién de shikimato en plantas tratadas con glifosato puede

tomarse como un indicio de que la planta es resistente a este herbicida.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo expresado en el trabajo de Alarcén-Reverte et al.
(2013) y Morran et al. (2018), que también determiné en E. colona que la acumulacién de 4cido
shikimico es mayor en poblaciones susceptibles que en resistentes. Dicha acumulacién con el tiempo (24
horas después de la aplicacién) en poblaciones susceptibles puede ser de hasta mds del doble de la
concentracion de dcido shikimico que en las poblaciones resistentes. A las 96 horas, estos valores de

dcido shikimico pueden ser hasta cinco veces mayores.
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Conclusion

Considerando los resultados de supervivencia, la diferencia de sensibilidad entre poblaciones
obtenida de los andlisis de dosis respuesta, ademas del analisis de acumulacién de 4cido shikimico, y
teniendo en cuenta los pardmetros que definen a una poblacién como resistente o susceptible, se
consideran resistentes al glifosato las siguientes poblaciones: Ec04, Ec07 y Ec14 de E. colona, Ecg06,
Ecg07, Ecgl4 y Ecgl6 de E. crus-galli, Eo02, Eo03, Eo04, Eo07 y Eo08 de E. oryzoides. y Ech02 de E.
chacoensis. Las poblaciones susceptibles al glifosato son Ec02, Ec03, Ec05, Ec06, Ec12 y Ec16 para E.
colona, Ecgl2, Ecgl3 y Ecgl6 para E. crus-galli, s6lo Eo06 para E. oryzoides y EchO1 y Ech03 para E.

chacoensis.

Sin embargo, los diferentes niveles de resistencia en cada poblacidn y la presencia de plantas
resistentes sin mutacién podrian significar que estd involucrado mas de un mecanismo de resistencia.
Actualmente se estdn realizando méas experimentos, incluidos estudios de absorcién y translocacion de

glifosato y andlisis de los niveles de expresion del gen EPSPS.
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Capitulo 2

Estudio de las bases bioquimicas de la resistencia a Glifosato en poblaciones
de Echinochloa colona y Echinochloa crus-galli en Argentina.

Introducciéon

La resistencia de malezas a herbicidas es un proceso evolutivo y, segin Powles y Yu (2010), su
dindmica e impacto dependen de los factores genéticos, la biologia de las especies de malezas, el
herbicida y los aspectos técnicos. La frecuencia, el nimero y la dominancia de los genes de resistencia
(preexistentes a las aplicaciones de un herbicida) condicionardn el tiempo en que éstos se vuelven
“relevantes” en la poblacion, provocando la deteccion de un nuevo caso de resistencia. Ademas, los
costos bioldgicos o efectos de estos genes sobre la capacidad reproductiva y/o vegetativa de la especie,
podrian tener inherentemente un impacto en la tasa de evolucién de la resistencia, dada la habilidad
competitiva diferente que pueden presentar las plantas resistentes en ausencia de la presion de seleccién

(Neve et al., 2003; Ashigh y Tardif, 2009; Wang et al., 2010; Vercellino et al., 2018).

Por otro lado, la biologia de las especies de malezas condiciona la difusién de la resistencia en
la poblacidn; el porcentaje de alogamia y autogamia, la produccién de semillas, su longevidad en el
banco de semillas del suelo y el flujo génico por medio de semillas y polen cobran trascendencia al
considerar sus efectos sobre la dispersion y frecuencia de genes de resistencia (Jasieniuk et al., 1996;
Busi et al., 2008). Ademas, el herbicida utilizado y su tipo de accion fisioldgica son factores importantes

a ser considerados.

La estructura quimica, sitio de accién y residualidad del herbicida modulan la probabilidad de
que los genes de resistencia incrementen su frecuencia, aspectos que condicionan la presién de seleccién
(Tranel y Wright, 2002). Por dltimo, las dosis empleadas, la tecnologia y la habilidad del operador para

llevar a cabo la tarea de control quimico junto a otros factores de manejo agronémico (précticas
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alternativas de control de malezas, rotacién de cultivos y principios activos) son de gran importancia y
estos factores son los primeros sobre los que se puede actuar para minimizar los riesgos de aparicion de
malezas resistentes (Jasieniuk et al., 1996, Norsworthy et al., 2012). En términos generales, el desarrollo
de resistencia a cualquier herbicida involucra un proceso de seleccién ligado al de variabilidad
intraespecifica. Se asume que cualquier poblacién de malezas puede tener poblaciones resistentes en baja

frecuencia, debido a mutaciones que ocurren naturalmente (Villalba, 2009).

Las mutaciones que confieren resistencia a los herbicidas pueden ser clasificados en dos tipos.
El primer tipo es estructural, produciendo cambios en una secuencia de ADN que codifica una proteina,
es decir, mutaciones estructurales; se espera que las mutaciones estructurales que confieren resistencia a
los herbicidas causen una modificacién en la estructura tridimensional de una proteina que conducird a
una disminucidn en la eficacia de un herbicida, por ejemplo, mutaciones confiriendo una sustitucién de
aminodcidos en el sitio de unidn del herbicida de una proteina objetivo pueden disminuir la afinidad del
herbicida, comudnmente llamado resistencia de sitio de acciéon (TSR) (Délye et al. 2015).
Alternativamente, las mutaciones en el sitio de accién de una enzima metabdlica o una proteina
transportadora pueden mejorar la actividad de estas proteinas en degradacidon o compartimentacién del
herbicida desde su sitio de accidn, llamado resistencia fuera del sitio de accién (NTSR) (Délye et al.

2015).

Puede haber mutaciones en el sitio objetivo con fuertes consecuencias que confieren un alto nivel
de resistencia a los herbicidas (>20 a 100 veces), como varias mutaciones que otorgan resistencia a los
herbicidas que inhiben la acetolactato sintasa (ALS) o la acetil coenzima A carboxilasa (ACCase), y
mutaciones con efectos débiles que proporcionan un nivel marginal de resistencia (2 a 5 veces), como
las mutaciones Pro-106 en el gen EPSPS que otorgan resistencia al glifosato (Powles SB and Yu Q,

2010).
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Se confirmaron poblaciones con resistencia al sitio de accidn, caracterizados por presentar
mutaciones simples, dobles y triples que resultan en sustituciones de aminodcidos en la secuencia
codificante de EPSPS (Yabuno, T, 1966; Preston C and Wakelin AM, 2008). Si estas sustituciones
ocurren solo en la posicién 106 de la secuencia EPSPS, cambiando el aminoécido prolina a una serina
(mutacién unica), esto resulta en una resistencia leve. Por el contrario, cuando la sustitucion en la
posicién 106 se combina con un cambio de treonina a isoleucina en la posicién 102, se produce una doble
mutacién (en adelante denominada TIPS), que resulta en un mayor nivel de resistencia al glifosato
(Iwakami, et al., 2015; Shaner, et al., 2009; Powles SB and Yu Q, 2010). Ademas, cuando se produce
una mutacion triple (llamada TAP-IVS), los aminoécidos en las posiciones 102 (treonina por isoleucina),
103 (alanina por valina) y 106 (prolina por serina) se reemplazan, lo que resulta en un mayor nivel de

resistencia que en las demads sustituciones, surgiendo el concepto de supermalezas (Garcia et al; 2019).

La razén probable por la que a menudo se seleccionaron las mutaciones débiles de EPSPS Pro-
106 en el campo es que el glifosato compite con el sustrato PEP por el sitio de unién en la EPSPS sintasa
(Schonbrunn, et al., 2001) y, por lo tanto, es poco probable que una mutacién que otorga un alto nivel de
resistencia al glifosato sin comprender la capacidad catalitica se seleccione en la naturaleza (Yu, et al.,
2015). De hecho, desde que se identificé por primera vez la mutacién Pro-106-Ser en Eleusine indica
(Baerson, et al., 2002), se han identificado cuatro mutaciones de Pro-106 (Pro-106-Ala, Pro-106-Thr,
Pro-106-Ser y Pro-106-Leu) reportado en poblaciones resistentes al glifosato de seis especies de malezas

(Sammons y Gaines T, 2015).

Estas especies de malezas con mutaciones conocidas incluyen especies diploides como
Amaranthus tuberculatus, Digitaria insularis, E. indica, Lolium rigidum y L. multiflorum, (Yu, et al.,
2007; Kaundun, et al., 2011; De Carvalho, et al., 2012) y la especie poliploide E. colona (Escarabel; et
al. 2010; Iwakami, et al., 2012). Estas mutaciones generalmente proporcionan un nivel bajo (2 a 4 veces)
de resistencia al glifosato, lo que permite la supervivencia de la planta a ciertas tasas de glifosato

(Kaundun, et al., 2011). Por ejemplo, en E. indica diploide, la mutacién homocigota Pro-106-Ser confiri6

41



solo un nivel moderado (2,8 veces basado en la relaciéon GRs resistentes/susceptibles) de resistencia al
glifosato, que sin embargo fue suficiente para la supervivencia de la planta en la tasa de campo de

glifosato recomendada de alrededor de 1000 g a.e. ha -1 (Kaundun, et al., 2008).

Se espera que el nivel de resistencia conferido por las mutaciones Pro-106 en especies diploides
también pueda verse afectado por el nimero de copias de EPSPS. De manera similar, aunque maés
evidente en especies poliploides, el nivel de resistencia otorgado por una mutacion en el sitio objetivo de
un herbicida (especialmente para alelos mutantes semidominantes) puede ser mucho mas bajo que en
especies diploides debido a la dilucién y/o efecto de expresién por multiples copias de EPSPS, como se
ha demostrado para la resistencia a los herbicidas inhibidores de la ACCasa en la maleza hexaploide
Avena fatua. Esto también explica por qué las plantas de E. colona, incluso con una o dos mutaciones de
EPSPS Pro-106, todavia pueden controlarse con la tasa de campo de glifosato de 450 g a.e. ha™! en

condiciones de invernadero a temperatura templada (Kaundun, et al., 2008).

En otros casos en los que se observa un nivel mds alto (de 5 a 10 veces o mas) de resistencia al
glifosato en plantas que poseen las mutaciones Pro-106, también se identificaron mecanismos de
resistencia adicionales en sitios no objetivo (Yu, et al., 2007; Bostaman, et al., 2012; Nandula, et al.,
2013) Por ejemplo, en E. colona se informaron niveles mds altos (de 6 a 12 veces) de resistencia al
glifosato como resultado de la mutacién Pro-106-Ser o Pro-106-Thr. Esto probablemente se debi6 a

mecanismos de resistencia adicionales no identificados (Escarabel; et al. 2010; Iwakami, et al., 2012).

Resultados revelan que las mutaciones débiles de EPSPS en plantas poliploides de E. colona
pueden permitir la supervivencia de las plantas en el campo en condiciones de temperatura mas altas.
Por lo tanto, incluso un alelo mutante de resistencia débil a EPSPS en un fondo poliploide puede tener
mucho éxito para conferir resistencia en el campo o tasas de glifosato mas altas, sujeto a las condiciones

ambientales (Han, H., Yu, Q., Widderick, MJ y Powles, SB, 2016).
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Es evidente que en condiciones de invernadero suaves y sin estrés (p. €j., 25/20 °C), donde la
eficacia del glifosato es alta, uno o dos alelos de resistencia a EPSPS en las plantas de E. colona no son
suficientes para otorgar resistencia al glifosato a las tasas de glifosato de campo. Sin embargo, tales
mutantes de EPSPS pueden sobrevivir en el campo o en dosis més altas de glifosato cuando se aplica en
el campo en condiciones ambientales extremas o desfavorables. En este caso, se requirieron tasas de
glifosato mds altas (p. ej., 1000 g e.a. ha') para controlar las plantas mutantes (Han, H., Yu, Q.,

Widderick, MJ y Powles, SB, 2016).

Muchas especies de malezas resistentes a los herbicidas son poliploides, pero se sabe muy poco
sobre la evolucion de las mutaciones de resistencia en los poliploides. La avena silvestre hexaploide
(Avena fatua) es una maleza de cultivo mundial y muchas poblaciones han desarrollado resistencia a los
herbicidas. Es probable que la baja resistencia conferida por mutaciones individuales de resistencia a
ACCasa se deba a un efecto de dilucién por ACCasa susceptible expresada por homélogos en avena
silvestre hexaploide y/o a la expresion diferencial de copias de genes ACCasa homdlogos. En Lolium
rigidum diploide resistente a cletodim sobrevivié a la tasa de campo de 60 g/ha o pinoxaden (30 g/ha)
debido a la mutacién de resistencia 2078 o 2088 (Yu et al., 2007). Pero la avena salvaje hexaploide que
poseia la misma mutacidn, rara vez sobrevivid al herbicida en tasas iguales o inferiores (Ahmad-

Hamdani et al., 2011; Christoffers, M. J., & Varanasi, A. V. 2010)

Por lo tanto, la poliploidia en la avena silvestre hexaploide puede ralentizar la evolucién de la
resistencia. También se revelaron pruebas de la coexistencia de mecanismos de resistencia fuera del sitio
objetivo entre las poblaciones de avena silvestre. Se estima que alrededor del 30 al 70% de las especies
de plantas son de origen poliploide y muchas especies de malezas resistentes a los herbicidas son
poliploides. En Pakistan, por ejemplo, se encontré que mas de dos tercios de las especies investigadas

eran de naturaleza poliploide (Ahsan et. al; 1994).
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Los resultados encontrados en la bibliografia sugieren que las especies de Echinochloa se pueden
separar en dos grupos, que incluyen las especies hexaploides y tetraploides. Enfoques citogenéticos y
moleculares han proporcionado informacién sobre el nimero de cromosomas y la ploidia de las especies
chinas de Echinochloa (Juihuan & Tingbi, 1993). Atn no estd claro cudntas copias de genes y qué copias
especificas son responsables de la evolucion de la resistencia a los herbicidas en Echinochloa y otras
especies poliploides (Panozzo, et al.; 2021). Para las especies y poblaciones evaluados en este trabajo, no
se conocen las alteraciones en las posiciones conocidas de ADN, ni tampoco la influencia del nivel de

ploidia en la sensibilidad al herbicida glifosato.
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Hipotesis

La sensibilidad diferencial a glifosato en las poblaciones de Echinochloa colona y Echinochloa crus-
galli esté relacionada con la presencia de diferentes mutaciones en el sitio de accion del herbicida, asi

como con el nivel de ploidia.

Objetivo

Determinar alteraciones en el sitio de accidn y niveles de ploidia en distintas poblaciones de Echinochloa

colona 'y Echinochloa crus-galli.

Objetivos especificos

Determinar en poblaciones de Echinochloa colona y Echinochloa crus-galli con sensibilidad diferencial

a glifosato si existen alteraciones en el sitio de accién.

Determinar los niveles de ploidia para distintas poblaciones del género Echinochloa.
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Materiales y métodos

Evaluacion del nivel de ploidia

Se utiliz6 la citometria de flujo para determinar el nivel de ploidia en 6 individuos de 12
poblaciones (7 de E. colona y 5 de E crus galli). Se utilizaron como controles poblaciones de
Echinochloa crus-galli determinadas como hexaploides. La intensidad de fluorescencia de los nicleos
tefiidos con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) se analizé con un citémetro de flujo Partec PA II (Partec,
Miinster, Alemania). El nivel de ploidia de cada individuo se determiné utilizando muestras de tejido de
hojas frescas siguiendo las recomendaciones del manual Partec P kit CySatin UV Precise P 05-5002.
Brevemente, se coloc6 material foliar de 0,5 cm? en una pequefia placa de Petri con una cantidad similar
de tejido del control (una planta de la misma especie para la cual el niimero de cromosomas se establecid
mediante el recuento de cromosomas en las puntas de las raices). Después de afnadir el tampén de
extraccion (0,5 ml), el tejido se cortd con una cuchilla de afeitar afilada. Después de una incubacién de
2 minutos, las muestras se filtraron a través de una malla de nylon de 50 Im directamente en el tubo de
muestra, al que se le aplicé una solucidn de tincién de DAPI (40,6-diamidino-2-fenilindol) (kit Partec P)
CySatin UV). La mezcla se incubé durante otros 2 minutos a temperatura ambiente y se analizé. Los

niveles de ploidia se estimaron en relacidon con los picos de ADN en las muestras y el patrén interno.

Las plantas se midieron una vez por repeticiéon. Ademads, los resultados se confirmaron mediante
el recuento del nimero de cromosomas sométicos en las puntas de las raices en plantas representativas
de cada poblacién. Las puntas de las raices se retiraron de las plantas en macetas, se fijaron en una
solucién saturada de a-bromonaftaleno durante 2 hy se hidrolizaron en 1,0 mol /m* HCI durante 10 min
a 60 °C. Las puntas de las raices se tifieron con fucsina bdsica 20 mol /m?, se aplastaron con una gota de

aceto-orceina en portaobjetos y se observaron con un microscopio de contraste de fase.
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Extraccion de ADN genomico

Las muestras de ADN gendmico se obtuvieron utilizando el protocolo de extraccién de CTAB-
PVPP (Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio-Polivinilpirrolidona; Gupta et al, 2020). Brevemente, un
fragmento de hoja de individuos de cada una de las poblaciones en estudio de las especies E. colona 'y
E. crus-galli se tritur6 en N2 (1) hasta obtener un polvo fino y se agregd 500 pl de buffer de extraccion
compuesto por 3% p/v CTAB; 20 mM EDTA, pH 8; 100 mM Tris-HCI, pH 8; 1,4 M NaCl; 3,9 g/L.
NaHSOs3; 1% p/v PVPP (polivinilpirrolidona) y 1% v/b f-mercaptoetanol, previamente calentado a 65

°C, agitando con vortex durante 30 s.

El extracto se incub6 en bafio de agua a 65 °C durante 1 h, invirtiendo los tubos cada 10 minutos.
Se centrifugd a 12.000 rcf (fuerza centrifuga relativa) en microcentrifuga a temperatura ambiente y se
transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo donde se agregé el mismo volumen de mezcla 24:1 v/v de
cloroformo: alcohol isoamilico. Luego de agitar con vortex durante 30 s se centrifugd a 12.000 rcf
durante 10 minutos a 4 °C. La fase acuosa superior se transfiri6 a un nuevo tubo y se precipité el ADN
con un volumen de alcohol isopropilico previamente enfriado. Los tubos se incubaron a 4 °C durante 2
horas y se centrifugd a 12.000 rcf durante 20 minutos a 4 °C. Luego de retirar el sobrenadante, se lavé
el pellet con 70% v/v etanol, incubando durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitacion.
Finalmente se centrifugé a 12.000 rcf durante 5 minutos a 4 °C, se descartd el sobrenadante, el pellet se

secé a temperatura ambiente durante 1 hora y se almacené a -20 °C hasta su utilizacion.

Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Se realizaron reacciones de PCR utilizando la enzima T-Plus Free ADN Polimerasa (Inbio
Highway) y los siguientes oligonucleotidos especificos: EcLF: 5’-AAGGACGCCAAAGAGGAAGT-
3’ y EcLR: 5’-ATCCCCTTGACACGAACAGG-3’. La mezcla de reaccion se prepard con 1X buffer de

reaccién (provisto por el fabricante); 1,5 mM MgCly; 0,2 mM dNTPs, 0,3 uM oligonucleétido EcL; 0,3

47



UM oligonucleétido EcL; 0,5 U de ADN polimerasa 'y 1 pl de ADN molde (10 ng aproximadamente). El
programa de amplificacion utilizado fue: una etapa de desnaturalizacion inicial a 94°C durante 2 minutos,
seguido de 35 ciclos con una etapa de desnaturalizacion de 30 segundos a 94°C, etapa de hibridacion de
30 segundos a 56°C y 30 segundos de extension a 72°C. El programa se completd con una extension

final de 2 minutos a 72°C. Las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador TC1000-S (DLab).

Electroforesis de acidos nucleicos

Para la visualizacién de los fragmentos de amplificacién se utiliz6 la técnica de electroforesis
submarina en geles de agarosa, de acuerdo con lo descrito por Ausubel y col. (2003). Para la preparacién
de geles de concentracién 1 % p/v, se disolvié la cantidad necesaria de agarosa en buffer TAE 1X (Tris-
acetato 40 mM-pH 8,0; EDTA 1 mM), usando también TAE 1X como buffer de corrida electroforética.
Las muestras se sembraron con buffer de siembra 1X (Naranja G 0,25% p/v; sacarosa 40% p/v) y se
visualizaron por tincién con GelGreen (Biotium). Se utiliz6 marcador 100 pb (PBL Productos Bio-
Légicos) para estimar el tamafio molecular de las bandas resultantes. Las corridas electroforéticas se
llevaron a cabo a una intensidad de corriente de 80 V y para la visualizacion se utilizé un transiluminador

de luz verde (Maestrogen).

Secuenciacion de fragmentos de PCR del gen EPSPS

Para analizar si la respuesta a glifosato observada en las curvas de sensibilidad e inhibicion
enzimdtica se correlacionan con cambios en la secuencia de ADN del gen EPSPS, se realizé la
secuenciacion del fragmento que contiene a la region codificante de los aminodcidos 102 a 106 en las dos
especies. Los productos de PCR fueron purificados utilizando el kit Monarch PCR&DNA Clean up (New
England Biolabs) y la cuantificacién del fragmento purificado se realizé con un espectrofotdmetro
Nanodrop (Thermo Fisher) determinando la absorbancia a 260 nm. La secuenciacién tipo Sanger fue

realizada en el Acuario del Rio de la Plata (Rosario) utilizando primers EcL y EcR para ambas especies.
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Resultados

Secuenciacion de ADN

Se analizaron y enviaron a secuenciar muestras correspondientes a individuos de 5 poblaciones
de E. colona y 3 poblaciones de E. crus-galli evaluadas en el Capitulo 1, donde se seleccionaron las
poblaciones Ec2 y Ec3 de E. colona debido a que el andlisis de sensibilidad e inhibicién enzimética
mostraron que las mismas eran susceptibles. La poblacién Ec4 y Ec7, debido a que su comportamiento
en ambos casos fue resistente, y la poblacion EcS5, presenté un comportamiento susceptible en la curva
de sensibilidad, pero resistente en la curva de inhibicién enzimdtica. Los resultados del anélisis de los
cromatogramas obtenidos se presentan en la Figura 2.1. En nuestros estudios no se encontraron cambios

en la posicién 102 y 103.

Si se observan cambios en la posicién 106, donde las poblaciones Ec2 y Ec3 (Figura 2.1ay 2.1b)
presentan la secuencia CCA (Pro) nativa, correspondiente a poblaciones susceptibles, en la regién de
ADN que codifica para el aminoécido en la posicién 106. En la poblacién Ec4 (Figura 1c) se determiné
la presencia de la secuencia CAA (Gln), inédita para estas mutaciones, mientras que las poblaciones Ec5

y Ec7 (Figura 1d y 1e) tenfan la secuencia ACA (Thr) mutada en esta region del gen EPSPS.

Dentro de las poblaciones de E. crus-galli, Ecg16 (Figura 2.1f) muestra en los cromatogramas la
secuencia CCA (Pro) nativa, en la regién de ADN que codifica para el aminodcido en posiciéon 106. En
cambio, en las poblaciones Ecgl4 y Ecgl5 (Figura 2.1g y 2.1h), los resultados de los cromatogramas
muestran que los picos no son tnicos o que podria haber superposiciéon de sefiales para distintos

nucledtidos, y no puede descartarse que haya algtin otro alelo.
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Figura 2.1. Cromatogramas de la secuenciacién del gen EPSPS en poblaciones de E. colona y E. crus-galli

resistentes y susceptibles a glifosato, donde se muestran las posiciones de las mutaciones conocidas
correspondientes a los aminodcidos 102, 103 y 106. Ec2, Ec3, Ec4, Ec5, Ec7 parapoblaciones de Echinochloa colona.
Ecgl4, Ecgl5 y Ecgl6 para poblaciones de Echinochloa crus-galli.
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Ploidia

En lo que respecta a ploidia, de las poblaciones enviadas solo se muestran los resultados de 6 de

ellas (5 Echinochloa colona y 1 Echinochloa crus-galli), ya que de las restantes no se obtuvieron datos

(Figura 2.2).
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Figura 2.2. Histogramas de nicleos celulares de muestras de hojas con diferentes niveles de ploidia en 2
poblaciones de E. colona. a) Ec5 modelo tetraploide (2n = 4x); b) Ec14 modelo hexaploide (2n = 6x)

El conteo celular permite diferenciar en el histograma de flujo citométrico, picos de conteos en
las posiciones 135 y 203. Estos picos indican niveles de ploidia de 4x y 6x respectivamente teniendo un

nimero base de 34.

Numero de individuos
Poblaciéon con ploidia

4x 6x

Ec4 5 0
Ec5 5 0
Ec6 5 0
Ec7 3 2
Ecl4 3 2
Ecgl4 0 6

Tabla 2.1. Poblaciones estudiadas y su nivel de ploidia.
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Estos resultados permiten inferir que la poblacion de Echinochloa crus-galli (Ecgl4) evaluada
tiene un nivel de ploidia de 6 (hexaploide, Tabla 2.1) mientras que las poblaciones Ec4, Ec5 y Ec6 de
Echinochloa colona poseen un nivel de ploidia de 4 (tetraploide, Tabla 2.1), y Ec14 y Ec7 poseen niveles
de ploidia que varfan entre 4 y 6 (tetra y hexaploide, Tabla 2.1) segun la repeticién seleccionada dentro

de cada grupo de individuos.
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Discusion

El rango de niveles de resistencia reportados en E. colona en todo el mundo y entre las
poblaciones examinadas en este estudio puede reflejar el papel de los diferentes mecanismos que
contribuyen a la resistencia. Por ejemplo, la translocacién reducida de glifosato en la planta generalmente
confiere un nivel de resistencia mds alto que el observado con las mutaciones TSR, y méis de un

mecanismo de resistencia puede estar presente dentro de la planta (Morran et al.; 2018).

Las mutaciones en el sitio de accién mas reportadas se dan en la posicién 106, en este sitio, las
plantas con secuencia nativa presentan los codones CCA, que codifican para Prolina. La mayoria de las
investigaciones citan sustituciones en el primer nucleétido de este codon que resultan en cambios a Serina
(TCA), Treonina (ACA) o Alanina (GCA), (Alcantara et al., 2016; Ng et al., 2003 y Yu et al., 2007),
aunque también se han reportado cambios en el segundo nucleétido del coddn, resultando en un cambio
de Prolina a Leucina (CUA), (Collavo y Sattin, 2012) y solo un reporte donde se observaron cambios en

la segunda y tercera posicién, dando como resultado un cambio a Histidina (Y anniccari et al, 2022).

Una sustitucién en la segunda base del codén en la posicién 106 de la EPSPS es poco frecuente,
y hasta la fecha no se han reportado otras mutaciones de transversién en esta posicion, es decir, no se
han reportado cambios de Pro 106 a Arg o Gln (Gaines & Heap, 2024; Yanniccari 2022). Estudios
previos han demostrado que las sustituciones de aminodcidos en Pro 106 en el gen EPSPS generalmente
confieren un nivel bajo a moderado (2 a 4 veces) de resistencia al glifosato en muchas especies de
malezas (Kaundun et al., 2008, y revisado por Sammons y Gaines, 2014).

La mayoria de las investigaciones en Echinochloa determinaron que la mutacién mayormente
encontrada fue la de Pro-106-Ser (Alarcén-Reverte et al., 2013; Han et al., 2016 y Morran et al., 2018).
En nuestro trabajo no observamos esa mutacion, pero si se identificé la mutaciéon Pro-106-Thr para Ec5
y Ec7 (Figura 2.1), al igual que lo reportado por Han et al., 2016 y Morran et al., 2018. Este dltimo,

concluyé que esa mutacién no otorgé resistencia al glifosato a la dosis de campo en una poblacidn,
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mientras que en otra poblacién (con esta misma mutacion Pro 106), estos autores determinaron una
supervivencia relativamente alta. Una explicacion de estas diferencias puede ser que las lineas aqui tienen

otros mecanismos que brindan resistencia.

En nuestro trabajo, ademads, se logré determinar por primera vez una sustitucién del aminoécido
106 que codifica para Gln o Glu en Ec4 (Figura 2.2). Esta poblacién arrojé los valores mds altos de IR
de este trabajo, pero bajos respecto de otras investigaciones referidas a sustituciones que resultan en
cambios por His particularmente (Yanniccari et al, 2022). Yu et al (2015) y Han et al. (2016) también
citan una mutacion en la EPSPS en la posicién 102, denominada “TIPS” en otra graminea como es
Eleusine indica, lo que redunda en indices de resistencia mayor. En otra maleza dicotiledénea como
Amaranthus hybridus también se encontraron sustituciones en la posicion 103 sumadas a las 102 y 106,
denominadas TAP- IVS (Perotti et al.; 2019, Garcia et al.; 2019). En nuestros estudios no se encontraron

cambios en las posiciones 102 y 103 (Figura 2.2).

Es posible que la dependencia de la PCR para la identificacion de TSR no amplifique
adecuadamente todas las copias expresadas de un sitio objetivo determinado. Se ha demostrado que la
duplicacién del gen EPSPS es un mecanismo de resistencia en Amaranthus spp., lo que agrava atin mdas
el problema de determinar si la TSR es el resultado de la duplicacién del gen, la mutacién del sitio de
accién o una combinacion de ambos mecanismos (McElroy & Hall 2020). En conjunto, nuestros
resultados sugieren que uno de los mecanismos subyacentes a la resistencia/susceptibilidad de E. colona
en Argentina es el tipo TSR, especificamente basado en una mutacién puntual de EPSPS en la posicién
106, aunque el nivel de ploidia encontrado en ambas especies podria generar el efecto de dilucion,

alterando los factores de resistencia (Alarcén-Reverte et al.; 2015).

Por ltimo, los diferentes niveles de resistencia en cada poblacién y la presencia de plantas
resistentes sin mutacién podrian significar que estd involucrado mds de un mecanismo de resistencia.

Actualmente se estdn realizando mds experimentos, incluidos estudios de captacion y translocacién de
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glifosato y anélisis de los niveles de expresion del gen EPSPS que aportaran mayores detalles sobre los
distintos factores que actian en la resistencia a glifosato de estas lineas. Los organismos poliploides
tienen multiples conjuntos de cromosomas como resultado de la duplicacién del genoma completo, En
Echinochloa el nivel de ploidia suma un grado de complejidad donde, si existe homologia en las

mutaciones que confieren resistencia, el factor de resistencia serd mayor. (Alarcon-Reverte et al.; 2015).

En base a los resultados obtenidos no fue posible relacionar la presencia de mutaciones o el nivel

de ploidia con variaciones en la sensibilidad al glifosato observadas en el Capitulo 1.

Echinochloa colona y Echinochloa crus-galli se basan en x=9 como niimero basico comun en
este género y en la mayoria de los géneros de la familia Poaceae (Haroun & Alotaibi, 2015). Ambas
especies son autocompatibles y altamente autégamas; sin embargo, se han reportado algunos cruces
(1.4%) mediados por el viento (Maun y Barrett 1986; Nguyen 2015). Otros autores aseguran que esa tasa

de polinizacién cruzada asegura el intercambio de genes (Salguero et al.; 2015).

Echinochloa colona es un alopoliploide y las lineas estudiadas aqui presentaron diferencias
entre las distintas poblaciones en su nivel de ploidia (Tabla 2.1). Tres poblaciones aqui estudiadas fueron
confirmadas como tetraploides, en coincidencia con poblaciones de E. colona de Arabia Saudita (Haroun
& Alotaibi, 2015) y Texas (EEUU) (Brown, 1950). En otros estudios realizados por Alarcén- Reverte et
al. (2015), la secuenciacién directa de los productos de PCR reveld la presencia de dos secuencias
diferentes de genes EPSPS que comparten un 92% de homologia a nivel de ADN en todas las plantas.
Esto es consistente con una naturaleza tetraploide para E. colona, luego confirmada por citometria de
flujo. Sin embargo, nuestros estudios también revelaron que dos de estas poblaciones se determinaron
como tetra y hexaploide, al igual que lo expuesto por Nadeem et al; 1994 en poblaciones de E. colona

de Pakistan realizadas mediante anélisis citol6gicos.

Por dltimo, nuestro trabajo no revelé poblaciones solamente hexaploides, como si lo hicieron
autores como Mulligan (1961); Yabuno (1962); Michael, (1983); Hilu, (1994); Nakayama & Yamaguchi,

(1999); Asins et al. (1999); Morran et al. (2018); y Wu et al (2022) en distintas poblaciones de E. colona
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en otros paises.

En cuanto a Echinochloa crus-galli los andlisis citoldgicos de la poblacion aqui estudiada
revelan que la misma es hexaploide (Tabla 2.1), en coincidencia con toda la bibliografia consultada
(Mulligan 1961; Yabuno 1962; Michael, 1983; Hilu, 1994; Nakayama & Yamaguchi, 1999; Ye et al.;

2020; Wu et al.; 2022)
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Conclusion

En E. colona las poblaciones susceptibles Ec2 y Ec3 no sufrieron alteraciones en la secuencia
que codifica para la enzima EPSPS, conservando la version nativa CCA que codifica Prolina. En las

poblaciones resistentes Ec5 y Ec7 existe una mutacion puntual en la posicion Pro-106-Thr.

La poblacién Ec4 present6 la mutacién Pro-106-Gln y Pro-106-Glu, las cuales no habian sido

reportadas anteriormente en ninguna especie a nivel mundial.

El nivel de ploidia para las poblaciones estudiadas de E. colona arrojé que un 60% de las mismas
son tetraploides y un 40% son tetra y hexaploides, mientras que la poblacion estudiada de E. crus-galli

fue hexaploide.
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Capitulo 3

Evaluacion del efecto de glifosato sobre el crecimiento y desarrollo de Echinochloa
colona y Echinochloa crus-galli

Resumen

Desde mediados de los afios 90, el uso de herbicidas, especialmente glifosato, se incrementé con
la introduccién de soja transgénica y la adopcién de labranza cero (Gianessi, 2013). Esto gener6 cambios
en la composicion de malezas, favoreciendo gramineas anuales y especies lefiosas dispersadas por el

viento (de la Fuente et al., 2006; Scursoni & Satorre, 2010; Tuesca et al., 2001; Oreja et al., 2024).

Ante factores estresantes las plantas responden ajustando su fisiologia y crecimiento, lo que
modifica su estructura (Malpassi, 2004; Barthélémy, 2000). Analizar su morfologia y anatomia permite
comprender su comportamiento ante herbicidas (Grosso, 2001). Este andlisis no solo se limita a las
caracteristicas de un individuo adulto, sino que también abarca las etapas sucesivas desde la germinacién,
describiendo de manera ordenada y coordinada los eventos morfogénicos (Bell, 1986). Permite un
andlisis integral de los caracteres vegetativos y reproductivos, los cuales varfan dentro de un rango

especifico de plasticidad fenotipica (Dengler, 1994; Grosso, 2001).

El conocimiento morfolégico es clave para mejorar el control de malezas de dificil manejo
(Kraus et al., 2007). La resistencia a herbicidas es la capacidad heredada de una planta para sobrevivir a
dosis letales (Vila-Aiub et al., 2014). Aunque hay informacién sobre el control quimico de malezas
tolerantes (Monquero, 2003; Rainero, 2004; Puricelli & Faccini, 2005), falta un anélisis detallado de

Echinochloa colona y E. crus-galli en cuanto a su crecimiento y estrategias de escape.

Este estudio evalué la forma de crecimiento y la respuesta al glifosato en ambas especies,
analizando su estructura hasta 85 dias después de la aplicacion (realizada a los 20 dias de la emergencia

de las plantas). Se registraron sintomas del herbicida en distintos 6rganos. Las poblaciones mostraron
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variabilidad, posiblemente por diferencias en el manejo agronémico de sus poblaciones de origen.

Echinochloa colona mostré reduccién en todos los pardmetros evaluados, excepto el niimero de
panojas y el peso de mil semillas. En E. crus-galli, la aplicacion de glifosato no afect6 significativamente
el largo de panoja, el niimero de panojas ni el peso de mil semillas, pero si redujo otros parametros como

espigas por espiguilla y granos por planta.

No se observaron cambios en el tiempo de floracion de E. colona, mientras que en E. crus-galli
hubo un adelanto en este proceso tras la aplicacién del herbicida. A pesar de los efectos, ambas especies

lograron reproducirse, permitiendo la persistencia de los genotipos menos susceptibles.
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Introduccion

Desde mediados de los afios 1990, la adopcion de herbicidas aumenté notoriamente con la
introduccién de soja genéticamente modificada resistente al glifosato y la adopcién de sistemas de
labranza cero (Gianessi, 2013). La introduccién de cultivares resistentes a glifosato y el uso intensivo de
este herbicida en la Argentina, son los principales factores que han provocado una importante presién de

seleccion de resistencia a este herbicida sobre las comunidades de malezas.

En Argentina, desde 2010 hasta la actualidad, el género Echinochloa registr6 un desarrollo
sostenido en la superficie ocupada, alcanzando el 35% de la superficie agricola en 2021 y posiciondndose
como la cuarta maleza mas importante (REM, 2021). Dentro del género Echinochloa las dos especies
mads extendidas que se encuentran tanto a nivel global como en Argentina son Echinochloa colona (L.)
Link y Echinochloa crus-galli (L.) P. Estas dos malezas estan presentes particularmente en los cultivos
de soja y maiz en Argentina, aunque a nivel mundial, se encuentran también en cultivos como arroz,

sorgo, cafla de azicar, algodén, mani, etc.

Todas las especies del género Echinochloa son anuales de tipo C4, emergen en primavera y
verano, y se reproducen por semilla, coexistiendo en dreas agricolas (Rao et al., 2007). Las plantas de
este género son muy diversas y su taxonomia es confusa (Damalas et al, 2008; Yabuno, 1981). La
inflorescencia de E. crus-galli es una panicula piramidal erecta compuesta por 15 a 30 pseudo espiguillas.
La panicula de E. colona es erecta y tiene un mayor nimero de 6rganos reproductivos dispuestos en
ramas laterales, entre 5 y 15 de ellos. Diversas poblaciones, alta produccién de semillas, corta latencia,
rdpido crecimiento, el potencial competitivo, la interaccién alelopdtica y la resistencia a diversos

herbicidas, hacen que Echinochloa sea un gran desafio para el manejo de malezas (Masood et al., 2016).

Las malezas anuales como E. colona y crus-galli forman un banco de semillas que asegura la
perpetuacion a largo plazo. La dindmica poblacional de una maleza estd influenciada por muchos factores

entre los cuales se puede mencionar los distintos tipos de manejo (quimico, mecanico y cultural). En lo
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referido al control quimico, en los dltimos afios se evidenciaron disminuciones significativas en el control
de E. colona con glifosato a lo largo de los afios que van del 95 % al 98 % en 2013 al 85 % al 88 % en
2017. En las dltimas pruebas de campo realizadas en 2021, el control de E. colona con glifosato no

super6 el 70%. (Oreja et al. 2024).

Cuando una planta es expuesta a un herbicida y sobrevive, puede alterar su estructura o
comportamiento, principalmente, debido a la accion del herbicida sobre los meristemas. Ante factores
estresantes una planta puede modificar su fisiologia y direccién de crecimiento (Malpassi, 2004),
variando su respuesta fisioldgica y redirigiendo el crecimiento a meristemas remanentes (Malpassi,
2004). Esto ultimo se vera reflejado en la estructura de la planta (Barthélémy, 2000). Los sintomas tipicos
producidos por el glifosato, son la detencion del crecimiento y clorosis en las hojas, seguida luego de
necrosis de tejidos y marchitamiento de la planta; en algunas especies el follaje se torna de color rojizo
(Tuesca & Nisensohn, 2004). Dichos sintomas son mas acentuados y ocurren primero en el dpice y zonas
meristematicas, luego se extienden a partes mas viejas de las plantas. aunque la sintomatologia post
aplicacién inmediata del glifosato estd bien documentada, la variacion a largo plazo en la estructura de
plantas que persisten post aplicaciéon estd menos documentada, Hasta el momento existe escasa
informacién de modificaciones en la estructura de vdstagos o en las tasas de crecimiento que a nivel
competitivo que acompafien a las modificaciones fisiolgicas que otorgan resistencia (Dellaferrera et al.,
2015; Goh et al., 2016; Powles & Yu, 2010).La capacidad de continuar el crecimiento o rebrotar desde
dreas no dafiadas permite a los poblaciones menos susceptibles aumentar su densidad en la poblacidn,
siempre y cuando las condiciones de cultivo no se modifiquen. Muchas especies anuales, como
Conyza bonariensis (Mellendorf et al., 2013), Poa annua (Binkholder et al., 2011), Parietaria debilis y
Petunia axillaris (Dellaferrera et al., 2015) presentan mecanismos de rebrote que les aseguran la

produccién de semillas.

El andlisis de las formas de crecimiento comprende el estudio de las caracteristicas
exomorfoldgicas y anatémicas; incorporando la relacién con el ambiente (Grosso, 2001). No s6lo abarca

las caracteristicas de un individuo adulto, sino que también incorpora las etapas que se suceden desde la
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germinacion; e involucra una descripcion ordenada y coordinada de eventos morfogénicos (Bell, 1986).
Permite un andlisis integral del conjunto de caracteres vegetativos y reproductivos, que varian s6lo dentro
de un rango especifico de plasticidad fenotipica (Dengler, 1994; Grosso, 2001). El estudio de las formas
a partir de principios dindmicos de construccién es inicialmente cualitativo, pero provee informacién

bésica que permite la cuantificaciéon (Barthélémy, 2000).

Este enfoque morfolégico y dindmico constituye una herramienta que permite esclarecer las
distintas adaptaciones que presentan las especies en lo que concierne a la ocupacién del espacio,
competencia y resistencia a perturbaciones (Fournier, 1982; Barthélémy & Caraglio, 2007). Las
investigaciones en formas de crecimiento son la base de muchos estudios fitosociolégicos, de ecologia
de poblaciones y comunidades, y biogeograficos (Krumbiegel, 1998); y permiten comprender e
interpretar relaciones ecolégicas (Hagemann, 1981) y su correlacion, por ejemplo, con la dispersion
(Bernard, 1990). Las mismas pueden ser aplicadas a plantas que crecen en condiciones naturales o
modificadas por el hombre, a estudios agronémicos (Meusel et al., 1977) o de manejo productivo de

especies nativas (Montenegro & Ginocchio, 1992).

El conocimiento de la morfologia y la anatomia de especies de dificil control es una herramienta
de gran valor para lograr el control de las mismas (Kraus et al., 2007). Entre las especies de malezas la
resistencia a los herbicidas es la capacidad heredada de una planta para sobrevivir y reproducirse después
de la exposicion a una dosis de herbicida normalmente letal para el tipo salvaje. (Vila-Aiub et al., 2014).
Ademas del estudio de las especies en particular es necesario considerar las distintas poblaciones que
han sido seleccionadas en los distintos ambientes de cultivo. Las poblaciones se definen como plantas
genéticamente adaptadas a sus habitats especificos, mientras que las poblaciones se definen como plantas
dentro de poblaciones que exhiben variaciones genéticas aleatorias (Klingaman et al., 1996). Las
diferentes poblaciones de Echinochloa muestran variaciones morfoldgicas debido a diferencias

geograficas (Rui Liu et al., 2022).

Esta diversidad en las poblaciones de malezas de Echinochloa puede contribuir a su adaptacién
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a presiones selectivas impuestas por diferentes practicas de manejo. Ademds, los hibitos de crecimiento
del Echinochloa estan fuertemente influenciados por el medio ambiente. condiciones, incluidas las
condiciones del suelo, los niveles de fertilidad y las practicas de cultivo, que pueden afectar ciertas
caracteristicas morfolégicas de Echinochloa (Yabuno, 1983; Lopez-Martinez et al., 1999). Existe buena
cantidad de informacién sobre los aspectos de control, dosis de herbicidas, combinaciones de herbicidas
con diferente tipo de accién y utilizacién de coadyuvantes para el control de malezas tolerantes
(Monquero, 2003; Rainero, 2004; Puricelli & Faccini, 2005), sin embargo, para Echinochloa crus-galli
y Echinochloa colona no se dispone de trabajos que hayan abordado el estudio en detalle de las
caracteristicas de crecimiento que permitan determinar sus posibles estrategias de escape a la aplicacién

del herbicida.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto y considerando el problema que representan las
especies elegidas como malezas invasoras de campos dedicados a la siembra directa con aplicaciones
intensivas de glifosato, este trabajo aborda el estudio de sus sistemas de ramificaciéon desde la
germinacién, a fin de determinar sus patrones estructurales y analizar el efecto que la aplicacion de

glifosato tiene sobre los mismos.
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Hipotesis
Las diferencias en las caracteristicas vegetativas y reproductivas entre las poblaciones de

Echinochloa colona y Echinochloa crus-galli estan relacionadas con su sensibilidad al glifosato.

Objetivo
Caracterizar el desarrollo vegetativo y el potencial reproductivo de E. colona y E. crus-galli,
identificando diferencias entre sus poblaciones con distinta sensibilidad al glifosato y evaluando c6mo

varfa su crecimiento tras la aplicacién del herbicida.

Objetivos especificos
Caracterizar el desarrollo vegetativo y el potencial reproductivo en E. colona y E. crus-galli, a

fin de establecer posibles diferencias entre poblaciones con sensibilidad diferencial a glifosato.

Caracterizar el desarrollo vegetativo y el potencial reproductivo de plantas de E. colona y E.

crus-galli y sus respectivas poblaciones, tratados y no tratados con glifosato.
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Materiales y métodos

Evaluacién de la forma de crecimiento y el potencial reproductivo.

Se realiz6 la evaluacién de la forma de crecimiento normal y del efecto de la aplicacion de
glifosato sobre la forma de crecimiento de cada poblacién. Las plantas evaluadas crecieron segun las
condiciones detalladas en el capitulo 1. Para evaluar el efecto de la aplicacién de glifosato sobre la forma
de crecimiento se realizard un DCA en arreglo factorial donde los factores son las poblaciones (7 niveles
para E. colona y 4 niveles para E. crus-galli) y la aplicacion de glifosato (2 niveles: sin y con 720 g i.a.
ha-1). Se utilizardn 10 repeticiones por cada combinacién de aplicacién de glifosato y poblacién. La
aplicacion se realizard luego de 20 dias de crecimiento, en estado vegetativo 2.4 a 2.5 de la escala
fenolégica BBCH (Hess et al., 1997).

Semanalmente, luego de la aplicacién, se observard y registrard la aparicién y desarrollo de
estructuras vegetativas (nimero de hojas y nimero de macollos) y reproductivas (nimero de panojas).
Cada unidad de muestreo corresponde a una maceta con una planta por combinacion. Finalmente, las
plantas sobrevivientes serdn diseccionadas para determinar su estructura a los 105 dias de emergencia y
serdn comparadas entre grupos tratados y no tratados por poblacion. La aparicién de hojas, macollos,
panojas y el comienzo del estadio de floracidn, se expresardn en dias, ademds, se estimo el crecimiento
semanal en altura mediante un ajuste a regresiones lineales. Se cuantificé también el potencial
reproductivo como semillas totales por planta a los 105 dias de emergencia y el peso de mil semillas de
las mismas.

Se evaluaron las diferencias entre las poblaciones, la especie y la condicién de aplicacién, en los
parametros: altura de planta, nimero de hojas, nimero de macollos, nimero de panojas, fecha de
aparicién de panojas, fecha de floracién, fecha de madurez fisiolégica, largo de la panoja, espigas por
panoja, espigas por espiguillas, granos por planta y peso de mil semillas. Todas las variables fueron
sometidas a andlisis de la varianza (ANOVA) y se establecieron diferencias entre las medias mediante

el test DGC o t de Student a un nivel de significancia del 5%.
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Resultados

Echinochloa colona

Las plantas de Echinochloa colona crecieron en promedio 80,23 cm, con valores minimos de 65
cm y mdximos de 115 cm. Al inicio de su crecimiento se presentan de forma erguida y luego préximo a
floracién presentan un porte mds rastrero siendo, por tanto, sus tallos decumbentes. Las distintas
poblaciones presentan de 2 a 15 macollos, los cuales pueden originar raices adventicias en algunos casos.
Sobre el tallo principal se diferencian entre 3 a 6 hojas alternas, con ldminas linear-lanceoladas, vainas
glabras, lustrosas y verdosas sin tintes purpuireos. Los bordes de las hojas son membranosos y no poseen
ligulas. El nimero de panojas varia de 3 a 14, con un largo entre 9 y 17 centimetros. La inflorescencia
se desarrolla en forma de panoja donde se pueden distinguir a las espiguillas que forman los racimos que
estdn adheridos al raquis primario, estas inflorescencias son terminales, con 17 a 24 espigas por

espiguillas. No presenta aristas.

Descripcion de los parametros de desarrollo en las poblaciones de Echinochloa colona sin y con
tratamiento herbicida.

Desde el dia 7 de evaluacion hasta el dia 55 las plantas aumentaron progresivamente su altura,
aunque podemos diferenciar 2 velocidades de crecimiento. Desde el dia 7 al 35 las poblaciones de
Echinochloa colona sin aplicacion de glifosato crecieron en promedio 5 centimetros por semana. Del dia
35 al 55 el crecimiento aument6 y en promedio elevaron su altura en 17 centimetros por semana, para
luego descender a 2 centimetros por semana desde el dia 55 al 66 (Figura 3.1a), alcanzando los valores
maximos para cada poblacién para después estabilizarse y no producirse mayor crecimiento en altura.

La altura final de las plantas para los individuos no aplicados presenté diferencias estadisticas entre las
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poblaciones (p<0,0001) siendo las poblaciones Ec14 y Ec 03 las m4s altas alcanzando los 110 y 105 cm
respectivamente.

Pasados cuatro dias luego de su aplicacion las plantas de las poblaciones Ec02, Ec03, Ec07 y
Ec14 murieron y mientras que el resto de las poblaciones continuaron su crecimiento, presentando
sintomas de amarillamiento, clorosis de las hojas y detencién parcial del crecimiento. En el caso de las
plantas aplicadas también se evidenciaron diferencias significativas en la altura final entre las
poblaciones (p<0,0001). Las plantas crecieron hasta el momento de la aplicacién (a los 30 dias de
nacidas) a razén de 5 cm por semana (Figura 3.1e). Las poblaciones que sobrevivieron (Ec 04, 05 y 06)
crecieron en promedio 1,3 cm por dia hasta el dia 41 donde lograron el maximo tamafio (Figura 3.1e).
La poblacién que obtuvo mayor altura fue la Ec06. El promedio de altura fue de 19,67 cm, con valores

entre 18 y 23 cm.

En la variable nimero de hojas en las plantas sin aplicar se observaron diferencias entre
poblaciones (p<0,0001). La Ec04 y Ec05 se diferenciaron estadisticamente de las demas, pero no entre
ellas (p<0,0001). El promedio de hojas fue de 4, el cual se alcanzé a los 28 dias de nacidas las plantas
para luego permanecer sin modificaciones (Figura 3.1b). En las plantas aplicadas también se observaron
diferencias entre poblaciones en este parametro (p<0,0001). Luego de la aplicacién las poblaciones que
sobrevivieron (Ec04, 05 y 06) redujeron el nimero de hojas por senescencia registrando 3,60, 2,45 y
2,00 hojas respectivamente. La Ec04 fue la que mayor nimero de hojas presentd y se diferencié de las

demas (Figura 3.1f).

En el nimero de macollos se observaron diferencias entre poblaciones en las plantas sin aplicar.
La Ec06 y Ec07 se diferenciaron estadisticamente de las demds, pero no entre ellas (p<0,0001). A los 15
dias de nacidas las plantas, se inicié el macollaje para la mayoria de las poblaciones, excepto la Ec14,

que comenzd a macollar a los 21 dias de nacidas las plantas (Figura 3.1c). Todas las poblaciones, a
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excepcion de la Ec14, extendieron el macollaje hasta los 82 dias de nacidas las plantas donde se alcanz6

el maximo nimero. El promedio de macollos fue de 10, con valores entre 2 y 14. En las plantas aplicadas

se presentaron diferencias entre poblaciones (p<0,0001).

Echinochloa colona sin tratamiento herbicida Echinochloa colona con tratamiento herbicida
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Figura 3.1. Echinochloa colona sin tratamiento herbicida: a) Altura en centimetros, b) Ndmero de hojas, c)
Numero de macollos, d) Nimero de panojas. Echinochloa colona con tratamiento herbicida: e) Altura en
centimetros, f) Nimero de hojas, g) Nimero de macollos, h) Nimero de panojas.
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La Ec04 present6 el mayor nimero de macollos y su nimero no descendié desde el momento de
la aplicacién (Figura 3.1g), en cambio la Ec04 y Ec05 redujeron su nimero de macollos a 1. El promedio
de macollos fue de 3, con valores entre 1 y 6.

En la variable nimero de panojas las plantas sin aplicar presentaron diferencias estadisticas y las
poblaciones Ec06 y Ec07 evidenciaron el mayor niimero de panojas y se diferenciaron estadisticamente
de las demads, pero no entre ellas (p<0,0001). A partir del dia 48 (55 dias desde el nacimiento de las
plantas) comenzaron a aparecer las panojas y los mdximos se alcanzaron a los 82 dias de nacidas las
plantas (Figura 3.1d). El promedio de panojas fue de 4, con valores entre 1 y 6. En las plantas aplicadas
también se observaron diferencias entre poblaciones (p<0,0001). La poblacién que mayor nimero de

panojas arroj6 fue la EcO5 (Figura 1h). El promedio de panojas fue de 2 con valores entre 1 y 4.

Echinochloa colona sin tratamiento herbicida

El tiempo a floraciéon (medido en dias) presentd diferencias entre las poblaciones. Ec04, Ec05 y
Ec06 se diferenciaron estadisticamente de las demds (p 0,0041) estas poblaciones necesitan entre 5y 9
dias més que el resto para llegar a antesis. El promedio del tiempo a floracién fue de 52,6 dias (Tabla
3.1). La poblacién Ec14 no llegé a floracién en los dias evaluados por lo que no se registraron los

componentes de rendimiento, solo se computd una panoja porque la misma estaba emergiendo.

Tabla 3.1. Floracion (dias), b) Panoja (centimetros), Espiga por espiguillas (Epg*esp), Espiguillas por panoja
(Epg*panoja), Granos*planta, P1000 semillas (miligramos) de las 6 poblaciones de E. colona sin aplicacion de
glifosato.

Biotipos EC02 ECO03 EC04 ECO05 EC06 EC07
Floracion u(dias)+SE* |  50.80+6.26 b 4800+000 b 55.00+0,00 a 57804626 a 55,00+0,00 a 49.40+0.00 b
Panoja(cm)  u(cm)+ SE* 1250+2.15 b 1520¢135  a 13.60+0.89 b 14.80+1.30 a 13.60+1.34 b 13.00+0.71 b
Epg*esp u+SE* 20.60+4.51 a 22604152 a 21.00+2.00 a 17.40+0.55 b 18.60+0.55 b 17.40+1.67 b
Epg*panoja u+ SE* 10.60+1.34 a 11.80+164  a 10.60+0.89 a 12.60+1.14 a 11.40+0.55 a 11.40+0.55 a
Granos*planta u+SE* 98740430437 b [142320+39338 b |1100.60+37033 b |95340+15231 b |1050.00+208.12 b |201220+38295 a
P1000 sem (mg) u(mg)+SE* | 773.60+14078 a | 64040+166.53 a | 76520+236.96 a |764.80+10125 a |[69880+11486 a | 837.20+77.03 a
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El largo de la panoja, medido en centimetros, evidencié diferencias entre las poblaciones. La
Ec03 y Ec05 tuvieron panojas estadisticamente mds largas que el resto de las poblaciones (p 0,0364)

(Tabla 3.1). El promedio del largo de la panoja fue de 14 cm.

En lo referido a espigas por espiguillas, las poblaciones Ec02, EcO3 y Ec04 presentaron
diferencias estadisticas comparadas con las otras poblaciones, pero no entre ellas (p 0,0048) (Tabla 3.1).
El promedio de espigas por espiguillas fue de 20, con valores entre 17 y 24. En lo referido a espigas por
panoja, no se presentaron diferencias estadisticas entre poblaciones (p 0,0670) (Tabla 3.1). El promedio

de espigas por panoja fue de 11,4 con valores entre 10,6 y 12,6.

En el nimero de granos por planta, se observaron diferencias significativas entre poblaciones,
siendo la Ec07 la que presentd diferencias respecto de las demds (p 0,0001) (Tabla 3.1). El promedio fue
de 1261 granos por planta, con valores maximos de 2012 y minimos de 953. En cuanto al peso de mil
semillas, no se observaron diferencias significativas entre poblaciones (p 0,4145) (Tabla 3.1). El

promedio fue de 746,67 mg, con valores maximos de 837 y minimos de 640.

Echinochloa colona con tratamiento herbicida

En las plantas aplicadas con glifosato se evidenciaron diferencias en el tiempo a floracion,
presentando la Ec06 el mayor tiempo (p 0,0041) (Tabla 3.2). El promedio del tiempo a floracién fue de
54,2 dias. La poblacién Ec06 ademds de ser la poblacién que mds demor6 la floracién, presenté mayor
nimero de dias que la misma, pero sin aplicar.

El largo de la panoja, medida en centimetros, no evidencié diferencias significativas entre las
poblaciones (p 0,1565) (Tabla 3.2). El promedio del largo de la panoja fue de 10 centimetros. En lo
referido a Espigas por espiguillas y Espigas por panoja, no se presentaron diferencias estadisticas entre
poblaciones (p 0,3170 y p 0,4962 respectivamente) (Tabla 3.2). El promedio de espigas por espiguillas

fue de 15 y el promedio de espigas por panoja fue de 7,5.
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Tabla 3.2. Floracién (dias), b) Panoja (centimetros), Espiga por espiguillas (Epg*esp), Espiguillas
por panoja (Epg*panoja), Granos*planta, P1000 semillas (miligramos) de las 3 poblaciones de E.
colona con aplicacion de glifosato.

Biotipos EC04 ECO05 ECO06
Floracion u (dias)+ SE* 48,0+0.00 b 47.75+6,13 b 69.,00+0.00 a
Panoja (cm) p (cm) + SE* 10.33+0.58 a 10.50+0.58 a 9.00+0.00 a
Epg~=esp u+ SE¥ 16.00+1.73 a 15.00+0.00 a 14.00+0.00 a
Epg*panoja u + SE* 7.67+0.58 a 7.75+0.50 a 7.00+0.00 a
Granos*planta u + SE* 639.67+262.35 a 441.00+241.82 a 303.00+0.00 a
P1000 sem (mg) u (mg)+SE* |1122.00+115.64 a 705.00+382.39 a 604.00+0.00 a

En los pardmetros nimero de granos por planta y peso de mil semillas, no se observaron
diferencias significativas entre poblaciones (p 0,4677 y p 0,2341 respectivamente) (Tabla 3.2). El
promedio fue de 461 granos por planta, con valores maximos de 640 y minimos de 303 granos. En cuanto

al peso de mil semillas el promedio fue de 810 miligramos, con valores maximos de 1122 y minimos de

640.

Comparacion de poblaciones de E. colona con y sin tratamiento herbicida.

A excepcion del numero de panojas (p 0,4447) y el peso de mil semillas (p 0,4332), todos los
pardmetros estudiados se vieron reducidos cuando se aplicé el herbicida glifosato. En cuanto a los demds
pardmetros cuando las plantas fueron aplicadas con glifosato, el largo de la panoja, medido en
centimetros, se reduce en un 26,78% (p<0,0001). Las espigas por espiguillas mermaron un 19,73% (p
0,0001) y las espigas por panoja un 33,82% (p <0,0001). En relacién al nimero de granos por planta, la
aplicacion de glifosato redujo en promedio un 51,83% (p>0,0001). Aunque se reduce el nimero de
semillas en poblaciones tratados, el nimero sigue siendo elevado para asegurar la perpetuacion de

individuos menos susceptibles.

En los tiempos de floracién se pueden observar dos comportamientos entre las mismas

poblaciones que sobrevivieron respecto de los que no lo hicieron. Las poblaciones Ec04 y Ec05 nunca
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detienen su crecimiento luego de la aplicacion y florecen antes que las plantas sin aplicar y otro grupo

compuesto por la poblacién Ec06 que detiene el crecimiento y florece después que las plantas sin aplicar.

Echinochloa crus-galli

Las plantas de E. crus-galli crecieron hasta una altura de 68 centimetros, aunque el menor valor
fue de 25 centimetros. Presentan porte generalmente erecto, las cafias son huecas, las mismas pueden ser
erguidas a decumbentes. Los bordes de las hojas son membranosos; no poseen ligulas. Con 3 a 4 hojas
sobre el eje principal y con las ldminas linear-lanceoladas. Presentan de 2 a 15 macollos. El nimero de
panojas varfade 1 a 3, con un largo de 10 a 15 centimetros. Posee inflorescencias contraidas, terminales,
con 15 a 37 espigas por espiguillas. Presenta aristas, entre 3 y 10 centimetros. El fruto es una cariopse

ovoide de color verde.

Descripcion de los parametros de desarrollo en las poblaciones de Echinochloa crus-galli sin y con
tratamiento herbicida.

Desde el dia 7 de evaluacién hasta el dia 41 las plantas aumentaron progresivamente su altura
(Figura 3.2a), aunque podemos diferenciar 2 velocidades de crecimiento en altura. Desde el dia 7 al 27
las poblaciones de E. crus-galli sin aplicacién de glifosato crecieron en promedio 4 centimetros por
semana. Del dia 27 al 41 el crecimiento descendié y en promedio elevaron su altura en 2 centimetros por
semana, para volver a aumentarlo desde el dia 41 al 75 en promedio 6 centimetros por semana (Figura
2a). La altura final de las plantas para los individuos no aplicados presenté diferencias estadisticas entre
las poblaciones (p<0,0001), siendo la Ecg 16 la que alcanzo el valor mas alto (figura 3.2a).

En el caso de las plantas aplicadas no se evidenciaron diferencias significativas en la altura final
entre las poblaciones (p>0,9999). Las plantas crecieron hasta el momento de la aplicacién (a los 30 dias

de nacidas) a razén de 5 centimetros por semana. La poblacién Ecgl6 no sobrevivié y luego de la
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aplicacion las poblaciones que sobrevivieron (Ecgl14 y Ecgl5) permanecieron sin crecimiento hasta el dia
41 donde luego retomaron su crecimiento en 2 centimetros por semana hasta lograr el maximo tamafio a

los 75 dias (figura 3.2¢). La poblacién que obtuvo mayor altura fue la Ecgl4.

En la variable nimero de hojas en las plantas sin aplicar se observaron diferencias entre
poblaciones. La Ecg13 se diferencid estadisticamente de las demds (p<0,0001). El promedio de hojas fue
de 5, el cual se alcanz6 a los 28 dias de nacidas las plantas para luego permanecer sin modificaciones
(figura 3.2b). En las plantas aplicadas no se observaron diferencias entre poblaciones (p>0,9999). Luego
de la aplicacion las poblaciones que sobrevivieron Ecgl4 y Ecgl5 redujeron las mismas debido a
senescencia foliar y se registraron finalmente en promedio 3 hojas (figura 3.2f).

En el nimero de macollos también se observaron diferencias entre poblaciones en las plantas sin
aplicar. La Ecgl4, Ecgl5 y Ecgl6 se diferenciaron estadisticamente de la Ecgl3, pero no entre ellas
(p<0,0010). A los 21 dias de nacidas las plantas, se inicié el macollaje para todas las poblaciones y las
mismas extendieron el macollaje hasta los 82 dias de nacidas las plantas donde se alcanzé el médximo
nimero (figura 3.2¢). El promedio de macollos fue de 8; con valores entre 7 y 9. En las plantas aplicadas
se presentaron diferencias entre poblaciones (p<0,0001). La Ecgl5 present6 el mayor niimero de
macollos y se diferencié de la Ecgl4 (figura 3.2g). El promedio de macollos fue de 9, con valores entre
7y 10.

En la variable nimero de panojas las plantas sin aplicar presentaron diferencias estadisticas y la
poblacién Ecgl6 evidenci6 el mayor nimero de panojas (p<0,0001). A partir del dia 55 (62 dias desde
el nacimiento de las plantas) comenzaron a aparecer las panojas y su nimero se hizo maximos a los 82
dias de nacidas las plantas (figura 3.2d). El promedio de panojas fue de 2, con valores entre 1 y 3. En las
plantas aplicadas no se observaron diferencias entre poblaciones (p<0,2252). El promedio de panojas fue
1 (figura 3.2h). En cuanto al largo de la panoja (en centimetros), no se evidenciaron diferencias entre las
poblaciones (p 0,2692). El promedio del largo de la panoja fue de 11,88 centimetros (datos no
graficados).
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Echinochloa crus-galli sin tratamiento herbicida

Echinochloa crus-galli con tratamiento herbicida
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Figura 3.2. Echinochloa crus-galli sin tratamiento herbicida: a) Altura en centimetros, b) Nimero de hojas, ¢c) Nimero de macollos,
d) Ndmero de panojas. Echinochloa crus-galli con tratamiento herbicida: e) Altura en centimetros, f) Nimero de hojas, g) Nimero
de macollos, h) Nimero de panojas.
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Echinochloa crus-galli sin tratamiento herbicida.

En las plantas de E. crus-galli sin aplicacidn, el tiempo a floracién (medido en dias) no presentd
diferencias entre las poblaciones (p>0,9999). El promedio del tiempo a floracion fue de 82 dias (Tabla
3.3). La poblacién Ecgl3 no se incluye en las medidas finales porque el tiempo a floraciéon excede el
tiempo propuesto de medicién. En lo referido a Espigas por espiguillas, la poblacién Ecgl4 presentd
diferencias estadisticas respecto de las otras poblaciones (p 0,0002) (Tabla 3.3). El promedio de espigas
por espiguillas fue de 24, con valores entre 21 y 28. En lo referido a Espigas por panoja, también se
presentaron diferencias estadisticas entre poblaciones (p 0,0001) y la poblacién Ecgl5 se diferenci6 del

resto (Tabla 3.3). El promedio de espigas por panoja fue de 18 con valores entre 15 y 20.

En relacién al nimero de granos por planta, se observaron diferencias significativas entre
poblaciones, siendo la Ecgl5 la que presenté diferencias respecto de las demas (p 0,0025) (Tabla 3.3).
El promedio fue de 1298 granos por planta, con valores maximos de 1440 y minimos de 1225. En cuanto
al peso de mil semillas, la Ecgl6 present6 diferencias significativas respecto de las demds poblaciones
(p 0,0016) (Tabla 3.3). El promedio fue de 1337 miligramos, con valores maximos de 1862 y minimos

de 926.

Tabla 3.3. Floracién (dias), b) Panoja (centimetros), Espiga por espiguillas (Epg*esp),
Espiguillas por panoja (Epg*panoja), Granos*planta, P1000 semillas (miligramos) de las 6
poblaciones de E. colona sin aplicacion de glifosato.

Poblacion ECGl14 ECGI15 ECGI16
Floracion 1 (dias)+ SE* | 82,00+0.00 82.00+0.00 82,00+0,00
Epg*esp 1+ SE* 27.67+0.58 24.50+0.71 21.67+0.58
Epg*panoja u+ SE* 15.00+0.00 20.00+0.00 18.33+0.58
Granos*planta -+ SE¥ 1225.00+8.66 1440.00+0.00 1277.33+53.00
P1000 sem (mg) u (mg)+SE* | 1038.00+97.32 1084.00+226.27 1805.00+93.00
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Echinochloa crus-galli con tratamiento herbicida.

El tiempo a floracién (medido en dias) no registré diferencias entre poblaciones (p 0,4865)

(Tabla 3.4) estableciendo un tiempo promedio de 66,64 dias. En lo referido a Espigas por espiguillas,

sin diferencias entre poblaciones (Tabla 3.4). Las mismas presentaron un valor p de 0,2722, y el
promedio de espigas por espiguillas fue de 15. Las espigas por panoja arrojaron un promedio de 13 y su

valor p fue de 0,5367.

En cuanto al niimero de espigas por espiguilla, no se observaron diferencias significativas entre
las poblaciones (Tabla 3.4). El valor p para este andlisis fue de 0,2722, lo que indica que no hay evidencia
suficiente para rechazar la hipétesis nula de que las poblaciones tienen el mismo nimero promedio de
espigas por espiguilla. El promedio general de espigas por espiguilla fue de 15. En cuanto al nimero de
espigas por panoja, el promedio general fue de 13, y el valor p para este andlisis fue de 0,5367.
Nuevamente, este valor p no es significativo, lo que indica que no hay evidencia suficiente para rechazar

la hipétesis nula de que las poblaciones tienen el mismo niimero promedio de espigas por panoja.

En relacion al nimero de granos por planta el valor de p fue de 0,4065 y el promedio de granos
por planta fue de 614, con valores entre 591 y 648. En cuanto al peso de mil semillas el promedio fue de
860,80 miligramos, con valores mdximos de 834 y minimos de 878,67 y el valor de significancia fue de

0,6590 (Tabla 3.4).

Tabla 3.4. Floracion (dias), b) Panoja (centimetros), Espiga por espiguillas (Epg*esp), Espiguillas por
panoja (Epg*panoja), Granos*planta, P1000 semillas (miligramos) de las 6 poblaciones de E. colona sin aplicacién

de glifosato.

Poblacion ECG14 ECG15
Floracién u (dias) + SE* | 69,50+0,51 a 65,75+6,50 a
Epg*esp u + SE* 15.50+0.71 a 15.00+0.00 a
Epg*panoja u+ SE* 13.50+0.71 a 12.67+1.53 a

Granos*planta u+ SE* 648.50+53.03 a 591.00+70.76 a

P1000 sem (mg) p (mg)+ SE* | 834.00+70.71 a 878.67+112.17 a
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Comparacion de poblaciones de E. crus-galli con y sin tratamiento herbicida.

Las poblaciones de E. crus-galli aplicados con glifosato no se diferenciaron estadisticamente de
las poblaciones sin la aplicacién de este herbicida en los pardmetros de: largo de panoja (p 0,2967);
ndmero de panojas (p 0,3632) y peso de mil semillas (p 0,7500). Para el caso de espigas por espiguillas,
espigas por panoja y granos por planta si se presentaron diferencias entre las poblaciones aplicados y los
no aplicados.

Todos estos pardmetros se redujeron cuando se aplicé el herbicida glifosato. Las espigas por
espiguillas mermaron un 61,35% (p 0,0002), y las espigas por panoja un 23,5% (p 0,0092). En relacién
al nimero de granos por planta, la aplicacién de glifosato redujo en promedio un 54,88% (p 0,0013). Asi
como sucedié con E. colona, aunque en E. crus-galli se reduce el niimero de semillas en poblaciones
tratados, el nimero sigue siendo elevado para asegurar la perpetuacion de individuos menos susceptibles.
La aplicacién del herbicida glifosato redujo los tiempos a floracién de las poblaciones con aplicacién en

relacién a los no aplicados en un 17,53% (p<0,0001).

Comparacion entre especies de E. colona y E. crus-galli sin y con tratamiento herbicida.

Cuando comparamos las especies, en las plantas que no tuvieron aplicacién de glifosato a
excepcidn de los granos por planta en el cual no se evidenciaron diferencias estadisticas, todos los demads
pardmetros presentaron diferencias significativas entre Echinochloa colona (EC) y Echinochloa crus-
galli (ECG) (Tabla 3.5y 3.6).

La altura de planta fue 2,46 veces mayor en EC que ECG, y el nimero de macollos fue un 47,5%

mayor en las plantas de EC que las de ECG (Tabla 3.5). El nimero de panojas en promedio fue 3 veces

mayor en EC que ECG (Tabla 3.6), pero el largo de la misma también registré un 17,7% mas de tamafio
(datos no presentados). El nimero de granos por panoja fue 52% menor en EC que ECG. La floracién
de EC ocurri6é en promedio 31,4 dias antes que la de ECG y cuando se cosecharon las plantas, EC no

arroj6 diferencias en el nimero de granos por planta respecto de ECG, en cambio el peso de mil granos
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fue un 51% menor en promedio en EC (Tabla 3.6). En las plantas aplicadas con el herbicida glifosato 6
de los 10 pardmetros estudiados arrojaron valores menores en EC que ECG y presentaron diferencias

estadisticas.

Tabla 3.5. Altura (cm), Nimero de hojas, Nimero de macollos en las especies de E. colona (EC) y
E. crus-galli (ECG) sin y con aplicacion de glifosato

SIN APLICACION DE GLIFOSATO | CON APLICACION DE GLIFOSATO
Poblacion EC | ECG p-valor EC ECG p-valor
Altura (cm) 80.23 32.59 <0.0001 20.60 2505 0.0011
N° de hojas 443 350 <0.0001 2.66 278 0.3887
N de macollos 11.55 783 <0.0001 6.37 7.24 0.3396

Tabla 3.6. Floracion (dias), Numero de panojas, Espiga por espiguillas (Epg*esp), Granos*panoja
(Epg*panoja), Granos*planta, P1000 semillas (miligramos) en especies de E. colona (EC) y E. crus-
galli (ECG) sin y con aplicacién de glifosato.

SIN APLICACION DE GLIFOSATO | CON APLICACION DE GLIFOSATO

Biotipos EC ECG | p-valor EC ECG | p-valor
Floracién 52.60 82.00 <0.0001 5420 6762 000365
N° panoja 6.10 1.75 <0.0001 4.38 1.00 0.0013
Epg*panoja 1140 17.50 <0.0001 7.63 13.00 0.0002
Granos*panoja 223 423 <0.0001 111 196 <0.0001
Granos*planta 1261 1298 0.6877 498 614 0.0184
P1000 sem mg)  746.67 133725 0.0048 848.75 860.80 0.9275

La altura de planta fue 18% menor en EC que ECG, el ntimero de macollos presenté una merma
importante y fue un 12% menor en las plantas de EC que las de ECG (Tabla 3.5). El nimero de panojas
mantuvo la relacién positiva de EC respecto de ECG y en promedio fue 3,7 veces mayor (Tabla 3.6),
aunque el largo de la misma registré un promedio de 21% menos de tamafio (datos no presentados). El
nimero de granos por panoja fue menor en EC que ECG aproximadamente un 56%. La floracién de EC
ocurrié en promedio 13,4 dias antes que la de ECG. Cuando se cosecharon las plantas, EC present6 2,18
veces mds de granos por planta que ECG, pero mantuvo mds bajo el peso de mil granos promediando

73% menos (Tabla 3.6).
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Discusion

Las poblaciones de ambas especies estudiadas presentan diferencias en su forma de crecimiento
sin la aplicacion de glifosato. La altura de la planta difiere entre especies y en este trabajo fue mayor en
Echinochloa colona (EC) que en Echinochloa crus-galli (ECG) coincidiendo con los valores de altura
de planta relevados por Flora Argentina, pero mds bajos que los obtenidos por Masum et al, 2022 en
Bangladesh y en China por Xuli Hu et al, 2023, particularmente en ECG, pero similares a las poblaciones
medidas por Chauhan (2022) y Mahboobeh Mollaee et al, (2020) en Queensland, Australia en EC, y més
altas que las obtenidas por Rui Liu (2022) en Texas para EC. Contrariamente a esto, Bagavathiannan et
al 2011 no encontraron diferencias entre poblaciones resistentes y susceptibles a propanil y clomazone en

ECG en cultivos de arroz en Arkansas.

En este experimento el nimero de hojas (medidas en el tallo principal) fue mayor en EC que en
ECG a diferencia de Xuli Hu et al (2023) que encontrd valores similares entre las dos especies al igual
que Bagavathiannan et al 2011 en poblaciones de ECG resistentes y susceptibles a propanil y clomazone
en Arkansas. Mahajan y colaboradores (2020) revelaron que el nimero de macollos por planta juega un
papel importante en la produccién de semillas, junto con el nimero de hojas por planta. en este estudio,
el nimero de macollos y el nimero de panojas presentd variabilidad entre las especies y poblaciones,

pero
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siempre fue superior en EC respecto de ECG, tal como lo observaron Xuli Hu et al. (2023). Sin embargo,
los valores obtenidos por este autor fueron mayores que los relevados en este estudio. Esto puede deberse
a que las mediciones de estos autores se realizaron en campo sin restricciones, a diferencia de este trabajo,
donde las condiciones en la sala de crecimiento fueron homogéneas pero restrictivas en cuanto a la

cantidad de luz y espacio.

El rendimiento de semillas de Echinochloa esta determinado principalmente por el nimero
efectivo de panojas, el nimero de granos por panoja y el peso del grano. El niimero de granos por panoja
es un factor clave en la formacién de granos (Xuli Hu et al., 2023). Respecto a la longitud de la panoja,
se ha informado que esta y la produccién de semillas estan también positivamente correlacionadas en

ECG (Norris, 1992; Pannwitt et al., 2019).

En este estudio, la longitud de la panoja fue mayor en EC que en ECG, lo cual difiere de los
hallazgos de Rui Liu (2022), quien reporté una mayor longitud de panicula en ECG en comparacién con
EC. Por otro lado, EC present6 valores similares de semillas por planta respecto de ECG, en contraste
con lo encontrado por Xuli Hu et al. (2023), quienes observaron que EC presenté un nimero mds bajo
de semillas por planta en comparacién con ECG y otras especies de Echinochloa. Sin embargo, el nimero
de granos por panoja fue menor en EC que en ECG. En relacién al peso de mil semillas, EC presenté
valores menores que ECG, similar a lo encontrado por Xuli Hu et al. (2023). considerando lo anterior no
se observé el nimero mayor de semillas en la especie con mayor longitud de panoja, dejando esta
relacién sin comprobarse en este trabajo, ademds la longitud de panicula podria estar asociada en este
estudio a las condiciones de crecimiento o a alguna diferencia en la seleccién a campo de estas

poblaciones particulares.

Conocer la produccién de semillas y la relacién con otros pardmetros que puedan influenciar esta
produccién en estas poblaciones es necesario para comprender la evoluciéon y propagacién de la

resistencia a los herbicidas, particularmente en las poblaciones resistentes a los herbicidas. La floracién
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de las plantas present6 diferencias entre especies, EC floreci6 en promedio 31,4 dias antes que la de ECG
distinto de los encontrados por Rui Liu (2022) que observé valores similares en los dias de floracion de
las dos especies estudiadas. En otro estudio, Xuli Hu (2023), encontré que ECG y otras especies de

Echinochloa tuvieron periodos de crecimiento significativamente mas largos que EC.

Chauhan (2022), encontré valores similares a este estudio en los periodos de floraciéon de EC,
pero ademas destacé que la floracién varia en funcién del fotoperiodo a la que es expuesta la planta, ya
que con fotoperiodos mds largos se observé que EC present6 hasta 40 dias mas de retraso de la floracién,
similar a lo encontrado por Vengris et al. 1996 (pero en ECG), en el cual con menos de 11 horas de
duracién del dia produjeron semillas en 52 dias en comparacién con 84 dias con fotoperiodos de 16
horas. La planta construye su forma a medida que avanza el desarrollo y se establecen las ramificaciones
(Barthélemy & Caraglio, 2007). Cuando se aplica un herbicida se crean condiciones ambientales
artificiales extremas negativas para el crecimiento y desarrollo de la vegetacion (Monquero, 2003;
Rodriguez, 2004), por lo que una planta que sobrevive a la accién de un herbicida modifica su
comportamiento debido principalmente a la accién ejercida por el herbicida sobre los meristemas

(Meusel et al., 1977).

Evaluando las plantas aplicadas, en ECG todos los pardmetros se redujeron cuando se les aplicé
glifosato, en el caso de EC 7 de 9 pardmetros fueron reducidos. El nimero de panojas se redujo en un
30% (EC) y un 48% (ECG), valores similares a los encontrados por Asaduzzaman et al., 2021 en
poblaciones de EC en Australia. Los valores de produccion de semillas se redujeron en un 61% en EC y
en un 53% en ECG. Estos valores fueron similares a los obtenidos por Vila-Aiub et al., 2021 en una
poblacién de Eleusine indica de Australia. En otros estudios, Dellaferrera (2013) observé también una
disminucién en la produccién de semillas en Parietaria debilis y Petunia axilaris cuando fueron
aplicadas con glifosato sin embargo esto asegura la perpetuacion de las poblaciones menos susceptibles.
Ademads, este mismo autor determind que la floracién en Petunia axilaris evidenci6 un adelanto con la

aplicacién de este herbicida en comparacion a las plantas sin aplicar.
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Una ventana de floracion prolongada aumenta las oportunidades para el cruzamiento entre
diferentes poblaciones y especies de Echinochloa. Aunque los miembros de Echinochloa son autégamos
y predominantemente autopolinizante, el cruzamiento ocasional atin podria suceder (Maun y Barrett 1986).
Flujo de genes mediado por polen se detectd entre plantas de E. crus-galli hasta un maximo de distancia
de 50 metros (Bagavathiannan y Norsworthy 2014). Una ventana de floracién extendida tiene
implicaciones para la propagacién de resistencia a herbicidas a través de flujo de genes mediados por
polen en todos los campos. Estas ventanas de floracion se ven alteradas en las poblaciones estudiados ya

que los tiempos a floracion variaron significativamente en Ecg con lo reportado.
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Conclusion

Ambas especies presentan diferentes estrategias de crecimiento inicial, lo que determina que la
aplicacién de herbicida afecta en forma diferente a cada especie. Para Echinochloa colona a excepcion
del ndmero de panojas y el peso de mil semillas, todos los pardmetros estudiados se vieron reducidos
cuando se aplicé el herbicida glifosato. Sin embargo, Echinochloa colona no modificé el tiempo a

floracién de las plantas aplicadas en relacién a las no aplicadas.

Las poblaciones de Echinochloa crus-galli aplicados con glifosato no se diferenciaron
estadisticamente de las poblaciones sin la aplicacién de este herbicida en los pardmetros de: largo de
panoja, nimero de panojas y peso de mil semillas. Para el caso de espigas por espiguillas, espigas por
panoja y granos por planta si se presentaron diferencias entre las poblaciones aplicadas y los no aplicadas.
Todos estos pardmetros se redujeron cuando se aplicé el herbicida glifosato. En Echinochloa crus-galli
si se produjo un adelanto de la floracidon cuando se aplicé el herbicida glifosato. Sin embargo, atn ante
estas modificaciones las plantas sobrevivientes de las dos especies fueron capaces de dejar descendencia

y perpetuar asi los genotipos menos susceptibles.
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Discusion general

Este estudio aborda la importancia de conocer las poblaciones de Echinochloa presentes en
Argentina, el grado de susceptibilidad de estas a glifosato, el mecanismo de accién implicado en la
generacion de la resistencia y como se desarrollan y crecen las plantas ante la presencia o ausencia de
este herbicida. Se pudo apreciar que existe una susceptibilidad diferencial entre las distintas especies de

Echinochloa al herbicida glifosato tanto en los pardmetros de supervivencia y de sensibilidad.

La supervivencia de las plantas presentd diferencias entre especies y dentro de las mismas. E.
colona, E crus-galli y E. oryzoides presentaron alta capacidad de supervivencia, llegando a valores del
90%, (Figuras 1.3, 1.4 y 1.5) similar a lo encontrado por Alarcén-Reverte et al. (2015), Alarcén-Reverte
et al. (2013) y Asaduzzaman et al. (2021) en poblaciones de E. colona de otros paises, indicando esto
una evolucién similar de la especie ante la presion de seleccion herbicida. En cambio, E. chacoensis
presentd supervivencias muy inferiores, llegando al 30% aproximadamente (figura 1.6). Estas
poblaciones que superan el 20% de supervivencia, son consideradas resistentes a glifosato segin Busi
(2021), el cual toma este parametro para calificar a una poblacién resistente. Tomando como valor de
referencia para discriminar entre poblaciones resistentes y susceptibles un factor de resistencia (FR)
mayor a 2, propuesto por Burgos et al. (2013), se observé una diferencia de sensibilidad en las especies
de E. chacoensis en comparaciéon con E. colona, E. crus-galli y E. oryzoides presentando menor
sensibilidad estas dos tltimas, pero con variaciones dentro de cada especie, similar a lo observado por

otros autores (Alarcon-Reverte et al., 2013; Gaines et al., 2012; Morran et al., 2018).

Esta menor sensibilidad al herbicida glifosato fue confirmada con los andlisis de inhibicién
enzimatica, coincidiendo con lo observado en el trabajo de Alarcén-Reverte et al. (2013) y Morran et al.
(2018), que también determinaron en E. colona, que la acumulacién de dcido shikimico es mayor en
poblaciones susceptibles que en resistentes. El 66% de las poblaciones de E. colona y E. chacoensis
(Figuras 1.12 y 1.15) tenian su ruta metabdlica inhibida y acumularon dcido shikimico. En E. crus-galli

este porcentaje fue del 40% (figura 1.13) y en E. oryzoides (figura 1.14) fue solo del 17% permitiendo
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discriminar los diferentes niveles de susceptibilidad al glifosato en diferentes poblaciones. Dicha
acumulacién con el tiempo (24 horas después de la aplicacién) en poblaciones susceptibles puede ser de
hasta més del doble de la concentracion de 4cido shikimico que en las poblaciones resistentes. A las 96

horas, estos valores de dcido shikimico pueden ser hasta cinco veces mayor.

El rango de niveles de resistencia reportados en Echinochloa en todo el mundo y entre las
poblaciones examinadas en este estudio puede reflejar el papel de los diferentes mecanismos que
contribuyen a la resistencia. Diferentes autores citan cambios o mutaciones de la enzima EPSPS en las
posiciones 102, 103 y 106 (Yu et al; 2015, Han et al; 2016; Perotti et al.; 2019; Garcia et al.; 2019). En
nuestros estudios no se encontraron cambios en las posiciones 102 y 103, pero si en la posicién 106. En
este sitio, las plantas con secuencia nativa presentan los codones CCA, que codifican para Prolina.
Estudios previos han demostrado que las sustituciones de aminoécidos en Pro 106 en el gen EPSPS
generalmente confieren un nivel bajo a moderado (2 a 4 veces) de resistencia al glifosato en muchas
especies de malezas (Kaundun et al., 2008, y revisado por Sammons y Gaines, 2014), confirmando lo

encontrado en este trabajo en las poblaciones de E. colona.

La mutacién comiinmente encontrada en la mayoria de las investigaciones en Echinochloa fue
la de Pro-106-Ser (Alarcén-Reverte et al., 2013; Han et al., 2016 y Morran et al., 2018); en nuestro
trabajo no observamos esa mutacién, pero si se identificd la mutacién Pro-106-Thr para Ec5 y Ec7
(Figura 2.1d y 2.1f), al igual que lo reportado por Han y colaboradores (2016) o Morran y
colaboradores(2018);la mayoria de las sustituciones se observan en el primer nucledtido de este codén
que resultan en cambios a Serina (TCA), Treonina (ACA) o Alanina (GCA), (Alcantara et al., 2016; Ng
et al., 2003 y Yu et al., 2007), aunque también se han reportado cambios en el segundo nucleétido del
codon, resultando en un cambio de Prolina a Leucina (CUA), (Collavo y Sattin, 2012) y solo un reporte
donde se observaron cambios en la segunda y tercera posicién, dando como resultado un cambio a
Histidina (Yanniccari et al, 2022). En nuestro trabajo, ademds, se logré determinar por primera vez una
sustitucién del aminodcido 106 que codifica para Gln o Glu en Ec4 (Figura 2.1c). Esta poblacién arroj6

los valores mas altos de IR de este trabajo (Tabla 1.2). En conjunto, nuestros resultados sugieren que uno
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de los mecanismos subyacentes a la resistencia de E. colona en Argentina es el tipo TSR, especificamente
basado en una mutacién puntual de EPSPS en la posicion 106, aunque el nivel de ploidia encontrado en
ambas especies podria generar el efecto de dilucién, alterando los factores de resistencia (Alarcén-

Reverte et al.; 2015).

Echinochloa colona es un alopoliploide y las lineas estudiadas aqui presentaron diferencias entre
las distintas poblaciones en su nivel de ploidia (Tabla 2.1). Tres poblaciones aqui estudiadas fueron
confirmadas como tetraploides, en coincidencia con poblaciones de E. colona de Arabia Saudita (Haroun
& Alotaibi, 2015) y Texas (EEUU) (Brown, 1950). Nuestros estudios también revelaron que dos de estas
poblaciones se determinaron como tetra y hexaploide, al igual que lo expuesto por Nadeem et al; 1994
en poblaciones de E. colona de Pakistan realizadas mediante andlisis citolégicos. Ambas especies son
autocompatibles y altamente autdgamas; sin embargo, se han reportado algunos cruces (1.4%) mediados
por el viento (Maun y Barrett 1986; Nguyen 2015). Otros autores aseguran que esa tasa de polinizacién

cruzada asegura el intercambio de genes (Salguero et al.; 2015).

Por ultimo, nuestro trabajo no revelé poblaciones solamente hexaploides, como si lo hicieron
autores como Mulligan (1961); Yabuno (1962); Michael, (1983); Hilu, (1994); Nakayama & Yamaguchi,
(1999); Asins et al. (1999); Morran et al. (2018); y Wu et al (2022) en distintas poblaciones de E. colona
en otros paises. En cuanto a Echinochloa crus-galli los andlisis citolégicos de la poblacién aqui estudiada
revelan que la misma es hexaploide (Tabla 1), en coincidencia con toda la bibliografia consultada
(Mulligan 1961; Yabuno 1962; Michael, 1983; Hilu, 1994; Nakayama & Yamaguchi, 1999; Ye et al.;

2020; Wu et al.; 2022).

Los organismos poliploides tienen multiples conjuntos de cromosomas como resultado de la
duplicacion del genoma completo, que puede ser causada, por ejemplo, por una divisién celular anormal.
En Echinochloa el nivel de ploidia suma un grado de complejidad donde, si existe homologia en las

mutaciones que confieren resistencia, esta serd de un factor mayor (Alarcén-Reverte et al.; 2015).

Sin embargo, los diferentes niveles de resistencia en cada poblacién y la presencia de plantas
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resistentes sin mutacidn confirmada, podria significar que estd involucrado mis de un mecanismo de
resistencia. Actualmente se estdn realizando mds experimentos, incluidos estudios de absorcién y

translocacién de glifosato y andlisis de los niveles de expresion del gen EPSPS.

La planta construye su forma a medida que avanza el desarrollo y se establecen las
ramificaciones (Barthélemy & Caraglio, 2007). Cuando se aplica un herbicida se crean condiciones
ambientales artificiales extremas negativas para el crecimiento y desarrollo de la vegetaciéon (Monquero,
2003; Rodriguez, 2004), por lo que una planta que sobrevive a la acciéon de un herbicida modifica su
comportamiento debido principalmente a la accidon ejercida por el herbicida sobre los meristemas

(Meusel et al., 1977).

Las poblaciones de ambas especies estudiadas presentan diferencias en su forma de crecimiento
sin la aplicacion de glifosato. La altura de la planta difiere entre especies y en este trabajo fue mayor en
E. colona (EC) que en E. crus-galli (ECG) (Tabla 3.4). Los valores de altura de planta estuvieron dentro
de los relevados por Flora Argentina (Zuloaga et al. 2003), pero mds bajos que los obtenidos por Masum
et al. (2022) en Bangladesh y en China por Xuli Hu et al. (2023), particularmente en ECG, pero similares
a las poblaciones medidas por Chauhan (2022) y Mahboobeh Mollaee et al, (2020) en Queensland,
Australia en EC, y mds altas que las obtenidas por Rui Liu (2022) en Texas para EC. En este experimento
el nimero de hojas (medidas en el tallo principal) fue mayor en EC que en ECG (Tabla 3.4) a diferencia
de Xuli Hu et al (2023) que encontré valores similares entre las dos especies al igual que Bagavathiannan

et al 2011 en poblaciones de ECG resistentes y susceptibles a propanil y clomazone en Arkansas.

El rendimiento de semillas de Echinochloa esta determinado principalmente por el nimero
efectivo de panojas, el nimero de granos por panojay el peso del grano. El nimero de granos por panoja
es un factor clave en la formacién de granos (Xuli Hu et al., 2023). En este estudio, la longitud de la
panoja fue mayor en EC que en ECG (Tabla 3.5), lo cual difiere de los hallazgos de Rui Liu (2022),
quien report6 una mayor longitud de panicula en ECG en comparacién con EC. Por otro lado, EC

presentd valores similares de semillas por planta respecto de ECG, en contraste con lo encontrado por
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Xuli Hu et al. (2023), quienes observaron que EC presenté un nimero mas bajo de semillas por planta
en comparaciéon con ECG (Tabla 3.5) y otras especies de Echinochloa. Sin embargo, el niimero de granos
por panoja fue menor en EC que en ECG (Tabla 3.5). En relacién al peso de mil semillas, EC presentd

valores menores que ECG (Tabla 3.5), similar a lo encontrado por Xuli Hu et al. (2023).

La floracion de las plantas presentd diferencias entre especies, EC floreci6 en promedio 31,4 dias
antes que la de ECG (Tabla 3.5), distinto de los encontrados por Rui Liu (2022) que observé valores
similares en los dias de floracién de las dos especies estudiadas. En otro estudio, Xuli Hu (2023),
encontré que ECG y otras especies de Echinochloa tuvieron periodos de crecimiento significativamente

mas largos que EC.

Evaluando las plantas aplicadas, en ECG todos los parametros se redujeron cuando se les aplico
glifosato, en el caso de EC 7 de 9 pardmetros fueron reducidos (Tabla 3.5). El niimero de panojas se
redujo en un 30% (EC) y un 48% (ECGQG), valores similares a los encontrados por Asaduzzaman y
colaboradores (2021) en poblaciones de EC en Australia. Los valores de produccién de semillas se

redujeron en un 61% en EC y en un 53% en ECG (Tabla 3.5).

Estas reducciones en la produccién de semillas también fueron observadas por Vila-Aiub y
colaboradores (2021) en una poblacién de E. indica de Australia. Dellaferrera (2013) observé también
una disminucién en la produccién de semillas en Parietaria debilis y Petunia axilaris cuando fueron
aplicadas con glifosato, sin embargo, aunque el nimero de semillas sea menor, esto asegura la
perpetuacién de las poblaciones menos susceptibles. Ademads, este mismo autor determiné que la
floracién en Petunia axilaris evidencié un adelanto con la aplicacion de este herbicida en comparacion

a las plantas sin aplicar.

Una ventana de floracién prolongada aumenta las oportunidades para el cruzamiento entre
diferentes poblaciones y especies de Echinochloa y puede tiene implicancias en la propagacion de
resistencia a herbicidas a través de flujo de genes mediados por polen. Aunque los miembros de

Echinochloa son autégamos y predominantemente autopolinizante, el cruzamiento ocasional ain podria
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suceder (Maun y Barrett 1986). Por ultimo, el comportamiento de crecimiento y el potencial de
produccién de semillas en estas poblaciones no tuvieron correlacién con el indice de resistencia al igual

que lo encontrado por Mahajan y colaboradores (2020).

Sin embargo, atin ante estas modificaciones las plantas sobrevivientes de las dos especies fueron
capaces de dejar descendencia y perpetuar asi los genotipos menos susceptibles, por lo cual es importante
el conocimiento de las mismas y la adopcién de un manejo integrado de malezas donde intervengan
técnicas de procesos (rotaciones, cultivos de cobertura, cultivares competitivos, espaciamiento de
siembra, etc.) y tecnologias de insumos (uso de preemergentes y posemergentes, mezclas, momentos,

utilizacion de adyuvantes, etc) a fin de reducir el nimero de semillas de estas de poblaciones resistentes.
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Conclusion general

El presente estudio sobre las poblaciones de Echinochloa, las diferencias entre las especies y
poblaciones y el efecto del glifosato sobre estas resulta en un aporte significativo a la comprensién de
las diferencias entre las mismas debido a las variaciones en las caracteristicas morfoldgicas y el

comportamiento de resistencia a glifosato.

Este estudio determina como resistentes al glifosato las poblaciones: Ec04, EcO7 y Ec14 de E.
colona, Ecg06, Ecg07, Ecgl4 y Ecgl6 de E. crus-galli, Eo02, Eo03, Eo04, Eo07 y Eo08 de E. oryzoides
y Ech02 de E. chacoensis. Las DLsy mds altas se presentaron en E. oryzoides, seguido de E. crus-galli.
En cambio, E. colona y E. chacoensis presentan valores moderados a bajos del factor de resistencia (FR).

Todas estdn poblaciones presentan supervivencias altas, las cuales aseguran su permanencia en el campo.

No se encontraron mutaciones en las posiciones 102 y 103, pero si en la posicién 106, la més
comun en Echinochloa. Las mutaciones encontradas en las poblaciones resistentes resultaron en un
cambio en la posicién Pro-106-Thr, ademads la poblacion Ec4 presentd la mutacién Pro-106-Gln y Pro-

106-Glu, las cuales no habian sido reportadas anteriormente en ninguna especie a nivel mundial.

El nivel de ploidia para las poblaciones estudiadas de E. colona arrojé que un 60% de las mismas
son tetraploides y un 40% son tetra y hexaploides, mientras que la poblacién estudiada de E. crus-galli

fue hexaploide.

Ambas especies presentan diferentes estrategias de crecimiento inicial, lo que determina que la
aplicacion de herbicida afecta en forma diferente a cada especie. Para Echinochloa colona a excepcién
del nimero de panojas y el peso de mil semillas, todos los pardmetros estudiados se vieron reducidos
cuando se aplicé el herbicida glifosato. Sin embargo, Echinochloa colona no modificé el tiempo de

floracién de las plantas aplicadas en relacién a las no aplicadas.

Las poblaciones de Echinochloa crus-galli aplicados con glifosato no se diferenciaron

estadisticamente de las poblaciones sin la aplicacién de este herbicida en los pardmetros de: largo de
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panoja, nimero de panojas y peso de mil semillas. Para el caso de espigas por espiguillas, espigas por
panoja y granos por planta si se presentaron diferencias entre las poblaciones aplicados y los no
aplicados. Todos estos pardmetros se redujeron cuando se aplicé el herbicida glifosato. En Echinochloa
crus-galli si se produjo un adelanto de la floracién cuando se aplicé el herbicida glifosato. Para las
especies estudiadas el comportamiento de crecimiento y el potencial de produccidn de semillas en estas

poblaciones no tuvieron correlacién con el indice de resistencia.
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