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I
RESUMEN

El conocimiento de la persistencia de herbicidas residuales en el suelo en esquemas de
control quimico de malezas es importante de cara a racionalizar su uso y minimizar el
impacto ambiental de su utilizaciéon. A pesar del amplio uso de herbicidas residuales
inhibidores de la enzima ALS en los sistemas agricolas del noroeste (NO) bonaerense, es
escaso el conocimiento acerca de la persistencia y los efectos de la aplicacion en
secuencia sobre los cultivos de la rotacion. El objetivo general de esta tesis fue detectar y
cuantificar la persistencia de herbicidas residuales de la familia de la Acetolactato Sintasa
(ALS) y su incidencia en la productividad de cultivos de soja (Glycine max L.) y colza
(Brassica napus L.) en el NO bonaerense, con el fin de racionalizar su uso y morigerar
sus efectos en el tiempo. Los aspectos estudiados en esta tesis se divieron en tres
secciones. Asi, la primera seccion abarco aspectos relacionados al estudio en campo y
mediante bioexperimentos del efecto de la aplicacion secuencial de herbicidas residuales
inhibidores de la ALS (metsulfurén, 60 %, 10 g.p.f.ha™!'; metsulfurén/clorsulfurén, 12,5
%/ 62,5 %, 15 g.p.f.ha’!; imazetapir, 10 %, 1000 cc.p.f.ha™!; clorimurén, 25 %, 80 g.p.f.ha”
I; diclosulam, 84 %, 30 g.p.f-ha!) sobre el cultivo de soja y colza. En la segunda seccidn,
se estudio mediante la realizacion de bioexperimentos con girasol (Helianthus annus L.),
el tipo de interacion generada (aditiva, sinérgica o antagonica) por efecto de la aplicacion
secuencial de herbicidas residuales inihibidores de la ALS (metsulfuron, 60 %, 10
g.p.fha’l; imazetapir, 10 %, 1000 cc.p.fha’!; clorimurén, 25 %, 80 g.p.f.ha’!; diclosulam,
84 %, 30 g.p.fha!) que pudieran potenciar la residualidad sobre los cultivos sensibles
que contintien en la rotacion. Por tiltimo, en la tercera seccion se determind la residualidad
fitototoxica de diferentes ingredientes activos herbicidas inhibidores de la ALS
(metsulfurén, 60 %, 10 g.p.f.ha'; metsulfurén/clorsulfurén, 12,5 %/ 62,5 %, 15 g.p.fha”
) sobre el cultivo de soja mediante la realizacién de bioexperimentos para las
condiciones edafoclimaticas de la region NO bonaerense. Los resultados obtenidos
indican que la superposicion de herbicidas residuales inhibidores de la ALS aplicados
durante el periodo de barbecho quimico previo a la siembra del cultivo de soja, no afecto
el establecimiento, el crecimiento, el desarrollo y la produccion en grano del cultivo de
soja que siguid en la rotacion. Las propiedades edéficas del sitio experimental y las
condiciones de precipitaciones ocurridas durante el periodo experimental luego de la

aplicaciéon de los herbicidas residuales ALS, permiten inferir que favorecieron la



disipacion de los mismos con lo que no se genero6 un efecto fitotoxico sobre el cultivo de
colza que continuo en la rotacion. Los bioexperimentos permitieron detectar
concentraciones bioldgicamente activas de herbicidas residuales ALS en el suelo. No
obstante, los resultados obtenidos mediante los bioexperimentos no coincidieron con las
respuestas del cultivo de soja en campo. La interaccion generada por la acumulacion de
ingredientes activos de herbicidas residuales inhibidores de la enzima ALS en el suelo
fue de tipo aditiva. El tiempo necesario entre la aplicacion de metsulfuron y la ausencia
de fitotoxicidad en soja fue de 60 dias, mientras que para metsulfuron/clorsulfurén, el
tiempo necesario fue 120 dias. Los resultados obtenidos en esta tesis brindan informacioén
acerca de la persistencia de herbicidas ALS en un suelo del NO de la provincia de Buenos
Aires y como la aplicacion en secuencia de herbicidas residuales del grupo de los ALS
incide en el comportamiento de los cultivos en rotacion agricola en la region.

Palabras claves: malezas, residualidad, fitotoxicidad, apilamiento, bioexperimentos.



II
ABSTRAC
The knowledge of the persistence of residual herbicides in the soil in chemical weed
control schemes is important to rationalize their use and minimize the environmental
impact of their use. Despite the extensive use of residual herbicides inhibitors of the ALS
enzyme in the agricultural systems of the northwest (NW) of Buenos Aires, knowledge
about the persistence and the effects of sequential application on rotation crops is scarce.
The general objective of this thesis was to detect and quantify the persistence of residual
herbicides of the Acetolactate Sintasa family (ALS) and its incidence on the productivity
of soya (Glycine max L.) and rape (Brassica napus L.) crops in the NW of Buenos Aires,
in order to rationalize its use and to moderate its effects over time. The aspects studied in
this thesis were divided into three sections. Thus, the first section covered aspects related
to the field and bioexperiments study of the effect of the sequential application of residual
herbicides inhibitors of ALS (metsulfuron, 60%, 10 g.p.fha'! metsulfuron /
chlorsulfuron, 12.5% / 62.5% , 15 gp.fhal, imazetapyr, 10%, 1000 cc.p.fha’,
chlorimuron, 25%, 80 g.p.f.ha!, diclosulam, 84%, 30 g.p.fha™!) on the cultivation of
soybean and rapeseed. In the second section, it was studied through the realization of
bioexperiments with sunflower (Helianthus annus L.), the generated type of interaction
(additive, synergistic or antagonistic) due to the sequential application of residual
herbicides inhibitors of ALS (metsulfuron, 60%, 10 g.p.f.ha!, 15 g.p.fha’!, imazetapyr,
10%, 1000 cc.p.f.ha!, chlorimuron, 25%, 80 g.p.f.ha’!, diclosulam, 84%, 30 g.p.fha™)
that could enhance the residual on sensitive crops that continue in the rotation. Finally, in
the third section the phytotoxic residuality of different residual herbicidal active
ingredients ALS (metsulfuron, 60%, 10 g.p.fha™!, metsulfuron / chlorsulfuron, 12.5% /
62.5% , 15 g.p.f.ha’!) was determined on the soybean crop by performing bioexperiments
for edaphoclimatic conditions of the NO region of Buenos Aires. The results obtained
indicate that the superposition of residual ALS herbicides applied during the period of
chemical fallow prior to the planting of the soybean crop, did not affect the establishment,
growth, development and grain production of the soybean crop that followed in the
rotation. The edaphic properties of the experimental site and the climatic conditions that
occurred during the experimental period after the application of the residual ALS
herbicides, allow to infer that they favored the dissipation of the same, which did not
generate a phytotoxic effect on the rapeseed crop that continued in the rotation. The

bioexperiments allowed to detect biologically active concentrations of residual ALS



herbicides in the soil. However, the results obtained through the bioexperiments did not
coincide with the responses of soybean cultivation in the field. The interaction generated
by the accumulation of active ingredients of residual herbicides inhibitors of the ALS
enzyme in the soil was of the additive type. The time required between the application of
metsulfuron and the absence of phytotoxicity in soybeans was 60 days, while for
metsulfuron / clorsulfuron, the time required was 120 days. The results obtained in this
thesis provide information about the persistence of ALS herbicides in a soil of the NO of
the province of Buenos Aires and how the sequential application of residual herbicides of
the ALS group affects the behavior of crops in agricultural rotation in the region.

Keywords: weeds, residuality, phytotoxicity, stacking, bioexperiments.
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1. PLANTEO TEORICO

Los sistemas de produccion de cultivos extensivos del noroeste (NO) de la
provincia de Buenos Aires estan caracterizados, generalmente, por un sistema de labranza
cero (siembra directa), la utilizacion de cultivares de soja resistentes al herbicida glifosato
y el uso intensivo de este principio activo (Frene, 2014). En ausencia de labranzas, las
labores mecanicas destinadas al control de malezas se reemplazan por herbicidas (Frene,
2014). Es por ello, que en estos sistemas es necesaria la realizacion de barbechos quimicos
previo a la siembra del cultivo que continua en la rotacion (Reddy et al, 1999). El
barbecho quimico es la etapa que precede al cultivo e incluye el periodo comprendido
entre el primer tratamiento con herbicidas posterior a la cosecha del cultivo antecesor y
la siembra del cultivo sucesor en la rotacion (Norris, 1996). La base del control quimico
en el barbecho estd constituida por herbicidas no selectivos (ej.: glifosato o paraquat),
acompafiados por herbicidas de accion hormonal (ej.: 2,4 D, picloram, dicamba,
fluroxipir) y compuestos de accion residual (Frene, 2014).

Dentro de los herbicidas residuales empleados en el periodo de barbecho quimico,
los herbicidas inhibidores de la enzima acetolactato sintasa (ALS) son los mas utilizados
por su efectividad en el control de malezas, bajo costo y media a larga persistencia en el
suelo (Brown, 1990). La existencia de cultivos resistentes a herbicidas ALS, las bajas
dosis de aplicacion y la baja toxicidad en mamiferos contribuyeron a realizar un uso
excesivo de estos herbicidas (Brown, 1990; Vencill, 2002). Bajo determinadas
condiciones edafoclimaticas algunos herbicidas inhibidores de la ALS (o sus
metabolitos), pueden persistir en el suelo en las siguientes estaciones de crecimiento
(Cantwell et al., 1989; Goetz et al., 1990; Hill et al., 1998). Esta persistencia prolongada
puede potencialmente dafar a los cultivos sensibles que continian en la rotacion (Loux
et al., 1989; Barnes y Lavy, 1991; Monks y Banks, 1991; Kotoula-Syka et al., 1993a;
Kotoula-Syka et al., 1993b; Junnila et al., 1994; Moyer, 1995; Moyer y Esau, 1996;
Onofri, 1996; Cobucci et al., 1998; O’Sullivan et al., 1998; Battaglin et al., 2000; Moyer
y Hamman, 2001; Alonso-Prados ef al., 2002; Alister y Kogan, 2005; Schoenau et al.,
2005; Poienaru y Sarpe, 2006; Szmigielski et al., 2011; Bedmar y Gianelli, 2014).

A su vez, un aspecto que cobra cada vez mds importancia es la superposicion o
apilamiento (“stacking”) de herbicidas en el suelo por el uso continuado (Shaw y Wixson,
1991; Moyer y Hamman, 2001; Johnson et al., 2005; Geisel, 2007; Robinson, 2008). Este
apilamiento puede incrementar paulatinamente los problemas de persistencia que pueden

resultar en situaciones de fitotoxicidad aditiva (el efecto del apilamiento de dos o mas



herbicidas es similar a la suma de sus efectos individuales) o sinérgica (el efecto del
apilamiento de dos o mas herbicidas es superior a la suma de sus efectos individuales)
sobre los cultivos de la rotacion (Nash, 1981; Johnson et al., 2005).

El conocimiento de la persistencia de herbicidas residuales en el suelo en
esquemas de control quimico de malezas es importante de cara a racionalizar su uso y
minimizar el impacto ambiental de su utilizacioén. Los periodos de residualidad varian en
funcién del herbicida, el tipo de suelo, las condiciones climaticas post-aplicacion y la
sensibilidad de la especie considerada (Gianelli et al., 2011; Bedmar y Gianelli, 2014).
Por tal motivo, los valores determinados de persistencia pueden variar sustancialmente
entre regiones, anos y cultivos, por lo que es de fundamental importancia generar
informacion para cada region en donde se pretenda establecer la persistencia de un
herbicida en el ambiente (Bedmar y Gianelli, 2014).

A pesar del amplio uso de herbicidas residuales inhibidores de la enzima ALS en
los sistemas agricolas del NO bonaerense, es escaso el conocimiento acerca de la
persistencia y los efectos de la aplicacion en secuencia sobre los cultivos de la rotacion.

En este contexto, resulta importante determinar la persistencia y cémo la
aplicacion en secuencia de herbicidas residuales del grupo inhibidores de la ALS incide
en el comportamiento de los cultivos en rotacion agricola en la region, a fin de racionalizar

su uso regional.

1.1. En base al planteo tedrico establecido se proponen las siguientes hipétesis:

A. La aplicacion secuencial de herbicidas residuales ALS previo a la siembra del
cultivo de soja (Glycine max L.) genera efectos fitotdoxicos que afectan el
establecimiento, crecimiento y produccion de grano sobre el cultivo de soja que
continta en la rotacion.

Prediccion: La aplicacion secuencial de herbicidas residuales ALS en barbecho
quimico disminuye el nimero de plantas emergidas, crecimiento y produccion en

grano del cultivo de soja.

B. La aplicacion secuencial de herbicidas residuales ALS durante el periodo de
barbecho (previo a la siembra de soja) afecta los cultivos sensibles sembrados un

afo después que suceden en la rotacion.



Prediccion: La aplicacion secuencial de herbicidas residuales ALS en barbecho
quimico de soja disminuye el numero de plantas emergidas, crecimiento y

produccion en grano del cultivo de colza sembrado un afio después de la aplicacion.

C. La aplicacion secuencial de herbicidas residuales ALS produce interacciones entre

1.2.

los residuos generados por los mismos.
Prediccion: La interaccion producida por la acumulacion de activos residuales ALS

en el suelo es de tipo aditiva.

Objetivo general

Detectar y cuantificar la persistencia de herbicidas residuales de la familia de la

Acetolactato Sintasa (ALS) y su incidencia en la productividad de cultivos de soja y colza

en el NO bonaerense, con el fin de racionalizar su uso y morigerar sus efectos en el

tiempo.

1.3.

Objetivos especificos

. Determinar el efecto de la aplicacion en secuencia de herbicidas residuales

inhibidores de la enzima ALS (durante el periodo de barbecho quimico), sobre el
establecimiento, crecimiento y produccion de grano de soja en lotes productivos

del NO Bonaerense.

. Evaluar el efecto de la aplicacion en secuencia de herbicidas residuales

inhibidores de la enzima ALS (pulverizados durante el barbecho quimico previo
al cultivo de soja de primera), sobre el establecimiento, crecimiento y produccion

de grano de colza sembrada luego de la cosecha del cultivo de soja de primera.

. Determinar la eficiencia del uso de bioexperimentos como metodologia de

diagnostico de residuos herbicidas inhibidores de la enzima ALS a los efectos de

corroborar los resultados obtenidos en condiciones de campo.

. Determinar mediante la realizacion de bioexperimentos si la presencia de residuos

de herbicidas residuales ALS genera efectos fitotoxicos interactivos aditivos,
sinérgicos 0 antagdnicos que potencien la residualidad sobre los cultivos de la

rotacion.



E. Determinar la persistencia fitotoxica para la region de metsulfuron y
metsulfurén/clorsulfuron mediante la manifestacion de fitotoxicidad mediante

bioexperimentos en soja.
1.4. Estructura de la tesis

Los aspectos estudiados en esta tesis se divieron en tres secciones detallados en el
diagrama de la figura 1.

Asi, la primera seccion abarcd aspectos relacionados al estudio en campo y
mediante bioexperimentos del efecto de la aplicacion secuencial de herbicidas residuales
inhibidores de la ALS sobre el comportamiento de cultivos de la rotacion agricola en la
region. En la segunda seccion, se estudio el tipo de interacion generada (aditiva, sinérgica
o0 antagdnica) por efecto de la aplicacion secuencial de herbicidas residuales inhibidores
de la ALS, que pudieran potenciar la residualidad sobre los cultivos sensibles que
continten en la rotacion. Por tltimo, en la tercera seccidn se determind la residualidad
fitototoxica de diferentes ingredientes activos residuales inhibidores de la ALS sobre soja
mediante la realizacion de bioexperimentos para las condiciones edafoclimaticas de la

region NO bonaerense.
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Figura 1. Esquema de trabajo abordado en el marco téorico y experimental del estudio.



2. LOS HERBICIDAS INHIBIDORES DE LA ENZIMA ALS EN LOS
SISTEMAS AGRICOLAS EXTENSIVOS

2.1. Clasificacion y modo de accion

Este grupo de herbicidas actia inhibiendo la accidon de la enzima cloroplastica
acetolactato sintasa (ALS) que participa de la sintesis de aminoacidos esenciales como
valina, leucina e isoleucina, conocidos como aminoacidos de cadena ramificada (Brown,
1990; Hall et al., 1999; Whitcomb, 1999; Tan et al., 2006; Zhou et al., 2007; Arregui y
Puricelli, 2008; Shaner, 2014). Pueden ser absorbidos a través del follaje o las raices y
tienen una gran movilidad en el interior de las plantas (Arregui y Puricelli, 2008). Esto
proporciona el control de malezas emergidas, y también el control de malezas que
emergeran luego de la aplicacion de los mismos (Vencill, 2002). Estos herbicidas fueron
rapidamente adoptados para su uso en cultivos extensivos dado su amplio espectro y
persistencia en el suelo (Brown, 1990) e incluyen las familias quimicas de las
sulfonilureas (Blair y Martin, 1988; Brown, 1990), las imidazolinonas (Shaner et al.,
1984), las triazolopirimidinas (Jabusch y Tjeerdema, 2008) y las sulfonil amino carbonil
triazolinonas (Whitcomb, 1999; Vencill, 2002; Shaner, 2014). Su mecanismo de accion
le permite controlar un amplio espectro de malezas latifoliadas y gramineas, tanto anuales
como perennes (Cole ef al., 2000) y constituye uno de los grupos de herbicidas mas
difundidos a nivel mundial y con mayor cantidad de ingredientes activos disponibles en
el mercado (Cole ef al., 2000).

La versatilidad de uso de los herbicidas inhibidores de la enzima ALS permite que
puedan aplicarse en periodos de barbecho, en preemergencia y post-emergencia de
diferentes cultivos (Shanner, 2014; Vigna et al., 2014).

Los sintomas tipicos en plantas sensibles incluyen la anulacion o reduccion del
crecimiento (Arregui y Puricelli, 2008), enrojecimiento de nervaduras, clorosis y necrosis
foliar y en algunos casos se puede llegar a la muerte de las plantas (Pinto de Carvahlo et
al., 2009). La tolerancia de algunas especies se debe a la rapida metabolizacion de estos
herbicidas a formas inactivas (Brown, 1990). Dada la alta tasa de toxicidad de los
herbicidas ALS sobre las plantas sensibles, las dosis de aplicacion son notablemente

bajas, generalmente entre 3 a 150 g.i.a.ha™! (Senseman, 2007).



2.2. Caracteristicas de los activos herbicidas utilizados

2.2.1. Imazetapir (C;sH9N303)

Es un herbicida de uso pre y post-emergente selectivo y con accidn residual para
alfalfa (Medicago sativa L.), arveja (Pisum sativum L.), maiz (Zea maiz L.) tolerante a
imidazolinonas (CL), mani (4Arachis hypogaea L.) y soja (Hart et al., 1991; Arregui y
Puricelli, 2016). Controla malezas de hojas anchas y gramineas anuales y perennes
(Ayeni, 1990, 1991, 1992; Hart et al., 1991; Ayeni y Oyekan, 1992). La tolerancia del
cultivo de soja a imazetapir ha sido demostrada por Cole et al. (1989), Krausz et al. (1992)
y Krausz y Young (2001).

2.2.2. Metsulfuron (C14H5N506S)

Es un herbicida que actia en pre y post-emergencia de las malezas. Registrado
para ser utilizado en barbecho quimico, en trigo (7riticum aestivum L.) y en cebada
(Hordeum vulgare L.) para el control de malezas de hoja ancha (Bedmar et al., 2006;
CASAFE, 2019). En trigo y cebada, ademds de ser utilizado previo a la siembra del
cultivo, es posible utilizarlo en post-emergencia (desde inicio de macollaje a inicio de

encafazon) (Bedmar et al., 2006).

2.2.3. Clorsulfuron (Ci2H12CIN504S).

Es un ingrediente activo formulado comercialmente junto al herbicida
metsulfurdn, registrado para el control en pre y post-emergencia con accion residual de
malezas de hoja ancha en el cultivo de trigo y en barbechos quimicos de lotes destinados
a variedades de soja identificadas como tolerantes a sulfonilureas (STS) (Vigna et al.,
2014). En variedades de soja sensibles (no STS), se indica un periodo de 150 dias con
una acumulacion de 250 mm de lluvia entre la aplicacion del ingrediente activo y la
siembra para que no se detecte fitotoxicidad (Vigna ef al., 2014). A su vez, se establece
que el uso de este producto debe restringirse a suelos con pH 6 o menores, un contenido
de arena de 15 % como méaximo y un minimo de 2,5 % de materia orgénica (Bedmar y

Gianelli, 2014).

2.2.4. Clorimuron (C15sH15CIN4OgS).
Es un herbicida pre y post-emergente para el control de malezas de hoja ancha en

el cultivo de soja y pasturas (Green ef al., 1988; Baughtman et al., 1996). Se lo utiliza



frecuentemente en barbechos quimicos previo a la siembra del cultivo de soja, a pesar de
no tener registro para este momento (Vigna et al., 2014). Es un herbicida selectivo para
soja y la tolerancia ha sido demostrada previamente sobre distintos cultivares (Wilcut et

al., 1989; Moseley et al., 1993).

2.2.5. Diclosulam (C13H10CLFN503S).

Es un herbicida selectivo para el control de malezas de hoja ancha y gramineas
anuales en el cultivo de soja y mani (Arregui y Puricelli, 2016). En soja puede ser utilizado
en pre-siembra, preemergencia y post-emergencia del cultivo (Vigna et al., 2014).

Tabla 1. Propiedade fisicas y quimicas de herbicidas utilizados. Solub.: solubilidad en agua; Koc:
coeficiente de particion en carbono organico, GUS: indice de Gustasfon; pKa: constante de ionizacion.

. Peso Vida Presion  Potencial de

Ingrediente Solub. ) o

) Molecular media Koe  de vapor lixiviacion  pKa
activo (mg 1) .
(g mol™) (dias) (mPa)  (Indice GUS)

Imazetapir 1400 289,3 60-90 52 1,33x10 6,19 2,10
Metsulfurén 2790 381,4 30 12 1,4x10® 3,99 3,75
Clorsulfuron 12500 357,8 160 36,3 3,6x10° 4,17 3,40
Clorimurén 1200 414,8 40 106 4,7x107 3,16 4,20
Diclosulam 6,32 406,22 30-65 90 6,7x1071° 3,46 4,00

2.3. Persistencia edafica de herbicidas residuales inhibidores de l1a ALS

Los herbicidas residuales son compuestos que impiden la emergencia de las
malezas debido a la persistencia de sus residuos fitotoxicos en el suelo (Helling, 2005;
Bedmar y Gianelli, 2014). Bajo determinadas condiciones ambientales o por un uso
indebido, estos herbicidas pueden prolongar su actividad mas alla del cultivo o barbecho
afectando los cultivos sensibles que continlian en la rotacion (Wiese et al., 1988; Hall et
al., 1999; Vencill, 2002). Pinto de Carvalho et al. (2009) consideran que los dafios
fitotoxicos pueden ser estructurales (clorosis, necrosis, epinastia, retorcimiento de hojas)
o fisiologicos (eficiencia en el uso de la radiacion, intercepcion de radiacion) que causan
reduccion de la tasa de crecimiento. A su vez, distintos trabajos indican que determinados
herbicidas con accion residual pueden afectar el proceso de fijacion bioldgica del
nitrégeno (FBN) (De Felipe ef al., 1987; Fernandez-Pascual et al., 1988; Pozuelo ef al.,
1989; Fernandez-Pascual ef al., 1992). En este sentido, Pozuelo et al., 1989, trabajando

con herbicidas como linurdn, simazina, trifluralina, alaclor y metribuzin informaron



diferencias en el efecto sobre la FBN segun el ingrediente activo, familia quimica y dosis
de herbicida empleada.

En otros estudios Edwards y Purcell (2005) determinaron leves efectos de
fitotoxicidad sobre la RFAi acumulada por el cultivo por aplicaciones de herbicidas
postemergentes en etapas iniciales, con reducciones entre el 2 y 5%.

El dafio en los cultivos podria ser explicado por la intensidad de uso (Krausz et
al., 1992; Prostko et al., 1996; Hart y Roskamp, 1998), por la persistencia e interaccion
en el suelo (Geisel, 2007), por la sensibilidad de los cultivos (Al-Khatib y Peterson, 1999;
Helling, 2005), por el uso de dosis mayores a las recomendadas (Krawsz et al., 1992), y/o
por las condiciones ambientales post-aplicacion (Maurice, 2005).

La sensibilidad a los residuos de herbicidas inhibidores de la ALS varia con las
especies cultivadas (Ball ef al., 2003; Greendland, 2003; Alister y Kogan, 2005; Young
etal.,2003; Bedmar et al., 2006) e incluso con los cultivares dentro de una misma especie
(Rabaey y Harvey, 1997). Las respuestas de los cultivos estan relacionadas
intrinsecamente con la selectividad respecto a la molécula del herbicida (Pinto de
Carvalho et al., 2009), existiendo diferencias muy importantes en el metabolismo de la
misma (Cole, 1994).

Existen numerosos antecedentes sobre la persistencia de estos herbicidas
residuales ALS en el suelo tanto en el extranjero como en nuestro pais (Moyer et al.,
1990; Adcock y Banks, 1991; Loux y Reese, 1993; Nelson y Renner, 1998; Soltani et al.,
2004; Edwards y Purcell, 2005; Johnson ef al., 2002; Bedmar ef al., 2006; Vigna et al.,
2006; Bellingeri et al., 2009; Salamanco, 2011; Bedmar y Gianelli, 2014).

Se ha demostrado que la vida media de metsulfuron en suelos superficiales
incubados bajo condiciones de temperatura y humedad uniformes en ocho lugares del
Reino Unido oscilé entre 23 y 73 dias (Walker ef al., 1989). James et al. (1995)
informaron que la vida media de metsulfuron vari6 de 8 a 36 dias en Nueva Zelanda.

En Argentina, Bedmar ef al., (2005), en un trabajo realizado en Balcarce (Buenos
Aires), sobre un suelo franco con un contenido de materia organica de 5,8 % y pH 5,4
determinaron que el tiempo entre la aplicacion de metsulfurén (7 g.p.fha™) y la ausencia
de fitotoxicidad fue de 26 a 44 dias en soja. Salamanco (2011), en Balcarce (Buenos
Aires) sobre un suelo franco con un contenido de materia organica de 6,3% y pH 5,5
determin6d que fueron necesarios entre 42 y 133 dias para no observar sintomas de
fitotoxicidad en soja luego de la aplicacion de metsulfurén (7 y 14 g.p.fha). Bellingeri

et al., (2009) en un estudio realizado en Balcarce (Buenos Aires) sobre un suelo franco



con un contenido de arcilla de 24 %, materia organica de 5,7 % y pH 6,3 determinaron
que fueron necesarios 153 dias en girasol entre la aplicacion de la formulacién comercial
de metsulfuron/clorsulfurén (1,9 /4,8 gy 3,8/ 18,8 g) y la ausencia de fitotoxicidad, en

tanto no hubo efectos perjudiciales en soja.

2.4. Interaccion por aplicacion secuencial de herbicidas residuales inhibidores de
la ALS

La dindmica de degradacion que presentan los herbicidas metsulfuron (Paul et al.,
2009), clorimurén, imazetapir (Mills y Witt, 1989; Goetz et al., 1990), diclosulam
(Zabick et al., 2001) y clorsulfuron, sumado a las aplicaciones en secuencia, pueden
causar un incremento potencial de los residuos de herbicidas y de la fitotoxicidad sobre
cultivos sensibles (Szmigielski ef al., 2011).

El efecto de dos o mas herbicidas puede ser aditivo si las respuestas observadas
en el cultivo sensible son similares a la suma de dafios individuales cada herbicida.
Asimismo, el efecto puede ser sinérgico si el dafio observado es mayor que los dafios
conjuntos esperados por cada herbicida individual. Existe una interaccion antagonica si
el dafio total observado es menor que la esperada a aquella obtenida por el dafio individual
de cada herbicida (Colby, 1967). Debido a que la mayoria de los herbicidas ALS tienen
propiedades residuales, existe el potencial de generar interacciones entre ingredientes
activos cuando son aplicados en forma secuencial (Szmigielskiet ef al., 2011).

Existen estudios que dan cuenta de estos efectos interactivos (Johnson ef al., 2005;
Panaggio, 2018). Distintos antecedentes han determnado la existencia de interacciones
entre herbicidas y/o entre herbicidas e insecticidas (Zhang et al., 1995; Kapusta y Krausz,
1992; Diehl et al., 1995) con efectos fitotoxicos sobre los cultivos. Asi, Askew et al.
(1999) determinaron diferencias en la fitotoxicidad en soja en funcion de la combinacién
de herbicidas aplicados en pre-siembra y post-emergencia. Otros estudios demostraron
una mayor fitotoxicidad sobre soja por aplicaciones en secuencia en preemergencia y
post-emergencia (Shaw et al., 1999), o por consociaciones de herbicidas inhibidores de
la ALS (Simpson y Stoller, 1996) respecto de aplicaciones de cada herbicida por
separado. Vidrine et al. (2002) demostraron la existencia de dafios por aplicaciones en
post-emergencia de herbicidas inhibidores de la ALS, con lo cual la utilizaciéon de
herbicidas de igual mecanismo de accion durante el periodo de barbecho podria
incrementar los dafios sobre el cultivo debido a que comparten las rutas metabdlicas de

detoxificacion. Sin embargo, en numerosos casos, los efectos fitotoxicos por estos
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herbicidas no se traducen en mermas del rendimiento (Krausz ef al., 1992; Krausz et al.,
1994; Corrigan y Harvey, 2000). A su vez, existen antecentes de efectos fitotdxicos
interactivos en otras especies. Asi, Moyer y Hamman (2001), informaron que residuos de
sulfosulfurén combinado con imazetapir o metsulfurdn o triasulfuron mostraron efectos
aditivos en remolacha azucarera (Beta vulgaris L.). Johnson et al. (2005) encontraron que
la aplicacion de un herbicida inhibidor de la ALS puede predisponer al cultivo sucesor en
la rotacidn a niveles mas altos de fitotoxicidad por la aplicacion post-emergente de otro
herbicida inhibidor de la ALS.

Las interacciones de imazametabenz, flucarbazone, sulfosulfurén y florasulam en
combinacion con imazamox/imazetapir en suelos del oeste de Canada fueron investigados
en bioexperimentos (Geisel, 2007) y en condiciones de campo (Geisel et al., 2008). En
los bioexperimentos, los suelos se trataron con herbicidas individuales y en combinacion,
midiendose el efecto sobre la inhibicion de longitud de la raiz principal de mostaza
(Brasicca nigra L.). En dichos estudios se determino la presencia de interacciones
aditivas en la longitud de la raiz. En los experimentos en campo los herbicidas se
aplicaron secuencialmente en el transcurso de dos afios, registrandose el efecto sobre la
longitud de la raiz principal de mostaza en el tercer afio (Geisel et al., 2008). Estos autores

determinaron interacciones aditivas en la variable analizada (Geisel ef al., 2008).

2.5. Persistencia y efecto sobre cultivos sensibles que contintian en la rotacion

Distintos estudios han detecado persistencia en el suelo de herbicidas
pertenecientes a los inhibidores de la ALS después de un afio de la aplicacion (Moyer et
al., 1990; Monks y Banks 1991; Moyer y Esau, 1996; O’Sullivan et al., 1998; Renner et
al., 1998; Ball et al., 2003).

De acuerdo con el cultivo sucesor, la superposicion de herbicidas residuales
inhibidores de la ALS puede causar dafio a las plantas y afectar negativamente los cultivos
que siguen en la rotacion (Ball ef al., 2003). En este sentido, Moyer y Esau (1996), en un
estudio en Alberta (Canada), observaron que imazetapir provoca disminucion del
rendimiento en colza hasta dos afios después de aplicado. En Ontario (Canada), en un
estudio de cinco afios se evalud el efecto de los residuos generados por la aplicacioén en
soja de imazetapir sobre los cultivos de la rotacion (O’Sullivan et al., 1998). En dicho
trabajo, el rendimiento de colza fue reducido por efecto del herbicida en dos de los tres

afos en que se cultivo después de un afo de aplicado el herbicida. El grado de reduccion
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del rendimiento de colza estuvo influenciado por el pH y por el contenido de humedad
del suelo, en tanto no hubo disminucién de rendimiento luego de dos afios de aplicado el

herbicida (O’Sullivan et al., 1998).

2.6. Factores que afectan la residualidad de herbicidas en el suelo

El grado por el cual un herbicida puede persistir y causar dafio en los cultivos
sensibles que contintian en la rotacion es influenciado por propiedades del suelo, factores
climaticos y propiedades del herbicida (Beckie y McKercher, 1989; Walker, 1991;
Newson y Shaw, 1992; Streibig et al., 1995; Moyer y Hamman, 2001; Shaner y Hornford,
2005; Bedmar y Gianelli, 2014).

2.6.1. Propiedades eddficas.

Existen varios estudios que muestran la influencia de las propiedades del suelo en
la persistencia de herbicidas residuales inhibidores de la ALS (Joshi et al., 1985; Smith y
Hsiao, 1985; Beckie y McKercher, 1989; Goetz ef al., 1989; Brown, 1990; Cobucci et al.,
1998; Castro et al., 2002; Ball et al., 2003). La posibilidad de generar perjuicios en los
cultivos sensibles que contintian en la rotacion disminuye con el aumento del contenido
de material organica (Smith y Hsiao, 1985; Goetz et al., 1989; Mangels, 1991; Castro et
al., 2002). Por otro lado, los suelos de textura fina a media poseen mayor potencial para
retener herbicidas que los suelos de textura gruesa a media y por lo tanto mayor es la
probabilidad de que se produzcan problemas de fitotoxicidad (Anderson, 1985; Anderson
y Barret, 1985; Bedmar y Gianelli, 2014). La respuesta al pH de los herbicidas inhibiores
de la ALS difiere segun la familia quimica empleada (Anderson y Barret, 1985; Goetz et
al., 1989; Sarmah y Sabadie, 2002). En este sentido, la persistencia de herbicidas
sulfonilureas se incrementa con el aumento del pH de suelo (Walker y Brown 1983; Joshi
et al., 1985; Smith y Hsiao, 1985; Beckie y McKercher, 1989; Goetz et al., 1989; Brown,
1990; Ravelli et al., 1997; James et al., 1999; Castro et al., 2002; Vischetti et al., 2002;
Bedmar y Giannelli, 2014). La degradacion quimica y microbiana de los herbicidas de la
familia de las sulfonilureas es por lo general mas lenta por encima de pH 6-7 (Bedmar y
Gianelli, 2014). Aquellos factores que incrementan la actividad microbiana tales como
altas temperaturas y adecuada humedad del suelo, incrementan las tasas de disipacion de
los herbicidas en el suelo (Beyer et al., 1988; Beckie y McKercher, 1989; Cantwell et al.,
1989; Goetz et al., 1990; Lehmann ef al., 1993; Loux y Reese, 1993; Flint y Witt, 1997,

Vencill, 2002) y disminuyen los riesgos por fitotoxicidad.
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2.6.2. Condiciones climdticas.

Respecto a los factores climaticos, las precipitaciones son un factor importante
que influye en la actividad de los herbicidas inhibidores de la enzima ALS en el suelo
(Anderson, 1981, 1985; Shipitalo et al., 1990; Oppong y Sagar, 1992; Sigua et al., 1993;
Isensee y Sadeghi, 1994; Shin et al., 1998; James et al., 2004). En este sentido, Shin et
al. (1998), determinaron una disminucion en los residuos fitotoxicos de sulfonilureas en

los sitios experimentales que recibieron elevadas precipitaciones durante el experimento.

2.6.3. Propiedades del herbicida.

Las principales propiedades del herbicida que influyen sobre su persistencia son
la solubilidad en agua, la adsorcion al suelo, la presion de vapor y la susceptibilidad de la
molécula a la alteracion o degradacion quimica o microbiana (Bedmar y Gianelli, 2014).
Los activos herbicidas residuales inhibidores de la ALS aqui utilizados tienen una elevada
solubilidad, bajo Koc y vida media moderada a alta, con un alto potencial de lixiviacion
(Lewis et al., 2016). Otra propiedad del herbicida a considerar es la capacidad de ionizarse
(ionizabilidad) dado que influye en la capacidad de adsorcion y disponibilidad de los
herbcidas en funcion del pH del suelo (Bedmar y Gianelli, 2014). En este sentido, los
herbicidas inhibidores de la ALS son considerados acidos débiles por lo que a pH de 7 o
mayores adquieren carga negativa estando mas disponibles en la solucion del suelo, lo

que incrementa la residualidad (Renner et al., 1988; Bedmar y Gianelli, 2014).

2.7.  Analisis de herbicidas en el suelo mediante bioexperimentos

La determinacion del nivel de residuos, la velocidad de degradacion y la
lixiviacion de los herbicidas en el suelo es tan importante para la actividad agricola como
para la proteccion del medio ambiente (Rahman et al., 1991, 1993; Sekutowski, 2011).
Existen métodos, como la cromatografia de gases (CG) o cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC: high performance liquid chromatography) que hacen que sea posible
determinar el contenido total de ingredientes activos en el suelo en el momento de la
aplicacion o varias semanas después de la aplicacion de herbicidas (Ahmad y Crawford,
1990; Sekutowski, 2011).

Los métodos quimicos son especificos, sensibles y cuantifican la cantidad total de
residuos de herbicidas en el suelo (Klaffenbach y Holland, 1993; Galletti et al., 1995;
Smith, 1995; Stout et al., 1997; Szmigielski et al., 1998). Sin embargo, pueden ser
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costosos dado que requieren disolventes de extraccion y equipos sofisticados
(Sekutowski, 2011).

Una alternativa a estos métodos son los bioexperimentos, donde se utiliza una
planta como biodetector (Watson y Checkel, 2005). Han sido desarrollados para detectar
bajas concentraciones de los herbicidas residuales en el suelo (en el rango de una parte
por mil millones: ppb) y tienden a ser mas sensibles y menos costosos que el analisis
quimico (Groves y Foster, 1985; Beckie y McKercher, 1989; Szmigielski et al., 1998;
Hernandez-Sevillano et al., 2001; Riddle, 2012; Riddle et al., 2013). Segun Stork y
Hannah (1996), el bioexperimento resulta una alternativa sencilla y relativamente rapida
para registrar la presencia de un herbicida o sus metabolitos en el suelo. Ademas, dado
que los bioexperimentos no son especificos, es posible medir el efecto conjunto de los
herbicidas residuales presentes en el suelo (Johnson et al., 2005). Los bioexperimentos
han sido utilizados para detectar diferentes herbicidas residuales, especialmente del grupo
inhibidores de la ALS (Sunderland et al., 1991; Stork y Hannah, 1996; Hernadndez-
Sevillano et al., 2001; Eliason et al., 2004; Geisel et al., 2008).

El efecto fitotoxico de los ingredientes activos de herbicidas se puede observar
sobre la base de la reduccion del peso fresco y seco de las raices o parte aérea (tallo o
hojas) de las plantas a evaluar (Giinther et al., 1993; Junnila et al., 1994; Vicari et al.,
1994; Sarmah et al., 1999; Demczuk et al., 2004; Sekutowski y Sadowski, 2005; 2006;
2009). Otros parametros evaluados con frecuencia han sido la longitud de raices, altura,
estimacion visual del dafo, la actividad fotosintética, consumo de agua o clorosis
(Horowitz, 1976). Distintos estudios han determinado que la longitud de raices es una de
las variables mas sensibles a la presencia de residuos fitotéxicos (Landi y Cambridge,
1989; Herndndez Sevillano et al., 1999).

Varias especies vegetales se han utilizado en los bioexperimentos para la
determinacion de herbicidas inhibidores de la ALS en el suelo, basados principalmente
en mediciones radicales. Algunos de los cultivos que se han utilizado son maiz para
detectar efectos fitotoxicos de clorsulfurén (Hsiao y Smith, 1983; Groves y Foster, 1985;
Morishita et al., 1985), girasol para el caso de las sulfonilureas (Gunter et al., 1993;
Kotoula-Syka et al., 1993a; Herndndez Sevillano et al., 2001; Vigna y Lopez, 2005),
lenteja para metsulfuron (Szmigielski et al., 1998) y colza para imazetapir (Szmigielski
y Schoenau, 1999).

A pesar del uso frecuente de este tipo de estudios para detectar diferentes residuos

de herbicidas en el suelo (especialmente herbicidas inhibidores de la ALS) (Geisel ef al.,
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2008), existen casos en los cuales los resultados no se relacionan con las respuestas de
los cultivos en el campo (Haggod et al., 1980; Weidenhamer et al., 1989; Cervellini y
Fantini, 2015). De este modo, resulta necesario validar la informacion obtenida en
condiciones controladas en experimentos en campo que permitan establecer de manera
fehaciente la residualidad a partir de la acumulacion secuencial de herbicidas inhibidores
de la ALS.

De esta manera se podra determinar la relevancia regional de la residualidad de
herbicidas por su uso secuenciado, determinando el potencial efecto sobre los cultivos de

la Region.

15



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Residualidad por aplicacion secuencial de herbicidas ALS en el periodo de

barbecho sobre el cultivo de soja y colza
3.1.1. Estudio en campo

Se realizd un experimento en un lote destinado al cultivo de soja, en un
establecimiento agricola ubicado en el partido de San Nicolas, provincia de Buenos Aires
(33°33’S; 60°16°0). El suelo sobre el cual se realizo el experimento fue un argiudol
vértico, serie Ramallo con una pendiente menor a 1 %, de textura franco limosa (22,7 %
de arcilla, 64,8 % de limo y 12,5 % de arena) con un contenido medio de materia orgénica
(MO) de 2,93 %, pH 6,2, una capacidad de intercambio catidénico (CIC) de 21,1 (m.e./100
g). El sistema de labranza fue en siembra directa en un lote cuyo antecesor fue soja. La
cobertura de residuos vegetales fue de 30 % la cual se determind a través del software
CobCal (version 1.0) (Ferrari et al., 2011).

Se utilizd6 un disefio experimental en bloques completos al azar en parcelas
divididas con nueve tratamientos (variantes de herbicidas) y tres repeticiones con parcelas
de 625 m?. La parcela principal correspondié al factor herbicida. En la subparcela se
consideraron las fechas correspondientes a los muestreos, medidas en dias desde la
aplicacion (DDA).

La primera aplicacion de herbicidas se realizo el 10 de agosto de 2016 de acuerdo
con un esquema de uso de herbicidas en la Region en un barbecho quimico largo (BQL).
Sesenta dias después de la primera aplicacion, se procedid a una segunda aplicacion (10
de octubre de 2016), previo a la siembra del cultivo de soja de primera (barbecho quimico
corto (BQC)) (Tabla 2). La aplicacion de ingredientes activos herbicidas en
posicionamiento para lo que no tienen registro de uso (CASAFE, 2019) tales como
clorimurén e imazetapir en pre-siembra del cultivo de soja se debe a su uso frecuente en
dicho posicionamiento en los sitemas productivos regionales actuales (Principiano y

Acciaresi, 2018).
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Tabla 2. Tratamientos de herbicidas residuales y fechas de aplicaciéon en barbecho quimico largo y barbecho
quimico corto en un suelo Serie Ramallo. Met: metsulfuron; Met/Clors: metsulfurén/clorsulfurén; Imaz:
imazetapir; Diclo: diclosulam; Clori: clorimurén. Conc.: concentracion del activo en porcentaje. Dosis p.f.:
dosis de producto formulado. Partido de San Nicolas, Buenos Aires. 2016.

Barbecho quimico largo Barbecho quimico corto
Fecha de . Conc. Dosis p.f. Fecha de .. Conc. Dosis p.f.
aplicacion Herbicida (%) (ccoghal) aplicacion Herbicida (%) (cco ghal)
1 Control sin herbicidas residuales
2 10-8 Met 60 10 10-10 - - -
3 10-8 Met 60 10 10-10 Imaz 10 1000
4 10-8 Met 60 10 10-10 Diclo 84 30
5 10-8 Met 60 10 10-10 Clori 25 80
6 10-8 Met/Clors  12,5-62,5 15 10-10 - - -
7 10-8 Met/Clors  12,5-62,5 15 10-10 Imaz 10 1000
8 10-8 Met/Clors  12,5-62,5 15 10-10 Diclo 84 30
9 10-8 Met/Clors ~ 12,5-62,5 15 10-10 Clori 25 80

Diez dias después de la segunda aplicacion (BQC), se sembro una variedad de
soja de grupo de maduracion cinco corto (Vc) (NA 5258), a 52 cm de distanciamiento
entre hileras y a una densidad planificada de 25 plantas m™>. En post-emergencia del
cultivo de soja se realiz6 una aplicacion con cletodim (24 %, 192 g.i.a. ha!) en seis nudos
Vs del cultivo de soja para control de gramineas.

Durante el ciclo del cultivo de soja se realizaron las siguientes determinaciones:

Densidad de plantas (plantas.m™)
A los diez dias de la emergencia del cultivo se determiné la densidad de plantas a
través del recuento del nimero de plantas en cinco segmentos de 3 m de longitud por cada

tratamiento y se las compard con aquella obtenida en el tratamiento control.

Altura (cm)

En los estados cotiledonar (V.), inicio de formacion de vainas (R3) y semillas
completamente desarrolladas (Re) (Fehr y Caviness, 1977) del cultivo, se midi¢ la altura
hasta el brote terminal (cm) (Bleiholder, 1996) tomando cinco plantas al azar de cada

parcela.

Numero de nodulos efectivos y peso seco (g)

En inicio de llenado de granos (Rs) se cuantificd el numero de nddulos efectivos
en raiz principal (RP) y raices secundarias (RS) y el peso seco (PS) (g) de los ndédulos
sobre cinco plantas de cada unidad experimental. Asimismo, se determiné la nodulacion

especifica como la relacion entre el peso seco de los nddulos (g) y el peso de las raices

()
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Fitotoxicidad

Para la medicion de fitotoxicidad se utilizo la escala de evaluacion de fitotoxicidad
(European Weed Research Council) (Burril ef al., 1977), donde el valor 1 indica ausencia
de dafo por herbicida y 9 indica un dafio completo de la planta por efecto del herbicida
(Tabla 3).

Tabla 3. Escala de evaluacion de fitotoxicidad desarrollada por European Weed Research Council (Burril
et al., 1977) utilizada.

fndice 1 2 3 4 5 6 7 8 9
. L Perjuicio S
Fitotoxicidad ~ Ausencia Sintomas Leve  Moderado  Dudoso Efecto Perjuicio muy Perjuicio
muy leves leve fuerte fuertc total

Tasa de crecimiento del cultivo (TCC, g.m™.dia™)

La tasa de crecimiento del cultivo (TCC, g m™ dia™) fue caracterizada durante el
periodo reproductivo de plenitud de floracién y semillas completamente desarrolladas
(R2-R¢) y se determind como el cociente entre la diferencia en la produccion de biomasa

aérea en ambos estadios fenoldgicos y el intervalo en dias entre muestreos (Board, 2000).

Radiacion fotosintéticamente activa interceptada (RFAi, MJ.m™. dia™)

La RFAi (%) se determin6 en sexto nudo (Vs), plenitud en la floracion (R2) y Rs
(Fehr y Caviness, 1977) en el cultivo de soja al mediodia (entre las 11:00 a.m y las 13:30
p.m), en dias despejados. Para ello se utilizo un medidor cuantico lineal (1 m) (AccuPar,
PAR-80, Decagon Devices Inc., Pullman, EE. UU.). Se midié la radiacion por encima del
canopeo del cultivo (Ip) y a ras del suelo (I'). Se realizaron tres mediciones por unidad
experimental, en cada etapa fenoldgica de manera transversal a la hilera del cultivo. Para
cada medicion la proporcion de radiacion interceptada por el cultivo se calculé como: 1 -
(I'/ To). La fraccidn interceptada en los dias restantes se estimd interpolando linealmente
a través del tiempo calendario entre mediciones sucesivas. La RFAi por el cultivo (MJ.m
2 dia!) se calculd como el producto entre la radiacion interceptada por el cultivo y la
radiacion fotosintéticamente activa incidente (RFA1) de cada dia para el periodo analizado
de acuerdo con la férmula:

(RFAi= 0,48 x Radiacion total) (Abbate et al., 1995; Andrade, 1995).
La radiacion total es la cantidad total de megajoules que llegan a la superficie de la tierra

(Andrade, 1995). La RFAi1 acumulada se calcul6 por sumatoria de la RFA1 diaria.
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Eficiencia de uso de la Radiacién (g.MJ"')

La eficiencia de uso de la radiacion (EUR) interceptada (g.MJ!) para cada
tratamiento se calculdé como el cociente entre la tasa de crecimiento del cultivo (TCC) y
la RFAi media durante un mismo periodo. A su vez, se realizaron tres muestreos de
biomasa para caracterizar la evolucion de la materia seca aérea en los estadios Vs, R2 y
Rs (Fehr y Caviness, 1977). Las muestras fueron tomadas de las hileras centrales de cada
unidad experimental. Se realizaron cortes a ras del suelo (0,5 m?). Posteriormente las
muestras fueron secadas en estufa a 60°C para alcanzar su peso seco constante (48 horas)

y pesadas en una balanza analitica.

Produccién en grano (g.m™), nimero granos (NG.m) y peso de mil granos (g)

La cosecha del experimento se realiz6 de forma manual, realizandose la trilla de
cada una de las muestras con una trilladora estatica. Luego se determino la materia seca
(g m?) en una balanza electrénica con una precision de 0,01 g. La produccion en grano
de soja se expreso en rendimiento al 13,5 % de humedad segun lo establecido por las
normas de comercializacion.

Para determinar el peso de granos, se tomo6 una submuestra de cada parcela, se
determind la humedad y posteriormente se contabilizaron 500 granos por muestra. El
ntiimero de granos (NG m) se determiné realizando el cociente entre la produccion en
grano (g m™) y el peso de mil granos (PMG) (g) (Board, 2000).

Luego de la cosecha de soja, el experimento se mantuvo libre de malezas mediante
el uso de herbicidas sin accion residual hasta la siembra de una variedad primaveral de
colza sensible a herbicidas ALS la cual se sembré el 5 de mayo de 2017 a un
distanciamiento de 21 cm y con una densidad de 70 plantas m™. Se midieron las mismas
variables que en soja (densidad de plantas, altura, fitotoxicidad, tasa de crecimiento del
cultivo, radiacion fotosintéticamente activa, eficiencia de uso de la radiacion, produccion
en grano, numero y peso de granos). Para el cultivo de colza, la medicion de altura de
planta, materia seca aérea y RFA1 fueron medidas en el estado de seis hojas verdaderas
desarrolladas (B6), floracion (F1) y silicuas de mas de 4 cm de largo (G4) (CETIOM,
2019). La TCC se determind para el periodo B6-F1 de la misma manera que lo realizado
en soja. La produccion en grano se expresd en rendimiento al 8,5 % de humedad segun
lo establecido por las normas de comercializacion.

Los cultivos fueron relevados periddicamente a fin de mantenerlos libres de

insectos y enfermedades.
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Datos meteorologicos

Los datos meteoroldgicos (temperaturas minimas, medias y méaximas, radiacion
solar, evaporacion y precipitaciones) durante el periodo que dur6 el experimento fueron
obtenidos de los registros de la Estacion Meteorologica de la EEA INTA Pergamino. Se
calculo el balance hidrico para el periodo considerado como la sumatoria de las

diferencias entre las precipitaciones mensual y la evaporacion.

3.1.2. Estudio mediante bioexperimentos

Con el fin de corroborar los datos obtenidos en campo, se realizaron
bioexperimentos con soja y colza. Para ello se tomaron muestras de cada una de las
unidades experimentales de campo que tenian los tratamientos previamente descritos. Los
muestreos fueron realizados a los 0, 20, 40, 65, y 90 dias desde la siembra (DDS) del
cultivo de soja y colza en campo.

La recoleccion de suelo se realizd mediante un calador de suelo hasta 20 cm de
profundidad realizando diez muestras al azar por parcela, en el momento que
correspondid (de acuerdo con los DDS planificados). Las muestras fueron colocadas en
freezer (-18 °C) hasta su procesamiento. El suelo se tamiz6, homogeneizo y se coloco en
contenedores plasticos de 0,2 litros de capacidad. En cada contenedor se colocaron tres
semillas de soja y cinco de colza, cuando correspondid. Las variedades utilizadas fueron
las mismas que las utilizadas en el experimento de campo.

En el estado de una hoja trifoliada desplegada (en el control) para soja y dos hojas
en colza se tomaron determinaciones de la longitud de raiz principal (LRP) (cm), materia
seca aérea (MSA) (g) y materia seca radical (MSR) (g).

Los bioexperimentos fueron conducidos en cdmara de crecimiento bajo condiciones
controladas: 12 horas de luz y una alternancia de temperatura nocturna de 18 °C y diurna

de 25 °C. La humedad se mantuvo cercana a capacidad de campo.
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3.2. Interaccion de residuos edaficos de herbicidas residuales ALS mediante la

realizacion de bioensayos

3.2.1. Bioexperimentos en girasol

El suelo sobre el cual se realizd el experimento es un argiudol vértico, serie
Ramallo, de textura franco limosa (arcilla 28,9 %, limo 66,4 %, arena 4,3 %) con un
contenido medio de MO de 2,7 %, 6,0 de pH, CIC 20,1 (m.e./100 gr) y con una pendiente
menor a 1%, ubicado en el partido de San Nicolas (33° 33'S; 60° 19°0). El sistema de
labranza fue en siembra directa en un lote cuyo antecesor fue soja. La cobertura de
residuos vegetales fue de 58 % la cual se determind a través del software CobCal (version

1.0) (Ferrari et al., 2011).

El disefio del experimento fue en bloques completos al azar con ocho tratamientos
(variantes de herbicidas) y tres repeticiones con parcelas de 70 m? en un lote cuyo
antecesor fue soja.

Con el fin de simular los esquemas de control quimico de malezas frecuentes en la
region, se procedio a la aplicacion de herbicidas en dos moementos del periodo de
barbecho. La primera aplicacion de herbicidas se realizo el 27 de agosto en 2017 y el 4
de agosto en 2018. Veinte dias después de la primera aplicacion, se procedid a una

segunda aplicacion, el 16 de septiembre de 2017 y el 24 de agosto de 2018 (Tabla 4).

Tabla 4. Tratamientos de herbicidas residuales aplicados en un suelo serie Ramallo Met: metsulfurén; Imaz:
imazetapir; Diclo: diclosulam; Clori: clorimuréon. Conc.: concentracion del activo en porcentaje. Partido de
San Nicolas, Buenos Aires. 2017, 2018.

27/8 (2017) 4/8 (2018) 16/9 (2017) 24/8 (2018)
Herbicida  Conc. (%) (choogS.II?a") Herbicida Conc. (%) (choO;ﬁa")

1 Control sin herbicidas residuales

2 Met 60 10 - - -

3 Met 60 10 Imaz 10 1000

4 Met 60 10 Diclo 84 30

5 Met 60 10 Clori 25 80

6 - - - Imaz 10 1000

7 - - - Diclo 84 30

8 - - - Clori 25 80

Para la realizacion de los bioexperimentos se tomaron muestras de cada una de las
parcelas de campo que tenian los tratamientos previamente descritos. Los muestreos
fueron realizados a los 10, 40, 80 y 120 dias desde la aplicacion (DDA) de los herbicidas

en la segunda aplicacion.
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La recoleccion del suelo se realizdo mediante un calador de suelo hasta 20 cm de
profundidad realizando diez muestras al azar por unidad experimental. Las muestras
fueron colocadas en freezer (-18 °C) hasta su procesamiento. El suelo se tamizo,
homogeneizd y se colocd en contenedores plasticos de 0,2 1 de capacidad. En cada
contenedor se colocaron dos semillas de girasol (Helianthus annuus L.) que luego se
ralearon a una planta por contenedor. En el estado de dos hojas desplegadas (en el control)
se tomaron determinaciones de la LRP (cm), MSA (g) y MSR (g) como fue detallado
anteriormente.

Los bioexperimentos fueron conducidos en camara de crecimiento bajo condiciones
controladas: 12 horas de luz y una alternancia de temperatura nocturna de 18 °C y diurna

de 25 °C. La humedad se mantuvo cercana a capacidad de campo.

Determinacion de la interaccion generada

A los efectos de determinar si los residuos de herbicidas interactian entre si
cuando son aplicados en forma secuencial en el campo, se tuvo en cuenta el crecimiento
relativo causado por la combinacion de dos herbicidas residuales secuenciales ALS de

acuerdo con la metodologia propuesta por Colby (1967) (ecuacioén 1).

E(%) = == (1)
Donde:
E: crecimiento predicho (porcentaje respecto del control sin herbicidas) causado por dos
herbicidas combinados;
X: crecimiento relativo (porcentaje respecto del control sin herbicidas), causado por el
herbicida A;
Y: crecimiento relativo (porcentaje respecto del control sin herbicidas), causado por el

herbicida B.

Se calcularon interacciones de tipo aditivas, sinérgicas o antagonicas de dos
herbicidas entre los valores de LRP (cm), MSA (g) y MSR (g) de girasol y soja
observados en los bioexperimentos y los valores predichos (calculados) con la
metodologia propuesta por Colby (1967). Cuando el porcentaje observado de LRP (cm),
MSA (g) y MSR (g) respecto al control sin herbicida resulta menor que el predicho, la

22



interaccion se considera sinérgica. Si el porcentaje observado de LRP (cm), MSA (g) y
MSR (g) es equivalente al predicho por Colby (1967), la interaccion es considerada
aditiva. Finalmente, si el porcentaje de LRP (cm), MSA (g) y MSR (g) observado es

mayor al predicho por Colby, la interaccion esconsiderada antagonica.

3.3. Determinacion de la persistencia edafica de herbicidas residuales ALS
3.3.2. Bioexperimentos en soja

Se llevaron adelante bioexperimentos en soja con el objetivo de evaluar la
residualidad de herbicidas ALS sobre un suelo sin remover bajo un disefio en bloques
completos al azar con cinco tratamientos y tres repeticiones con unidades experimentales
de 100 m?.

El suelo sobre el cual se realizd el experimento es un argiudol vértico, serie
Ramallo, de textura franco limosa con 28,9 % de arcilla, 66,4 % de limo, 4,3 % de arena
con un contenido medio de de materia organica de 2,70 %, de pH 6,0, CIC 20,1 (m.e./100
gr) y con una pendiente menor a 1%. El sistema de labranza fue en siembra directa en un
lote cuyo antecesor fue soja. La cobertura de residuos vegetales fue de 65 % la cual se

determind a través del software CobCal (version 1.0) (Ferrari et al., 2011).

Las aplicaciones de metsulfurén (60 %) (10 g p.f. ha!) y la formulacién comercial
de (clorsulfurdn (62,5 %) mas metsulfurdn (12,5 %)) (15 g p.f. ha') se realizé el 27 de
agosto de 2017 y el 4 de agosto de 2018. Si bien la dosis de uso de metsulfur6n en la etapa
de barbecho es de 5 a 7 g p.f. ha! (CASAFE, 2019), la dosis frecuente de uso en los
sistemas productivos regionales actuales es 10 g p.f. ha™ (Principiano y Acciaresi, 2018).

Los muestreos fueron realizados a los 30, 60, 90, 120 y 150 dias de cada una de
las unidades experimentales de campo que tuvieron los tratamientos previamente
descritos.

La recoleccion del suelo se realizd6 mediante un calador de suelo hasta 20 cm de
profundidad realizando ocho a diez muestras al azar por parcela, en el momento que
corresponda (de acuerdo con los DDA planificados). Las muestras se colocaron en freezer
(-18 °C) hasta su procesamiento. El suelo se tamizé y homogeneiz6 y se colocd en
contenedores plasticos de 0,2 1 de capacidad. En cada contenedor se colocaron dos

semillas que luego se ralearon a una planta por contenedor. En el estado de dos hojas
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desplegadas (en el control) se tomaron determinaciones de (LRP) (cm), (MSA) (g) y
(MSR) (g).

Los bioexperimentos fueron conducidos en camara de crecimiento bajo condiciones
controladas: 12 horas de luz y una alternancia de temperatura nocturna de 18 °C y diurna

de 25 °C. La humedad se mantuvo cercana a capacidad de campo.

3.4. Analisis estadistico
3.4.1. Estudio en campo

Los datos de densidad de plantas, altura, TCC, RFA1, EUR, produccién en grano,
nimero y peso de granos fueron analizados a través de un andlisis de la varianza
(ANOVA) usando una prueba de Tukey para la comparaciéon de medias de los
tratamientos con un nivel de significancia de 0,05 (programa Infostat.) (Di Rienzo et al.,

2018).

3.4.2. Estudio mediante bioexperimentos

Para las variables evaluadas (LRP, MSA y MSR), los datos respecto del control
se analizaron a través de un analisis de la varianza (ANOVA), mediante el programa
Infostat (Di Rienzo et al., 2018). Se analizd la interaccion entre los tratamientos y los
DDA. Las medias de los tratamientos fueron separadas usando una prueba de Tukey con
un nivel de significancia de 0,05. En los casos en que no existié interaccion entre los
tratamientos y los DDA, se analizaron los efectos principales de los tratamientos y de los
DDA. En las situaciones donde existio efecto de alguno de ellos se efectu6 una
comparacion entre medias en base a una prueba de 7ukey con un nivel de significancia de
0,05.

En los experimentos realizados para evaluar la persistencia de herbicidas
residuales inhibidores de la ALS, el efecto del momento de muestreo sobre las variables
analizadas se realizd mediante un modelo de regresiéon no lineal de acuerdo con la

expresion:

Y =ax*(1—e %) (2)

Donde:
a = maximo valor estimado

b = pendiente de la curva
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x = momento de muestreo (dias)
e = constante

Se evaluaron distintos modelos (logistico, hiperbdlico). La eleccion del modelo
para explicar los datos se baso en la significancia estadistica y en el coeficiente de

determinacion (Adati et al., 2006).

3.4.3. Estudio mediante bioexperimentos

Para las variables climaticas (precipitaciones, temperaturas), los datos respecto de
la media histérica (1967-2017) se analizaron a través de un andlisis de la varianza
(ANOVA), usando una prueba de DMS (diferencia minima significativa) con un nivel de
significancia de 0,05 mediante el programa Infostat (Di Rienzo et al., 2018).
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4. RESULTADOS

4.1. Residualidad de la aplicacion secuencial de herbicidas ALS en el periodo de

barbecho sobre el cultivo de soja y colza

4.1.1. Caracteristicas climaticas durante el periodo que duro el experimento en campo
Durante el periodo del experimento en campo (agosto 2016-octubre 2017), se
registraron precipitaciones superiores a la media histérica en los meses de diciembre
(2016) enero, marzo y mayo (2017) (p<0,05), siendo no significativas las diferencias en
el resto de los meses (p>0,05) (Figura 2). Durante el periodo agosto 2016-octubre 2017
la lluvia acumulada (1659 mm) fue significativamente superior (p<0,05) a la media
histérica (1967-2017) para el periodo considerado (1188 mm) (Figura 3). Las
precipitaciones ocurridas durante el periodo de barbecho (agosto-septiembre-octubre de
2016) previo a la siembra del cultivo de soja en campo no difirieron significativamente
de la media historica (p>0,05). En este sentido, desde la aplicacion de los herbicidas en
el BQL (metsulfuron y metsulfuron/clorsulfurén) y BQC (imazetapir, clorimurén y
diclosulam) hasta la siembra del cultivo de soja en campo ocurrieron 210 y 20 mm,
respectivamente. Durante el ciclo del cultivo de soja, desde noviembre de 2016 hasta
marzo de 2017, no hubo diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) respecto al
registro historico. La precipitacion ocurrida durante el ciclo del cultivo de soja (820 mm)
no difirio estadisticamente de la media histérica para el periodo considerado (Figura 2).
Por otro lado, las precipitaciones acumuladas desde la aplicacion de los herbicidas
en el BQL (metsulfuron y metsulfuron/clorsulfurén) y BQC (imazetapir, clorimuron y
diclosulam) del cultivo de soja y la siembra del cultivo de colza en campo fueron 1017 y
907 mm, respectivamente, siendo estos valores estadisticamente superiores a la media
historica (p<0,05) (Figura 3). Durante el ciclo del cultivo de colza desde mayo de 2017
hasta los primeros dias del mes de noviembre de 2017, la precipitacion ocurrida (532 mm)
no fue estadisticamente diferente a la media histdrica para el periodo de interés (p>0,05)

(Figura 2).
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Figura 2. Precipitaciéon mensual (mm) para el periodo agosto 2016-octubre 2017. El asteristico (*) indica
diferencias significativas respecto a la media historica (1967-2017) (p<0,05). Partido de San Nicolas,
Buenos Aires.
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Figura 3. Precipitacion acumulada (mm) para el periodo agosto 2016-octubre 2017. El asteristico (*) indica
diferencias significativas respecto a la media historica (1967-2017) (p<0,05). Partido de San Nicolas,
Buenos Aires.

Durante el periodo que durd el experimento en campo el balance hidrico fue

siempre mayor a cero. Unicamente en el mes de noviembre de 2016 se registré un valor

cercano a cero (Figura 4).
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Figura 4. Precipitacion (mm), evaporacion (mm) y balance hidrico mensual acumulado (mm) durante el
periodo que dur6 el experimento en campo. Partido de San Nicolas, Buenos Aires. 2016-2017.

Las temperaturas minimas, medias y maximas mensuales fueron similares a la

media historica para el periodo que dur6 el experimento en campo (p>0,05) (Figura 5).
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Figura 5. Temperatura minima (T° min, °C), media (T° med, °C) y maxima (T° max, °C) mensual para el
periodo agosto 2016-noviembre 2017. Partido de San Nicolas, Buenos Aires. 2016-2017.
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4.1.2. Estudio en campo
4.1.2.1. Soja

Densidad de plantas (plantas.m™)

No se observaron efectos fitotoxicos (p>0,05) de la aplicacion en secuencia de
herbicidas residuales inhibidores de la ALS utilizados en el periodo de barbecho previo a
la siembra del cultivo de soja en el nimero de plantas emergidas por unidad de superficie

(plantas m?) (Tabla 5).

Fitotoxicidad

Respecto a los sintomas de fitotoxicidad visibles, pudo detectarse una leve clorosis
en el estado fenoldgico Vi (primer nudo) (Fehr y Caviness, 1977) que desaparecio con el
avance del ciclo del cultivo en los tratamientos que incluyeron metsulfurén/clorsulfurén,
no detectandose efecto en las demas secuencias. No se comprobd un aumento de
fitotoxicidad sobre el cultivo con mayor ntimero de aplicaciones de herbicidas residuales
ALS. Asimismo, en las secuencias que manifestaron fitotoxicidad en V| por la aplicacion
en pre-siembra de metsulfurdn/clorsulfurén, independientemente si eran precedidos por
imazetapir, clorimurén o diclosulam, se observé una disminucidon notoria de la
fitotoxicidad con el transcurso de los dias desde la aplicacion. Es decir,
independientemente de la secuencia herbicida aplicada durante el barbecho, se comprobd
unicamente el efecto de fitotoxicidad de metsulfuron/clorsulfurdn sobre el cultivo de soja
(Tabla 7). La fitotoxicidad en Vi, no se correlaciond significativamente con
disminuciones de la MSA de soja (Tabla 6) a los 40 DDE (p>0,05), ni tampoco a los 70
(p>0,05) y 120 DDE (p>0,05).

Altura (cm)
Por otro lado, las secuencias de herbicidas no afectaron la altura del cultivo en los

estados fenologicos Ve, Rs y Re (p>0,05) (Tabla 5).

Numero de nodulos efectivos y peso seco (g)

El numero de nédulos en la raiz principal, el nimero de nodulos en las raices
secundarias, el peso seco de los nddulos y la nodulacion especifica no fueron afectados
por la aplicacion en secuencia de herbicidas residuales ALS en la etapa de barbecho

quimico (p>0,05) (Tabla 6).
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Tabla 5. Plantas emergidas (n°.m) y altura hasta el brote terminal (cm) en el cultivo de soja en diferentes
etapas fenologicas de soja para cada uno de los tratamientos aplicados en barbecho quimico largo (BQL) y
barbecho quimico corto (BQC) en un suelo seriec Ramallo. V¢: estado cotiledonar; Rs: inicio de formacion
de vainas; Re:  semillas completamente  desarrolladas. Met:  metsulfurén;  Met/Clors:
metsulfurén/clorsulfurén; Imaz: imazetapir; Diclo: diclosulam; Clori: clorimurén. n: nimero de
repeticiones que conforman la muestra. CV: coeficiente de variacion. Valor p: valor estadistico de prueba.
Partido de San Nicolas, Buenos Aires. 2016-2017.

Tratamiento Plantas Altura hasta el brote terminal (cm)
BQL BQC emergidas Ve R Re
(n°.m?)

Control sin herbicidas residuales 27,77 4,50 79,67 89,53
Met - 27,61 4,20 80,47 89,93
Met Imaz 27,05 4,13 82,07 90,27
Met Diclo 26,02 4,40 81,47 91,67
Met Clori 26,81 4,03 80,53 90,27

Met/Clors - 25,94 4,00 80,00 87,67
Met/Clors Imaz 24,99 4,10 81,13 92,33
Met/Clors Diclo 24,75 4,40 80,73 90,27
Met/Clors Clori 25,62 3,97 79,93 90,13
- Imaz 26,97 4,47 80,13 90,00
- Diclo 25,78 4,23 80,27 89,33
- Clori 26,10 4,13 80,33 89,47
Valor p (<=0,05) 0.6300 0,2800 0,9953 0,8748

N 180 180 180 180

CV (%) 15,78 15,51 6,97 6,79

Tabla 6. Nodulos por planta en raiz principal (RP, n°.planta’') y raices secundarias (RS, n°.planta™'), peso
seco (PS, g.planta’!) total de nddulos por planta, peso seco (PS, g) de raices, nodulacion especifica (g
nédulos/ g raiz) para cada uno de los tratamientos aplicados en barbecho quimico largo (BQL) y barbecho
quimico corto (BQC) en un suelo serie Ramallo. Met: metsulfurén; Met/Clors: metsulfuron/clorsulfurén;
Imaz: imazetapir; Diclo: diclosulam; Clori: clorimurén. n: numero de repeticiones que conforman la
muestra. CV: coeficiente de variacion. Valor p: valor estadistico de prueba. Partido de San Nicolas, Buenos
Aires. 2016-2017.

Tratamiento PS nodulos Nodulacion
n° nédulos RP n° nodulos RS PS X raiz especifica
BQL BQC (n°.planta’!) (n°.planta’!) por plan?:]a (2) (g nédulos/g
(g.planta’') )
de raiz)
Control sin herbicidas residuales 8,40 58,67 0,86 2,63 0,329
Met - 10,40 51,93 0,85 2,91 0,298
Met Imaz 13,47 55,07 0,82 2,39 0,287
Met Diclo 8,67 61,87 0,82 3,15 0,278
Met Clori 9,13 52,27 0,30 2,70 0,302
Met/Clors - 14,47 51,73 0,82 2,83 0,294
Met/Clors Imaz 15,30 60,73 0,81 2,67 0,309
Met/Clors Diclo 9,53 55,07 0,82 3,05 0,285
Met/Clors Clori 8,77 48,13 0,84 2,90 0,295
- Imaz 11,63 49,60 0,79 3,13 0,272
- Diclo 10,10 50,40 0,90 2,88 0,303
. Clori 8,37 51,27 0,87 3,01 0,297
Valor p (<0,05) 0,0914 0,9850 0,4658 0,4057 0,4244
N 180 180 180 180 180

CV (%) 14,59 16,07 12,15 22,38 19,22
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Materia seca aérea (MSA, g.m™)

La materia seca aérea (MSA) (g m™) para todas las secuencias herbicidas fue
similar al registrado en el tratamiento control sin herbicidas residuales (p>0,05) (Figura
6). No se evidenciaron efectos negativos de residualidad y/o acumulacién de residuos
herbicidas ALS sobre la produccion de MSA a los 40 DDE (Vs) (p>0,05), como asi
tampoco hasta los 70 DDE (R») (p>0,05) y los 120 DDE (R5) (p>0,05), respectivamente.

800 m Control
700 H Met
Met / Imi

— 600 m Met / Clori
"c 500 ® Met / Diclo
2 4100 (Met/Clors) .
% B (Met/Clors) / Imi
= 300 M (Met/Clors) / Clori

200 M (Met/Clors) / Diclo

W Imi
100 m Clori
0 H Diclo

V6 R2 R5

Figura 6. Materia seca aérea (MSA, g.m) del cultivo de soja bajo doce tratamientos de herbicidas en tres
estadios fenoldgicos en un suelo Ssrie Ramallo. Vi: seis nudos; Ra: plenitud de la floracion; Rs: inicio de
llenado de granos. Met: metsulfuron; Met/Clors: metsulfuron/clorsulfurdén; Imaz: imazetapir; Diclo:
diclosulam; Clori: clorimurén. Control sin herbicidas residuales. Partido de San Nicolas, Buenos Aires.
2016-2017.

Tabla 7. Fitotoxicidad visual (%) y materia seca aérea (MSA, g.m) del cultivo de soja en distintos estados
fenologicos para cada uno de los tratamientos aplicados en barbecho quimico largo (BQL) y barbecho
quimico corto (BQC) en un suelo serie Ramallo. V: primer nudo; Vi: sexto nudo; R,: plenitud en la
floracion; Rs: inicio de llenado de granos. Met: metsulfuron; Met/Clors: metsulfuron/clorsulfuron; Imaz:
imazetapir; Diclo: diclosulam; Clori: clorimurén. n: nimero de repeticiones que conforman la muestra. CV:
coeficiente de variacion. Valor p: valor estadistico de prueba. Partido de San Nicolas, Buenos Aires. 2016-
2017.

Tratamiento Fitotoxicidad MSA (g.m?)

BQL BQC en Vi Vs R> Rs
Control sin herbicidas residuales 1,0 118,0 218,0 657,1
Met - 1,0 114,0 223.6 694,0
Met Imaz 1,0 114,1 254,1 658,4
Met Diclo 1,0 146,4 226,4 655,4
Met Clori 1,0 124,0 254,0 633,0
Met/Clors - 2,5 123,1 243,1 659,4
Met/Clors Imaz 2,4 106,4 246,4 656,0
Met/Clors Diclo 2,8 122,3 262,3 632,0
Met/Clors Clori 3,0 131,1 271,1 660,1
- Imaz 1,0 138,0 248,0 654,0
- Diclo 1,0 114,4 254.4 676,8
- Clori 1,0 104,7 234,7 645,1
Valor p (<0,05) - 0,9225 0,2225 0,2023

N - 36 36 36
CV (%) - 18,07 16,11 10,20
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Radiacion fotosintéticamente activa interceptada (RFAi, %)

No se encontraron efectos negativos (p>0,05) de las secuencias herbicidas sobre
la RFAi alos 30, 70 y 120 DDE. Los valores mas altos de RFAi se alcanzaron a los 120
DDE (R5).

100 m Control
90 H Met
80 Met / Imi
70 B Met / Clori
= 60 ® Met / Diclo
N
= (Met/Clors)
E >0 B (Met/Clors) / Imi
o= 40 M (Met/Clors) / Clori
30 M (Met/Clors) / Diclo
20 B Imi
10 m Clori
0 H Diclo

V6 R2 R5

Figura 7. Radiacion fotosintéticamente activa interceptada (RFAi, %) del cultivo de soja en funcion del
estado fenoldgico para cada uno de los tratamientos aplicados en barbecho quimico largo y barbecho
quimico corto en un suelo serie Ramallo. Vi: seis nudos; Ra: plenitud de la floracion; Rs: inicio de llenado
de granos. Met: metsulfuron; Met/Clors: metsulfurén/clorsulfurén; Imaz: imazetapir; Diclo: diclosulam;
Clori: clorimurdn. Partido de San Nicolas, Buenos Aires. 2016-2017.

Tasa de crecimiento del cultivo (TCC, g.m™.dia’) y eficiencia en el uso de la radiacion
(EUR, g MJ")
La TCC y la EUR no fueron afectadas por ninguna secuencia de herbicidas

inhibidores de la ALS (p>0,05), durante el periodo R2-R¢ (Tabla 8).

Produccién en grano (g.m™), nimero de granos (NG.m™) y peso de granos (g)

La produccién en grano se asocia con variaciones en el numero de granos por
metro cuadrado, componente que se define durante la fase de floracion y fructificacion
del cultivo (Egli, 1998). El segundo componente del rendimiento del cultivo, el peso de
granos, tiene menor variabilidad (Sadras, 2007) y es altamente sensible a la disponibilidad
de fotoasimilados en pos-floracion (Borras ef al., 2004). En este sentido, no se registraron
diferencias en el nimero de granos (n° m2), peso de mil granos (g) y produccién en grano

(g m2) (p>0,05) (Tabla 9).
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Tabla 8. Tasa de crecimiento del cultivo (TCC, g.m?.dia™"), radiacion fotosintéticamente activa interceptada
acumulada (RFAi, MJ), eficiencia de uso de la radiaciéon (EUR, g.MJ-! ) durante el periodo de plena
floracion (R») y maximo tamaiio de granos (Rs) para cada uno de los tratamientos herbicidas y el control
sin herbicidas residuales en el cultivo de soja en un suelo serie Ramallo. BQL: barbecho quimico largo;
BQC: barbecho quimico corto. n: numero de repeticiones que conforman la muestra. CV: coeficiente de
variacion. Valor p: valor estadistico de prueba. Partido de San Nicolas, Buenos Aires. 2016-2017.

Tratamiento TCC RFAi EUR
BQL BQC (g.m2.dia) M) (gMI)
Control sin herbicidas residuales 7,79 413,53 1,06
Met - 7,23 411,43 1,12
Met Imaz 8,10 412,58 1,09
Met Diclo 7,37 408,73 0,99
Met Clori 7,63 412,30 0,92
Met/Clors - 6,33 410,98 0,77
Met/Clors Imaz 6,20 416,30 0,88
Met/Clors Diclo 6,50 415,43 0,87
Met/Clors Clori 7,80 414,20 0,94
- Imaz 8,07 412,62 0,98
- Diclo 8,47 408,45 1,03
- Clori 8,23 408,38 1,00
Valor p (<=0,05) 0,3511 0,0379 0,1789
N 36 36 36
CV (%) 16,01 12,98 14,45

Tabla 9. Componentes de rendimiento: niimero de granos (n°.m2), peso de mil granos (g) y produccioén en
grano (g.m) para cada uno de los tratamientos herbicidas y el control sin herbicidas residuales en el cultivo
de soja en un suelo serie Ramallo. BQL: barbecho quimico largo; BQC: barbecho quimico corto. n: nimero
de repeticiones que conforman la muestra. CV: coeficiente de variacion. Valor p: valor estadistico de
prueba. Partido de San Nicolas, Buenos Aires. 2016-2017.

Numero de Peso de Produccion en

BQL BQC granos (n°.m) mil granos (g) grano (g.m?
Control sin herbicidas residuales 2142,67 129,72 277,83
Met - 2216,67 132,06 293,39
Met Imaz 2384,00 136,29 325,02
Met Diclo 2460,00 131,59 324,27
Met Clori 2116,00 138,13 292,05
Met/Clors - 2326,67 134,88 313,49
Met/Clors Imaz 2285,33 132,07 301,89
Met/Clors Diclo 2573,33 131,35 327,27
Met/Clors Clori 2188,67 134,02 293,18
- Imaz 2007,33 135,47 271,95
- Diclo 2057,33 139,81 287,47
- Clori 2628,00 134,22 349,27
Valor p (<=0,05) 0,1903 0,3778 0,1854

N 36 36 36

CV (%) 12,26 3,60 11,08
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4.1.2.2. Colza

Densidad de plantas (plantas.m™) y altura (cm)

No se determinaron efectos fitotoxicos en el cultivo de colza sembrada en campo
por la aplicacion secuencial de herbicidas residuales ALS en el periodo de barbecho
quimico previo a la siembra del cultivo de soja. Asi, el nimero de plantas por unidad de
superficie y la altura hasta el brote terminal (cm) en los estados Be, F1 y G4, no fueron

reducidos (p>0,05) (Tabla 10).

Materia seca aérea (MSA, g.m™)

La acumulacion de MSA para todas las secuencias herbicidas fueron similares al
registrado en el control sin aplicacion de herbicidas residuales (Figura 8). No se
evidenciaron efectos negativos de residualidad y/o acumulacion de residuos herbicidas
ALS sobre la producciéon de biomasa a los 50 DDE (Bg) (p>0,05), como asi tampoco hasta
los 85 DDE (F1) (p>0,05) y los 150 DDE (G4) (p>0,05).

Tabla 10. Plantas emergidas (n°.m) y altura hasta el brote terminal (cm) en el cultivo de colza para cada
uno de los tratamientos aplicados en barbecho quimico largo (BQL) y barbecho quimico corto (BQC) del
cultivo de soja en un suelo Serie Ramallo. Be: seis hojas verdaderas desarrolladas; F: floracion; Ga: silicuas
de mas de cuatro centimetros de largo. Met: metsulfurén; Met/Clors: metsulfurén/clorsulfurén; Imaz:
imazetapir; Diclo: diclosulam; Clori: clorimurén. n: nimero de repeticiones que conforman la muestra. CV:
coeficiente de variacion. Valor p: valor estadistico de prueba. Partido de San Nicolas, Buenos Aires. 2017.

Tratamiento Plantas Altura hasta el brote terminal (cm)

BQL BQC egﬁﬁii‘s Bs Fi Gs
Control sin herbicidas residuales 74,33 14,77 84,27 110,00
Met - 75,47 15,37 84,20 109,13
Met Imaz 70,13 14,90 85.53 111,60
Met Diclo 74,93 15,33 85,00 110,07
Met Clori 66,93 15,37 86,33 112,40
Met/Clors - 71,47 15,13 85,13 109,40
Met/Clors Imaz 69,33 15,03 86,53 111,80
Met/Clors Diclo 67,07 15,00 85,20 109,87
Met/Clors Clori 66,93 14,23 85,27 110,47
- Imaz 69,07 14,80 84,07 109,00
- Diclo 70,00 14,30 84,40 109,27
- Clori 73,53 14,50 84,67 109,20

eValor p (<=0,05) 0,6160 0,9613 0,9999 0,9981
N 180 180 180 180
CV (%) 14,29 16,50 11,65 9,35
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Figura 8. Materia seca aérea (MSA, g.m?) del cultivo de colza bajo doce tratamientos de herbicidas en tres
estadios fenologicos en un suelo serie Ramallo. Be: seis hojas verdaderas desarrolladas; F: floracion; Ga:
silicuas de mas de cuatro centimetros de largo. Met: metsulfuron; Met/Clors: metsulfurén/clorsulfurén;
Imaz: imazetapir; Diclo: diclosulam; Clori: clorimurén. Partido de San Nicolas, Buenos Aires. 2017.

Tabla 11. Fitotoxicidad visual (%) y materia seca aérea (MSA, g.m?) del cultivo de colza en distintos
estados fenologicos para cada uno de los tratamientos aplicados en barbecho quimico largo (BQL) y
barbecho quimico corto (BQC) en soja en un suelo serie Ramallo. Be: seis hojas verdaderas desarrolladas;
Fi: floracion; Gs: silicuas de mas de cuatro centimetros de largo. Met: metsulfurén; Met/Clors:
metsulfurén/clorsulfurén; Imaz: imazetapir; Diclo: diclosulam; Clori: clorimurén. n: nimero de
repeticiones que conforman la muestra. CV: coeficiente de variacion. Valor p: valor estadistico de prueba.
Partido de San Nicolas, Buenos Aires. 2017.

Tratamiento Fitotoxicidad MSA (g.m?)

BQL BQC (%) en Vi Bs F1 Gy
Control sin herbicidas residuales 1,0 98,0 318,0 598.,0
Met - 1,0 94,0 353,0 598,0
Met Imaz 1,0 94,1 354,0 608,0
Met Diclo 1,0 126,0 333,0 585,0
Met Clori 1,0 104,0 336,0 583,0
Met/Clors - 1,0 103,0 343,0 625,0
Met/Clors Imaz 1,0 86,0 346,0 636,0
Met/Clors Diclo 1,0 102,4 362,1 625,3
Met/Clors Clori 1,0 110,9 370,7 609,8
- Imaz 1,0 118,4 3482 594,3
- Diclo 1,0 94,1 354,1 606,2
- Clori 1,0 84,5 335,1 594,2
Valor p (<=0,05) - 0,7215 0,5105 0,1512

N - 36 36 36
CV (%) - 17,12 15,24 11,45

Radiacion fotosintéticamente activa interceptada (RFAi, %)
No se encontraron efectos negativos de las secuencias herbicidas sobre la RFAi a
los 50, 85 y 150 DDE (p>0,05). Los valores mas altos de RFAi se alcanzaron durante el

periodo de floracion y Gi (caida de pétalos, silicuas de 2 cm de largo).
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Figura 9. Radiacion fotosintéticamente activa interceptada (RFAi, %) del cultivo de colza en funcion del
estado fenoldgico bajo once tratamientos de herbicidas en tres estadios fenoldgicos en un suelo Serie
Ramallo. Bg: seis hojas verdaderas desarrolladas; F;: floracion; Ga: silicua de mas de cuatro centimetros de
largo. Met: metsulfurén; Met/Clors: metsulfurén/clorsulfurdn; Imaz: imazetapir; Diclo: diclosulam; Clori:
clorimuroén. Partido de San Nicolas, Buenos Aires. 2017.

Tasa de crecimiento (TCC, g.m™.dia™") y eficiencia en el uso de la radiacion (EUR, g.MJ
)

En colza, el periodo critico de definicién del rendimiento se ubica en un periodo
de aproximadamente cuatro semanas centrado en la floracion (Gémez y Miralles, 2006).
La TCC y EUR en dicho periodo se relaciona con el rendimiento final. La TCC y la EUR
no fueron afectadas (p>0,05) por ninguna secuencia de herbicidas inhibidores de la ALS,
durante el periodo Fi-G4 (Tabla 12).
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Tabla 12. Tasa de crecimiento del cultivo (TCC, g.m?2.dia!), radiacion fotosintéticamente activa
interceptada acumulada (RFAi, MJ), eficiencia de uso de la radiaciéon (EUR, g.MJ"') en colza durante el
periodo de floracio (Fi) y silicuas de mas de cutro centimetros de largo (Gs4) para cada uno de los
tratamientos aplicados en barbecho quimico largo (BQL) y barbecho quimico corto (BQC) en un suelo serie
Ramallo. Met: metsulfurén; Met/Clors: metsulfuron/clorsulfurdn; Imaz: imazetapir; Diclo: diclosulam;
Clori: clorimurédn. n: nimero de repeticiones que conforman la muestra. CV: coeficiente de variacion. Valor
p: valor estadistico de prueba. Partido de San Nicolas, Buenos Aires. 2017.

Tratamiento TCC RFAi EUR
BQL BQC (g.m2.dia") M) (gMI)
Control sin herbicidas residuales 5,2 372,80 0,57
Met - 5,4 369,12 0,60
Met Imaz 53 344,93 0,63
Met Diclo 5,4 381,68 0,58
Met Clori 4,9 334,65 0,64
Met/Clors - 4,7 337,27 0,61
Met/Clors Imaz 4.6 335,23 0,60
Met/Clors Diclo 5,3 323,41 0,67
Met/Clors Clori 4,8 338,80 0,60
- Imaz 54 375,26 0,55
- Diclo 4,9 377,20 0,53
- Clori 5,6 381,24 0,57
Valor p (<=0,05) 0,2421 0,1211 0,1659
N 36 36 36
CV (%) 15,25 17,16 12,09

Produccién en grano (kg.ha™), nimero de grano (NG.m™), y peso de granos (g)
No se registraron diferencias en el nimero de granos por metro cuadrado (NG.m"

2), peso de mil granos (P1000) y produccién en grano (p>0,05) (Tabla 13).

Tabla 13. Componentes de rendimiento: nimero de granos (n°.m2), peso de mil granos (g) y produccion
en grano (g.m™) en colza para cada uno de los tratamientos aplicados en barbecho quimico largo (BQL) y
barbecho quimico corto (BQC) en un suelo serie Ramallo. Met: metsulfurén; Met/Clors:
metsulfurén/clorsulfurén; Imaz: imazetapir; Diclo: diclosulam; Clori: clorimurén. n: numero de
repeticiones que conforman la muestra. CV: coeficiente de variacion. Valor p: valor estadistico de prueba.
Partido de San Nicolas, Buenos Aires. 2017.

BQL BQC Numero de_2 . Peso de Produccion jn
granos (n°.m~) mil granos (g) grano (g.m?
Control sin herbicidas residuales 51326 32 164,24
Met - 55024 3,0 165,07
Met Imaz 49014 3,3 156,84
Met Diclo 50358 3,1 156,11
Met Clori 54214 2,9 157,22
Met/Clors - 52789 34 179,48
Met/Clors Imaz 49589 3,5 173,56
Met/Clors Diclo 51247 3,1 158,87
Met/Clors Clori 53698 2,8 150,41
- Imaz 50254 2.9 145,81
- Diclo 53645 33 177,03
- Clori 52645 32 168,46
Valor p (<=0,05) 0,2560 0,1254 0,1554
N 36 36 36
CV (%) 17,12 14,54 16,84
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LRP relativa

LRP relativa

4.1.3. Estudio mediante bioexperimentos

4.1.3.1. Soja

No se encontré interaccion significativa entre los herbicidas y la fecha de muestreo
para la LRP (p>0,05). Asimismo, no se observo efecto de los herbicidas (o combinacion
de herbicidas) (p>0,05), en tanto se observo un efecto de la fecha de muestreo (p<0,05).
Al respecto, las secuencias que incluyeron metsulfurén/clorsulfurén tuvieron una
reduccioén significativa en la LRP hasta la segunda fecha de muestreo (20 DDS). La mayor
reduccion en la LRP (13 %) se observo con metsulfurdn/clorsulfurén en el BQL y la
aplicacion consecutiva de clorimuron en el BQC (Figura 10). No obstante, la aplicacion
sucesiva de imazetapir, clorimurén y diclosulam no se diferenciaron en forma

significativa respecto de metsulfuron/clorsulfurén (p>0,05) (Figura 10).
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Figura 10. Longitud de la raiz principal (LRP, cm) relativa respecto al control para cada momento de
muestreo y para cada uno de los tratamientos aplicados en barbecho quimico largo y barbecho quimico
corto en un suelo serie Ramallo. DDS: dias desde la siembra del cultivo de soja en campo; Met: metsulfurdn;
Met/Clors: metsulfurén/clorsulfurén; Imaz: imazetapir; Diclo: diclosulam; Clori: clorimurén. Partido de
San Nicolas. 2016-2017.
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Para la variable MSA, no se encontrd interaccion significativa entre los herbicidas
residuales y la fecha de muestreo (p>0,05). Tampoco se observo efecto de los herbicidas
(p>0,05), en tanto hubo un efecto significativo de la fecha de muestreo (p<0,05). Se
observd una reduccion significativa (p<0,05) en la MSA para la primera fecha de
muestreo (0 DDS) con metsulfurdn/clorsulfuron y la aplicacion consecutiva de
diclosulam (13 %), mientras que en el resto de los tratamientos la disminucioén no fue
significativa (p>0,05) (Tabla 14).

Respecto a la MSR, no se determind interaccion significativa entre los herbicidas
y la fecha de muestreo (p>0,05). No se determiné efecto de los herbicidas (p>0,05), mas
se registro un efecto significativo de la fecha de muestreo (p<0,05). Asi, se observd que
los tratamientos que incluyeron metsulfurén/clorsulfurdn y la aplicacion consecutiva de
clorimuréon o diclosulam generaron una disminucion significativa respectivamente

respecto al control para la primera fecha de muestreo (0 DDS) (Tabla 15).

Tabla 14. Materia seca aérea (MSA, g) de soja para cada tratamiento aplicados en barbecho quimico largo
(BQL) y barbecho quimico corto (BQC) en un suelo serie Ramallo y para cada fecha de muestreo. DDS:
dias desde la siembra del cultivo de soja en campo; Met: metsulfurén; Met/Clors: metsulfurén/clorsulfurén;
Imaz: imazetapir; Diclo: diclosulam; Clori: clorimurén. n: numero de repeticiones que conforman la
muestra. CV: coeficiente de variacion. Valor p: valor estadistico de prueba. Partido de San Nicolas, Buenos
Aires. 2016-2017.

Tratamiento DDS Valor p C.V.
N

BQL BQC 0 20 45 75 90 (<0,05) (%)
Control 0,19aA 0,18a A 022aA 02laA 022aA 0,2120 143 15,21
Met. - 0,20a A 022aA 022aA 0,23a A 023aA 0,1414 144 13,58
Met. Imz. 0,19aA 02laA 0,19aA 0,19aA 022aA 0,3801 135 12,76
Met. Clor. 0,18a A 02laA 022aA 0,22aA 02laA 0,1896 140 12,96
Met. Dicl. 0,20a A 0,20a A 02laA 021aA 022aA 0,6540 140 12,69
(met+clors) - 0,18a A 0,20a A 0,19aA 0,19aA 0,19aA 0,0944 141 13,25
(met+clors) Imz. 0,18a A 022aA 0,19aA 0,18a A 0,18a A 0,0665 142 11,82
(met+clors) Clor. 0,19a A 0,19aA 02l aA 021aA 0,20a A 0,3339 142 12,63
(met+clors) Dicl. 0,16bB 0,18a A 0,19a A 0,20a A 0,21a A 0,0413 142 19,12
- Imz. 02laA 0,19aA 0,23a A 0,18a A 0,22aA 0,7521 136 13,19
- Clor. 0,17a A 022aA 0,18a A 0,20a A 0,23a A 0,1312 125 12,23
- Dicl. 0,19a A 0,23a A 0,19a A 0,19aA 0,22aA 0,7107 144 13,48

Valor p (<=0,05) 0,3022 0,9759 0,7797 0,7897 0,4012

N 299 330 295 309 309
C.V. (%) 17,03 17,83 11,97 13,01 13,68

*Dentro de cada fecha de muestreo, letras mintisculas distintas indican diferencias significativas (p>0,05). Dentro de cada tratamiento
(herbicida o combinacién de herbicidas), letras mayusculas distintas indican diferencias significativas (p>0,05).
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Tabla 15. Materia seca radical (MSR, g) de soja para cada tratamiento aplicados en barbecho quimico largo
(BQL) y barbecho quimico corto (BQC) en un suelo seriec Ramallo y para cada fecha de muestreo. DDS:
dias desde la siembra del cultivo de soja en campo. Met: metsulfurén; Met/Clors: metsulfurén/clorsulfurén;
Imaz: imazetapir; Diclo: diclosulam; Clori: clorimurén. n: numero de repeticiones que conforman la
muestra. CV: coeficiente de variacion. Valor p: valor estadistico de prueba. Partido de San Nicolas, Buenos
Aires. 2016-2017.

Tratamiento DDS Valor p N C.V.
BQL BQC 0 20 45 75 90 (<=0,05) (%)
Control 0,1laA 0,10a A 0,12a A 0,llaA 0,09a A 0,2526 140 17,25
Met. - 0,10a A 0,092 A 0,1laA 0,13aA 0,09a A 0,1516 142 16,02
Met. Imz. 0,10a A 0,11aA 0,09a A 0,12a A 0,10a A 0,2625 141 13,15
Met. Clor. 0,10a A 0,13aA 0,12a A 0,11aA 0,10a A 0,2122 140 14,86
Met. Dicl. 0,11aA 0,12a A 0,l1aA 0,10a A 0,12a A 0,2520 141 13,79
(met-+clors) - 0,12a A 0,10a A 0,13aA 0,12a A 0,11aA 0,2021 142 14,35
(met-+clors) Imz. 0,11aA 0,11aA 0,12a A 0,13aA 0,11aA 0,0758 143 12,62
(met-+clors) Clor. 0,07bB 0,11aA 0,11aA 0,09a A 0,09aA 0,0312 141 16,45
(met+clors) Dicl. 0,08b B 0,12a A 0,10a A 0,10a A 0,09a A 0,0021 143 14,78
- Imz. 0,09a A 0,llaA 0,13a A 0,12a A 0,10a A 0,6450 138 14,25
- Clor. 0,1laA 0,092 A 0,12a A 0,13a A 0,13a A 0,1516 137 13,24
- Dicl. 0,12a A 0,12a A 0,1laA 0,12a A 0,12a A 0,1213 140 14,50
Valor p (<=0,05) 0,3022 0,2223 0,1550 0,1542 0,1415
N 299 301 305 300 301
C.V. (%) 17,03 19,53 13,21 16,25 16,30

*Dentro de cada fecha de muestreo, letras minusculas distintas indican diferencias significativas (p>0,05). Dentro de
cada tratamiento (herbicida o combinacion de herbicidas), letras mayusculas distintas indican diferencias significativas
(p>0,05).

4.1.3.2. Colza

No se encontrd interaccion significativa entre los herbicidas y la fecha de muestreo
para las variables LRP (Tabla 16), MSA y MSR. No se observo efecto de herbicidas
(p>0,05), ni de la fecha de muestreo (p>0,05) para las variables analizadas (LRP, MSA y
MSR).
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Tabla 16. Longitud de raiz principal (LRP, cm) de colza para cada tratamiento aplicado en un suelo serie
Ramallo y para cada fecha de muestreo en un barbecho quimico largo (BQL) y barbecho quimico corto
(BQC). DDS: dias desde la siembra del cultivo de soja en campo; Met: metsulfuron; Met/Clors:
metsulfurén/clorsulfurén; Imaz: imazetapir; Diclo: diclosulam; Clori: clorimurén. n: nimero de
repeticiones que conforman la muestra CV: coeficiente de variacion. Valor p: valor estadistico de prueba.
Partido de San Nicolas, Buenos Aires. 2017.

Tratamiento DDS

Valor p C.V.
BQL BQC 0 20 45 75 90 (<=0,05) N %)
Control 12,5aA 13,4a A 99aA 129a A 12,7a A 0,1556 75 16,08
Met. - 11,8a A 123aA 10,1a A 13,2a A 12,1a A 0,1224 73 13,58
Met. Imz. 12,3a A 13,1a A 12,1a A 12,1a A 13,1a A 0,1661 72 12,76
Met. Clor. 12,4a A 125aA 13,0a A 10,8 a A 11,9a A 0,2125 75 12,96
Met. Dicl. 11,9a A 11,1a A 9,8aA 11,2aA 10,8 a A 0,3224 75 12,69
(met+tclors) - 12,0a A 13,2aA 10,0a A 10,7a A 13,6a A 0,2624 71 13,25
(met+tclors) Imz. 13,4a A 10,1a A 11,2aA 10,6 a A 11,8a A 0,2526 75 11,82
(met-+clors) Clor. 12,5aA 12,0a A 134aA 13,6a A 12,1a A 0,3221 75 12,63
(met-+clors) Dicl. 13,1a A 129a A 13,5aA 13,4a A 10,6 a A 0,2526 75 19,12
- Imz. 122a A 12,1a A 12,8a A 129a A 9,7aA 0,5251 74 13,19
- Clor. 133aA 13,5aA 10,3a A 10,4a A 12,1a A 0,1214 75 12,23
- Dicl. 13,5aA 13,4a A 132aA 11,6 a A 11,1aA 0,1516 75 13,48

Valor p (<=0,05) 0,2012 0,2563 0,1554 0,2429 0,5013

N 170 175 172 176 177
C.V. (%) 18,41 18,45 12,88 17,14 18,68

*Dentro de cada fecha de muestreo, letras minusculas distintas indican diferencias significativas (p>0,05). Dentro de
cada tratamiento (herbicida o combinacion de herbicidas), letras mayusculas distintas indican diferencias significativas
(p>0,05).
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4.2. Interaccion de residuos edaficos de herbicidas residuales ALS
4.2.1. Variales climaticas medidas para el periodo 2017-18

Durante el periodo en que dur6 este experimento (agosto 2017-diciembre 2017 y
agosto 2018-diciembre 2018), las precipitaciones no difirieron estadisticamente de la
media historica para los periodos considerados (p>0,05) (Figura 11). El periodo agosto
2017-diciembre 2017 y agosto 2018-diciembre 2018 mostré una cantidad de lluvia
acumulada similar estadisticamente a la media histdrica para el periodo considerado

(p>0,05) (Figura 12).
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Figura 11. Precipitacion mensual (mm) para el periodo agosto-diciembre 2017 y agosto-diciembre 2018.
Partido de San Nicolas, Buenos Aires.
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Figura 12. Precipitaciéon acumulada (mm) para el periodo agosto-diciembre 2017 y agosto-diciembre 2018.
Partido de San Nicolas, Buenos Aires.

Para el periodo de estudio el balance hidrico (sumatoria de las diferencias entre

las precipitaciones mensual y la evaporacion) fue siempre mayor a cero en 2017. Lo
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mismo ocurrié en el afio 2018 con excepcidon de noviembre donde se registré un valor

negativo (Figura 13).
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Figura 13. Precipitacion (mm), evaporacion (mm) y balance hidrico mensual acumulado (mm) durante el
periodo agosto-dicembre en a) 2017 y b) 2018. Partido de San Nicolas, provincia de Buenos Aires.

Las temperaturas minimas, medias y maximas mensuales fueron similares a la
media histdrica para los periodos agosto 2017-diciembre 2017 y agosto 2018-diciembre

2018 (p>0,05) (Figura 14).
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Figura 14. Temperatura minima (°C), media (°C) y maxima mensual (°C) para el periodo agosto-diciembre
en a) 2017 y b) 2018. Partido de San Nicolas, Buenos Aires. 2017 y 2018.

4.2.2. Bioexperimentos en girasol

Los resultados obtenidos en girasol indican que no hubo diferencias significativas

(p>0,05) entre ninguno de los valores observados (LRP, MSA y MSR) y los predichos
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(calculados). Esto indica que hubo interacciones aditivas para las tres variables analizadas

(LRP) (Figura 15), (MSA y MSR) (Tablas 17 y 18). Asi, cada residuo de herbicida

contribuyd a la reduccion de las variables analizadas, independientemente de la presencia

del otro residuo de herbicida.
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Figura 15. Proporcidn respecto al control sin herbicidas residuales de longitud de raiz principal en girasol
relativa observada y predicha (calculada) en a) 2017 y b) 2018 para cada combinacion de herbicidas
residuales ALS a los 10, 40, 80 y 120 después de la aplicacion (DDA) aplicados en un suelo serie Ramallo.
Partido de San Nicolas, Buenos Aires.

44



Tabla 17. Materia seca aérea (MSA, g) en girasol observada y predicha (calculada) para cada combinacion
de herbicidas residuales ALS aplicados en un suelo serie Ramallo. Met.: metsulfurén; Imz.: imazetapir;
Clor.: clorimurén; Dicl.: diclosulam. n: nimero de repeticiones que conforman la muestra. CV: coeficiente
de variacion. Valor p: valor estadistico de prueba. Partido de San Nicolas, Buenos Aires. 2017 y 2018.

Momento
N Fecha de de . C.V. Valor p
Afio muestreo  muestreo Observado Predicha n %) (<=0.05)

(dias)

6/9 10 0,074 0,085 29 21,14  0,8010
o1 6/10 40 0,072 0,066 32 3125  0,4209
15/11 80 0,061 0,496 26 2817  0,0898
26/12 120 0,078 0,072 31 1856  0,3596
Met / Imaz 3/9 10 0,064 0,075 30 1546 02025
Jo1s 3/10 40 0,075 0,081 29 1759 03135
13/11 80 0,070 0,079 28 1820 02122
23/12 120 0,081 0,074 25 1413 0,1516
6/9 10 0,068 0,081 25 1466 0,148
o1 6/10 40 0,066 0,070 31 2801  0,9697
15/11 80 0,076 0,057 28 2036  >0,0009
Met/ Clori 26/12 120 0,075 0,084 29 2035 02126
et/ Clort 379 10 0.072 0075 30 1545 0,512
Y018 3/10 40 0,065 0,079 28 1651  0,1620
13/11 80 0,076 0,081 27 1812  0,1212
23/12 120 0,082 0,070 29 1420 02021
6/9 10 0,082 0,076 28 2246  0,7443
o1 6/10 40 0,071 0,060 32 2647 02125
15/11 80 0,072 0,054 25 2770  >0,0093
Mot/ Dicl 26/12 120 0,076 0,086 32 2125 02524
et/ Diclo 3/9 10 0,068 0,075 30 12,11 0,516
Jo18 3/10 40 0,066 0,075 28 1715  0,1232
13/11 80 0,078 0,079 29 1815 02125
23/12 120 0,075 0,081 31 1516 03123
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Tabla 18. Materia seca radical (MSR, g) en girasol observada y predicha(calculada) para cada combinacion
de herbicidas residuales ALS aplicados en un suelo serie Ramallo. Met.: metsulfurén; Imz.: imazetapir;
Clor.: clorimurén; Dicl.: diclosulam. n: nimero de repeticiones que conforman la muestra. CV: coeficiente
de variacion. Valor p: valor estadistico de prueba. Partido de San Nicolas, Buenos Aires. 2017 y 2018.

Momento
N Fecha de de . C.V. Valor p
Afio muestreo  muestreo Observado Predicha n %) (<=0.05)
(dias)
6/9 10 0,062 0,058 24 2038 0,866
2017 6/10 40 0,084 0,000 27 2658  0,7559
15/11 80 0,096 0,082 28 2059 03678
26/12 120 0,097 0,001 32 2054 02532
Met / Imaz 3/9 10 0,052 0,060 23 1541 03132
- 3/10 40 0,075 0,086 30 1252 02526
13/11 80 0,092 0,084 29 20,12  0,1552
23/12 120 0,089 0,005 28 1951 0,145
6/9 10 0,058 0,045 31 2207 03261
o017 6/10 40 0,097 0,087 33 26,70  0,5204
15/11 80 0,099 0,096 29 2941 08516
Mot/ Clori 26/12 120 0,093 0,005 28 1895 02864
et/ Clort 3/9 10 0.075 0,068 25 1715 04261
Y018 3/10 40 0,081 0,079 31 2120 03225
13/11 80 0,085 0,092 28 1550  0,1514
23/12 120 0,089 0,095 27 1625  0,1213
10 0,058 0,048 29 20,66  0,4630
o017 6/10 40 0,080 0,085 33 1898  0,3069
15/11 80 0,097 0,091 27 2413  0,1497
. 26/12 120 0,092 0,082 31 1954 03132
Met / Diclo
3/9 10 0,051 0,068 28 20,12 02021
Y018 3/10 40 0,075 0,070 30 1514 02550
13/11 80 0,080 0,089 30 22,14  0,0874
23/12 120 0,079 0,085 31 16,18 03130
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4.3. Persistencia fitotoxica de herbicidas residuales ALS sobre el cultivo de soja
4.3.2. Bioexperimentos en soja

El andlisis para la LRP, indic6 interaccion significativa entre los tratamientos y
los DDA (p<0,05). Asi, se observdo la mayor reduccion en la LRP para
metsulfurén/clorsulfuréon y la fecha de muestreo a los 30 DDA tanto en 2017 como en
2018 (Tablas 18 y 19). Respecto al efecto de la fecha de muestreo, se observo que
metsulfurén alcanzé valores similares al control sin herbicidas residuales (p>0,05) a los
60 DDA. En el caso de metsulfurén/clorsulfurén, se observaron valores similares al
control (p>0,05) a los 120 DDA (Tablas 19 y 20).

Parala MSA, también se observo una interaccion significativa entre los herbicidas
y los DDA (p<0,05). Asi, se registro la mayor reduccion en la MSA para el tratamiento
que incluia metsulfurén/clorsulfurdn y la fecha de muestreo a los 30 DDA en ambos afios
de estudio Figuras 16 y 17). Respecto al efecto de la fecha de muestreo, se observd que
metsulfurén alcanzo valores similares al control sin herbicidas residuales (p>0,05) entre
los 60 y 90 DDA en 2017 y 2018. En el caso de metsulfurén/clorsulfuron, se observaron
valores similares al control sin herbicidas residuales (p>0,05) a los 120 DDA (Figuras 16
y 17).

La MSR no registro interacion entre los herbicidas y los DDA (p>0,05). Tampoco
se detectaron efectos de los herbicidas, mientras que si se obtuvieron diferencias
significativas entre los DDA (p<0,05). Asi, metsulfuron alcanz6 valores de MSR
similares al control a los 60 dias en 2017 y a los 30 dias en 2018 (Figura 16). En el caso
de metsulfurén/clorsulfurdon alcanzo valores similares al control sin herbicidas residuales

a los 90 dias en 2017 y a los 60 dias en 2018 (Figura 17).
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Tabla 19. Longitud de raiz principal (LRP, cm) de soja para cada herbicida y para cada fecha de muestreo
en 2017 aplicados en un suelo serie Ramallo en un barbecho quimico largo (BQL) y barbecho quimico
corto (BQC). DDS: dias desde la siembra del cultivo de soja en campo; Met: metsulfuron; Met/Clors:
metsulfurén/clorsulfurén. n: niimero de repeticiones que conforman la muestra. CV: coeficiente de
variacion. Valor p: valor estadistico de prueba. Partido de San Nicolas, Buenos Aires.

) DDS Valor p C.V.
Tratamiento 30 60 90 120 150 (=005) N W
Control 12,8a A 12,5aA 132aA 12,7a A 11,5a A 0,1452 74 14,3
Met. 93bB  108abAB  109aA 12,62 A 119aA <0000 75 162
(Met/Clors) 6,7¢B 92bB 9.8b AB 11,62 A 11,7aA <0000 71 183
Valor p (<=0,05)  <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0801 0,2021
N 45 44 45 4 45
C.V. (%) 18,7 212 14,5 12,1 16,2

*Dentro de cada fecha de muestreo, letras mintsculas distintas indican diferencias significativas (p>0,05). Dentro de
cada tratamiento (herbicida o combinacion de herbicidas), letras maytsculas distintas indican diferencias significativas
(p>0,05).

Tabla 20. Longitud de raiz principal (cm) de soja para cada tratamiento y para cada fecha de muestreo en
2018 aplicados en un suelo serie Ramallo. BQL: barbecho quimico largo; BQC: barbecho quimico corto;
DDS: dias desde la siembra del cultivo de soja en campo; Met.: metsulfuron; Met/Clors: metsulfuron mas
clorsulfuréon. n: nimero de repeticiones que conforman la muestra. CV: coeficiente de variacion. Valor p:
valor estadistico de prueba. Partido de San Nicolés, Buenos Aires.

Tratamiento DDS Valorp CV.
30 60 90 120 150 (<=0,05) N (%)
Control 95aA 9,7aA 9.8aA 9,7aA 10,1a A 0,2101 75 11,5
Met. 8,5bB 9,2 ab AB 9,5ab A 102a A 96aA <0,0001 75 19,2
(Met/Clors) 54cB 75bB 8,0b AB 85aA 8,6aA <0,0001 71 17,6
Valor p (<=0,05) <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,1512 0,1114
N 45 42 45 45 45
C.V. (%) 12,4 11,2 21,5 19,1 12,8

*Dentro de cada fecha de muestreo, letras minusculas distintas indican diferencias significativas (p>0,05). Dentro de
cada tratamiento (herbicida o combinacion de herbicidas), letras mayusculas distintas indican diferencias significativas
(p>0,05).

La aplicacién de metsulfurén (10 g.p.f.ha'!) generé una reducciéon en la LRP, MSA
y MSR en soja. El modelo fue probado para cada herbicida utilizando los valores de LRP,
MSA y MSR (Adati et al., 2006). Las pruebas de F de falta de ajuste realizadas para cada
curva frente al ANOVA correspondiente no fueron significativas (p<0,05), por lo que el
modelo describié adecuadamente el comportamiento de la LRP, MSA y MSR de las
plantas de soja.

Los resultados obtenidos mediante bioexperimentos en soja en condiciones
controladas mostraron que el tiempo necesario para no detectar sintomas de fitotoxicidad
en soja mediante bioexperimentos por la aplicacion de metsulfurén (10 g.p.f.ha™!) en pre-

siembra del cultivo fue de 60 a 65 dias y 30 a 60 mm de precipitaciones acumuladas.
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Por su parte, el tiempo requerido entre la aplicacion de (metsulfuron/clorsulfurén)
(15 g.p.fha!) yla siembra del cultivo de soja para no observar sintomas de fitotoxicidad

fue de 120 dias y entre 133 y 230 mm (Tabla 21).

Tabla 21. Parametros a y b del modelo propuesto de efectos del momento de muestreo sobre las variables
longitud de raiz principal (LRP, cm), materia seca aérea (MSA, g) y materia seca radical (MSR, g). R%:
coeficiente de correlacion. Met.: metsulfuron y (Met/Clors): metsulfuron/clorsulfuron. Partido de San
Nicolas, Buenos Aires. 2017 y 2018.

Variable Afio Herbicida A b R?
2017 Met 12,6 0,03 0,83
(Met/Clors) 11,7 0,06 0,81
LRP
2018 Met 10,2 0,03 0,89
(Met/Clors) 8,6 0,06 0,95
2017 Met 0,109 0,05 0,52
VSA (Met/Clors) 0,114 0,06 051
2018 Met 0,095 0,05 0,58
(Met/Clors) 0,086 0,06 092
2017 Met 0,102 0,05 0,67
MSR (Met/Clors) 0,090 0,07 0,74
2018 Met 0,092 0,03 0,64
(Met/Clors) 0,091 0,03 074
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Figura 16. Valores observados (simbolos llenos) y predichos (simbolos vacios) de acuerdo con el modelo
de regresion no lineal de longitud de raiz principal (LRP, cm), materia seca aérea (MSA, g) y materia seca
radical (MSR, g) en soja para metsulfurén en a): 2017 y b): 2018, aplicados en un suelo serie Ramallo.
Partido de San Nicolas, Buenos Aires.
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Figura 17. Valores observados (simbolos llenos) y predichos (simbolos vacios) de acuerdo con el modelo
de regresion no lineal de longitud de raiz principal (LRP, cm), materia seca aérea (MSA, g) y materia seca
radical (MSR, g) en soja para metsulfuron/clorsulfuréon en a): 2017 y b): 2018, aplicados en un suelo serie
Ramallo. Partido de San Nicolas, Buenos Aires.
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5. Discusion

5.1. Residualidad por aplicacion secuencial de herbicidas ALS

5.1.1. Estudio en campo

De acuerdo con los resultados obtenidos en condiciones de campo no fue posible
detectar efectos de residualidad en los cultivos evaluados, a diferencia de lo registrado
por otros investigadores (Brown, 1990; Moyer et al, 1990; Moyer y Esau, 1996;
O’sullivan ef al, 1998; Renner et al., 1998; Ball et al., 2003; Alister y Kogan, 2005;
Panaggio, 2018). La aplicacion en secuencia (Szmiegielski et al., 2011) de herbicidas
residuales inhibidores de la ALS previo a la siembra de cultivos sensibles como colza, no
generd efectos perjudiciales en las variables analizadas. Los suelos de textura fina a media
como el del presente estudio, poseen mayor potencial para retener herbicidas y por lo
tanto menor es la probabilidad de que se produzcan problemas de fitotoxicidad
(Anderson, 1985; Anderson y Barret, 1985; Bedmar y Gianelli, 2014). A su vez, las
condiciones climdticas luego de la aplicacion (precipitaciones acumuladas superiores al
promedio histérico) pudieron haber contribuido a la rapida disipacion de los herbicidas
en el suelo disminuyendo los riesgos de generar fitotoxicidad en condiciones de campo

en los cultivos de soja y colza.

5.1.1.1. Soja

Densidad de plantas y altura

El niimero de plantas emergidas no fue reducido por la aplicacion en secuencia de
hasta dos herbicidas residuales ALS en pre-siembra del cultivo de soja, al igual que los
resultados encontrados por Prostko et al. (1996) quienes trabajaron con clorimuron y
linurén. Asimismo, la ausencia de efecto de los herbicidas sobre la densidad de plantas
coincide con aquellos obtenidos por Krausz et al. (1992), quienes trabajando con
herbicidas inhibidores de la ALS (clorimurén e imazetapir) tampoco determinaron efectos
negativos sobre la emergencia del cultivo de soja para dosis similares a las aqui utilizadas.

Los resultados de altura en soja aqui obtenidos coinciden con aquellos
encontrados por Prostko ef al. (1996) quienes han informado disminuciones en la altura
del cultivo de soja en evaluaciones cercanas a la aplicacion (5 semanas después de la

aplicacion) y la posterior recuperacion (19 semanas después de la aplicacion) por
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aplicaciones de mezclas de herbicidas residuales ALS en presiembra del cultivo de soja.
De forma similar, Krausz y Young (2001) concluyeron que la altura del cultivo no fue
influenciada por los sintomas fitotoxicos ocurridos en etapas tempranas. La disminucion
en altura del cultivo de soja por efectos fitotoxicos de herbicidas inhibidores de la ALS
puede ser esperable cuando el cultivar manifiesta sensibilidad a los herbicidas y si bien el
cultivar de soja utilizado en el presente estudio no era tolerante a herbicidas ALS, las
condiciones edafoclimaticas (suelo de textura fina a media y precipitaciones acumuladas
superiores a la media historica) pudieron haber contribuido a la disipacion de los
herbicidas (Al-Khatib y Peterson, 1999; Helling, 2005). Un aumento en la intensidad de
uso o en la dosis de herbicidas residuales inhibidores de la ALS podria haber generado
una disminuciéon en la altura del cultivo de soja tal como lo informan los trabajos
realizados por Krausz et al. (1992) quienes determinaron reducciones en la altura cuando
trabajaron con herbicidas como clorimur6n e imazetapir en pre-siembra del cultivo de
soja, pero en dosis dobles o triples que a las aqui utilizadas. Para dosis similares, los
resultados coinciden con los aqui informado. Asi, el riesgo de generar un perjuicio sobre
la densidad de plantas y la altura del cultivo de soja por la aplicacion en secuencia de
herbicidas residuales inhibidores de la ALS (hasta dos activos) en los sistemas

productivos de la region es bajo.

Fijacion biologica de nitrégeno

Los resultados encontrados sobre la FBN no coinciden con aquellos obtenidos por
De Felipe et al., 1987, Fernandez-Pascual et al., 1988, Pozuelo et al., 1989 y Fernandez-
Pascual et al., 1992 quienes determinaron que herbicidas con accion residual pueden
afectar dicho proceso a través de una reduccion en el nimero de nédulos por planta. Asi,
las aplicaciones en secuencia de herbicidas inhibidores de la ALS no generaron un efecto
negativo en las variables relacionadas al proceso de FBN (numero de nddulos, peso de
nddulos, nodulacién especifica). Las condiciones de precipitaciones acumuladas
ocurridas después de la aplicacion de los herbicidas sumado a las caracteristicas del suelo
donde se desarroll6 el experimento (elevado contenido de arcilla, pH menor a 7) pudieron
contribuir en favorecer la disipacion de los herbicidas y asi menor cantidad de activo

qued¢ disponible para afectar el proceso de nodulacion.
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Fitotoxicidad

Los valores de fitotoxicidad aqui obtenidos fueron inferiores que los determinados
por Simpson y Stoller (1996) quienes trabajaron con aplicaciones secuenciales de
herbicidas residuales ALS en post-emergencia de un cultivar de soja tolerante a herbicidas
ALS. Posiblemente esa menor fitotoxicidad se deba a que el apilamiento realizado en el
trabajo de Simpson y Stoller (1996) se efectu6 en post-emergencia del cultivo, a
diferencia del presente estudio, donde el apilamiento se realizé en pre-siembra del cultivo.

La ausencia de efectos fitotoxicos sobre el cultivo de soja permite aseverar que el
herbicida metsulfurén, aplicado durante el barbecho, fue disipado en forma adecuada.
Este herbicida puede causar dafios fitotoxicos en el cultivo con aplicaciones cercanas a la
siembra (30 a 40 dias) (Avendafio et al., 2006; Sanchez et al., 2011), sin embargo, en esta
experimentacion el lapso entre la aplicacion y la siembra fue mayor (70 dias). Ademas,
las abundantes precipitaciones acumuladas durante el barbecho previo a la siembra de
soja permitieron un adecuado nivel de humedad del suelo favoreciendo su disipacion.
Metsulfuron es movil en el suelo y se ha determinado que con lluvias de mas de 100 mm
después de la aplicacion se puede lixiviar a mas de 16 cm de profundidad (James et al.,
2004). En este caso, las precipitaciones acumuladas entre la aplicacion y la siembra de
soja fueron de 230 mm lo que posiblemente favorecid tal lixiviacion, no produciéndose
dafios en el cultivo. Estudios previos también determinaron que después de 148 dias desde
la aplicacion, se hallaron bajos niveles de residuos de metsulfurén a 30-40 cm de
profundidad (Walker y Welch, 1989).

Por su parte Kapusta ef al. (1986) y Corrigan y Harvey (2000) trabajando con
imazetapir, determinaron una tendencia similar de dilucion de los dafos fitotoxicos sobre
el cultivo, en la medida que trascurrieron los dias después de la aplicacion.

Por otro lado, el riesgo de generar un perjuicio al cultivo de soja por la aplicacion
de clorimurdn en pre-siembra del cultivo en suelos de textura fina a media y pH menor 7
como el del presente estudio, es bajo. En este sentido distintos estudios han demostrado
la tolerancia del cultivo de soja a la aplicacion de clorimurén (Wilcut ef al., 1989;
Moseley et al., 1993). No obstante, su uso frecuente en la etapa de barbecho quimico
(para el cual no se encuentra registrado su uso) (Vigna et al., 2014; Principiano y
Acciaresi, 2018) (sumado a la aplicacion secuencial de otros activos residuales ALS),
podria generar un efecto fitotoxico sobre el cultivo de soja que continua en la rotacion. El
cultivo de soja tiene la habilidad de recuperase de los dafios causados por herbicidas ALS

cuando estos suceden en estadios tempranos del crecimiento del cultivo tal como sugieren
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Haggod et al. (1980) y Weidenhamer et al. (1989). La respuesta del cultivo por
aplicaciones de clorimur6n en pre-siembra es diferente a la determinada por Askew et al.
(1999), quienes observaron danos fitotoxicos (10 a 14 %) en el cultivo en funcion del
herbicida aplicado previamente (trifluralina, flumetsulam, metribuzin, imazaquin). Los
sintomas de fitotoxicidad aqui encontrados por la aplicacion secuencial de herbicidas
inhbidores de la ALS desaparecieron con el avance del ciclo del cultivo no afectando la

produccion en grano.

La aplicacién adicional de imazetapir, clorimurdn y diclosulam sobre metsulfurén
no causé efectos fitotoxicos demostrando una adecuada tolerancia del cultivo a la
aplicacion en secuencia de estos herbicidas. La tolerancia del cultivo de soja a estos
activos herbicidas, ya demostrada previamente para aplicaciones simples (Cole et al.,
1989; Krausz et al., 1992), también se manifestd con aplicaciones en secuencia. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Panaggio (2018) quien también registrd
condiciones propicias para la disipacion de los herbicidas (elevadas precipitaciones
acumuladas posterior a la aplicacion).

Por otro lado, el apilamiento de los herbicidas imazetapir, clorimurén y
diclosulam sobre metsulfuron/clorsulfurén manifestd sintomas de fitotoxicidad que
desaparecieron con el avance del ciclo del cultivo. De esta forma, es posible concluir qué
si bien la aplicacion en secuencia de herbicidas residuales inhibidores de la ALS en pre-
siembra del cultivo de soja puede generar sintomas fitotoxicos sobre el cultivo, si las
condiciones posteriores a la aplicacion de los herbicidas son favorables para su disipacion,

el riesgo de generar un perjuicio sobre la produccidn en grano es baja.

Radiacion fotosintéticamente activa interceptada, eficiencia en el uso de la radiacion y
tasa de crecimiento del cultivo.

Todas las secuencias herbicidas alcanzaron una intercepcion de radiacion cercana
a 95% en el estado fenologico Rs. Johnson ef al. (2002) y Edwards y Purcell (2005)
observaron que, en ciertos casos, leves reducciones de la RFAi por efectos de
fitotoxicidad de herbicidas residuales ALS no se relacionaron con disminuciones en la
produccion en grano. Por otro lado, valores de EUR similares a los determinados en este
estudio han sido informados por Rochette et al. (1995), Sinclair y Muchow (1999),
Molino (2011) y Giayetto ef al. (2015). De forma similar a esta experiencia Adcock y

Banks (1991) empleando herbicidas inhibidores de la ALS (clorimurdn) no determinaron
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efectos negativos sobre la TCC de soja. La ausencia de efectos negativos sobre la TCC

presume un crecimiento normal del cultivo.

Produccion en grano

Los resultados obtenidos coinciden con lo documentado por Krausz et al., (1992),
Kapusta et al. (1986) y Corrigan y Harvey (2000), quienes a pesar de haber detectado
sintomas de fitotoxicidad visual por la utilizaciéon de herbicidas residuales ALS, no
observaron luego disminuciones en la produccién en grano. No siempre los efectos
fitotoxicos por herbicidas sobre soja se relacionan con disminuciones en la produccion
(Haggod et al., 1980; Shaw y Wixson, 1991; Prostko et al., 1996; Johnson et al., 2002).
Los dafios fitotdxicos aqui determinados no fueron lo suficientemente prolongados (Hart
y Roskamp, 1998; Al-Khatib y Peterson, 1999) como para causar reducciones de la RFAi
acumulada (Edwards y Purcell, 2005), o del crecimiento vegetativo (Young et al., 2003)

y en la produccion en grano.

5.1.1.2. Colza

Densidad de plantas y altura

Los resultados obtenidos en colza no coinciden con los obtenidos por Moyer y
Esau (1996), quienes registraron una reduccion en la emergencia y en la altura de colza
en los tratamientos que incluian imazetapir aplicado con un afio de anticipacion. A su vez,
estos mismos autores observaron dafos fitotoxicos en colza que causaron disminuciones
de la biomasa del cultivo (entre 20 a 25 %), cuando evaluaron herbicidas ALS de la
familia de las imidazolinonas (imazetapir en dosis similares a las aqui utilizadas (100
g.i.a.hal)). Las precipitaciones acumuladas superiores a la media histérica ocurridas en
el presente estudio pudieron haber favorecido la disipacion de imazetapir tal como fue
demostrado por Battaglin ef al., 2000 y Sondhia, 2013. Asi, el riesgo de generar perjuicios
en la region por imazetapir sobre el cultivo de colza que continlia en la rotacion es bajo
si las caracteristicas del suelo (suelos textura fina a media) y las condiciones climéaticas
posteriores a la aplicacion son favorables para la disipacion de herbicidas (elevadas

precipitaciones).
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Produccion en grano

Respecto a la produccion en grano, los resultados obtenidos en el presente estudio
no coinciden con lo observbado por Ball ez al., (2003) y O’Sullivan et al. (1998), quienes
determinaron que la produccion en grano de colza fue reducida por efecto del herbicida
imazetapir después de un afio de aplicado el mismo. La posible diferencia radicaria en
que estos autores evaluaron la fitotoxicidad en ambientes de bajas precipitaciones
(menores a 600 mm) respecto de las registradas en el presente estudio. Ello es de suma
relevancia dado la importancia de las precipitaciones en la disipaciéon de herbicidas
residuales inhibidores de la ALS en el suelo afectando la persistencia (Anderson 1985,
Shipitalo et al., 1990; Oppong y Sagar, 1992; Sigua et al., 1993; Isensee y Sadeghi, 1994;
Shin et al., 1998; James et al., 2004). Las elevadas precipitaciones acumuladas ocurridas
en el presente estudio (mayor a 900 mm) (en la etapa de pre-siembra del cultivo de colza)
podrian haber favorecido la disipacién de herbicidas tal como lo demostraron Ball,
(2003), Moyer y Esau (1996) y O’Sullivan ef al., (1998) debido al alto potencial de
lixiviacion de los ingredientes activos evaluados (GUS>2,8) (Lewis ef al., 2016).

La aplicacion de herbicidas sulfonilureas en el afio anterior a la siembra no afect6
la produccién en grano de colza. En este sentido, Moyer et al. (1990) concluyern que
entre la aplicacion de dosis altas de clorsulfurén (40 g.i.a.ha!) y la siembra de colza deben
pasar tres afios para no observar dafios. No obstante, para dosis similares a las utilizadas
en este experimento (9,4 g.i.a.ha™), no se observaron efectos fitotdxicos un afio después
de la aplicacion. Se podria inferir que el clorsulfuron mostr6 una tasa general de
degradacion mas rapida dado el pH menor a 7 en el presente estudio tal como fue
documentado en otros trabajos (Walker y Brown, 1983; Joshi et al., 1985; Thirunarayanan
et al., 1985; Ravelli et al., 1997; James et al., 1999). A su vez, los suelos de textura fina
a media como el utilizado aqui, poseen mayor potencial para retener herbicidas y por lo
tanto menor es la probabilidad de que se produzcan problemas de fitotoxicidad
(Anderson, 1985; Anderson y Barret, 1985; Bedmar y Gianelli, 2014). Los elevados
contenidos de arcilla (26 %) registrados por Moyer et al. (1990) son similares a los
registrados en el presente estudio. A su vez, estos resultados coinciden también con lo
documentado en otro trabajo por Moyer (1995) quien no detect6 dafios por la aplicacion
de herbicidas sulfonilureas (entre ellos metsulfurdn y clorsulfurén) en colza aplicados en
el afio anterior. Por su parte Soltani et al., (2004), trabajando con aplicaciones de
herbicidas residuales ALS (entre ellos clorimurén) no detectaron una disminucién en la

produccion en grano sobre cultivos sensibles que continuaron en la rotacion el afio
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siguiente. La disipacion y consecuentemente la persistencia de los herbicidas ALS
dependen de la degradacion relacionada con el suelo y de las caracteristicas de sorcion.
Los elevados contenidos de arcilla (24 %) y el pH menor a 7 en el presente estudio (pH
5,8) podrian haber favorecido la adsorcion de los herbicidas de la familia de las
sulfonilureas a los coloides del suelo y por lo tanto una menor cantidad de ingrediente
activo quedo disponible para ser absorbido por las plantas y asi generar fitotoxicidad
(Anderson, 1985; Anderson y Barret, 1985). A su vez, a pH de suelo menores a 7 (como
los determinados en este experimento), ocurre una mas rapida degradacion debido al
hidrolisis 4acida (Sarmah y Sabadie, 2002).

Las temperaturas ambientes registradas en el presente estudio fueron similares al
promedio histdrico lo que no pudo haber favorecido una mayor actividad microbiana.
Esto permite inferir que fueron las condiciones de precipitaciones y caracteristicas del
suelo (textura, pH) las que contribuyeron a la degradacion de los herbicidas,
disminuyendo la persistencia de los activos en el suelo (Beyer et al., 1988; Goetz et al.,
1990, Mangels, 1991; Loux y Reese, 1993; Lehmann ef al., 1993; Flint y Witt, 1997;
Cobucci et al., 1998).

A su vez, la produccion en grano del cultivo de colza no fue afectada por el
apilamiento de herbicidas residuales inhibidores de la ALS. En este sentido, los resultados
no son coincidentes con los obtenidos por Panaggio (2018) quien evalud el apilamiento
de herbicidas residuales inhibidores de la ALS (de 2 a 5 herbicidas) (metsulfurdn,
diclosulam, imazetapir, clorsulfurén), aplicados en pre-siembra y post-emergencia del
cultivo de soja sobre cultivos invernales que continuaron en la rotacion al afio siguiente
(trigo y cebada), encontrando principalmente efectos perjudiciales de apilamiento de
herbicidas inhibidores de ALS sobre el cultivo de cebada y en menor medida en trigo. La
diferencia con respecto a los resultados aqui encontrados podria deberse a la mayor
cantidad de herbicidas apilados (cinco) por Panaggio (2018). Por su parte, Johnson et al.
(2005) demostraron mayores pérdidas de rendimiento en colza por distintas
combinaciones de imidazolinonas y sulfonilureas aplicados en secuencia, respecto de
secuencias que utilizaron menos herbicidas residuales ALS o que no utilizaron herbicidas
residuales. Asi, es posible concluir que, con un apilamiento de hasta dos herbicidas
residuales ALS, el riesgo de generar un efecto negativo sobre la produccion en grano del
cultivo de colza que continta en la rotacion es bajo en las condiciones experimentales

evaluadas.
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5.1.2. Estudio mediante bioexperimentos

Los bioexperimentos han sido utilizados para detectar diferentes herbicidas
residuales, especialmente del grupo de los ALS (Sunderland et al., 1991; Stork y Hannah,
1996; Hernandez-Sevillano et al., 2001; Eliason et al., 2004; Geisel et al., 2008). Asi,
bajas concentraciones de residuos de herbicidas pueden ser detectadas en cortos periodos
(15 a 20 dias) y en condiciones controladas de ambiente (Riddle, 2012). En este sentido,
en el presente trabajo pudo observarse la utilidad de los bioexperimentos en la deteccion
de concentraciones bioldgicamente activas de herbicidas residuales ALS, al igual que lo
documentado por otros trabajos para la familia quimica de las imidazolinonas (Geisel et
al., 2008), sulfonilureas (Sunderland et al, 1991; Stork y Hannah, 1996; Hernandez-
Sevillano et al., 2001) y triazolpirimidinas (Stork y Hannah, 1996; Hernandez-Sevillano
etal., 2001).

De las variables analizadas (LRP, MSA y MSR), la LRP fue en la cual se observo
mayor reduccion siendo asi la més sensible, coincidiendo con lo documentando en otros
estudios (Landi y Cambridge, 1989; Hernandez-Sevillano et al., 1999). Sin embargo, los
resultados obtenidos mediante los bioexperimentos no coinciden con las respuestas del
cultivo de soja en campo coincidiendo con lo establecido por Cervellini y Fantini (2015)
quienes trabajando con herbicidas de la familia quimica de las imidazolinonas (imazapir
e imazamox) no encontraron relacion entre los resultados encontrados en los
bioexperimentos y lo obtenido con girasol en condiciones de campo. Del mismo modo,
Panaggio (2018) trabajando sobre el efecto del apilamiento de herbicidas residuales ALS
(metsulfurén, clorimurdn, imazetapir, clorsulfurén) sobre los cultivos de trigo y cebada
determind que no todas las variables cuantificadas tuvieron una asociacion robusta con
las variables medidas en condiciones de campo. Al respecto, las condiciones ambientales
respecto de la situacion en campo se modifican lo cual podria hacer que se sobreestimen
los dafios de los herbicidas presentes en el suelo. En este sentido, el mantenimiento de los
suelos con humedad y una mayor temperatura en los bioexperimentos puede generar una
mayor disponibilidad del herbicida debido a la desorcion desde los sitios de union al suelo
(Riddle, 2012). Otra razon posible es qué una vez tomada la muestra, en condiciones de
campo, continua la degradacién quimica y microbiana de los herbicidas. Asimismo, en
condiciones de campo las raices de los cultivos pueden escapar de la zona donde se
concentran los herbicidas (Watson y Checkel, 2005) lo cual puede modificar la incidencia
sobre los cultivos. De esta forma resulta dificil predecir pérdidas de rendimiento en

cultivos a través de un bioxperimento. Asi, si bien los bioexperimentos constituyen una
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metodologia experimental econdmica y relativamente sencilla para registrar la presencia
de un herbicida o sus metabolitos en el suelo, dada la naturaleza experimental de los
mismos, resulta imprescindible la evaluaciéon en campo para determinar si es posible
corroborar el mismo comportamiento residual.

Debe tenerse en cuenta que la recomendacion de aplicacion de
metsulfurén/clorsulfuron en sojas no STS indica un periodo de 150 dias y 250 mm entre
la aplicacion y la siembra, necesarios para que no se detecte fitotoxicidad (Vigna et al.,
2014). Los sintomas de fitotoxicidad registrados en los tratamientos con
metsulfurén/clorsulfuron podrian ser debidos a que el tiempo transcurrido entre la
aplicacion de la mezcla de herbicidas y la siembra del cultivo de soja en el campo fue de

70 dias con una precipitacion acumulada de 210 mm.

5.2. Interaccion de residuos edaficos de herbicidas residuales ALS

Los resultados de interaccion aqui obtenidos coinciden con el tipo de interaccion
observada en otros estudios (Zhang et al., 1995; Moyer y Hamman, 2001; Eliason et al.,
2004; Johnson et al., 2005; Geisel, 2007; Geisel et al., 2008; Szmigielski et al., 2008;
Szmigielski et al., 2011) para distintos herbicidas residuales ALS de las familas quimicas
de las imidazolinonas, sulfonilureas y sulfonil amino carbonil triazolinonas. No obstante,
el tipo de interaccion de generada no coincide con lo documentado por Simpson y Stoller
(1996) quienes informaron que imazetapir combinado con thifensulfurén dio como
resultado una fitotoxicidad sinérgica en soja tolerante a herbicidas de la familia quimica
de las sulfonilureas.

La aplicacion secuencial de herbicidas residuales ALS puede predisponer al
cultivo sucesor en la rotacion a niveles altos de fitotoxicidad. Posiblemente una de las
causas es que dichos herbicidas comparten las rutas metabolicas de detoxificacion y
podrian competir por la accidon de las enzimas detoxificantes. En este sentido, como la
aplicacion en secuencia de herbicidas ALS en afios sucesivos o incluso dentro de un
mismo afio es una practica frecuente en los sistemas agricolas regionales se debe tener
presente que la bioactividad de los residuos de herbicidas que persisten puede aumentar
la bioactividad de un herbicida ALS aplicado. De este modo puede resultar en un mayor

riesgo de lesiones en cultivos posteriores que son sensibles a ambos herbicidas.
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5.3. Persistencia fitotoxica de herbicidas residuales ALS sobre el cultivo de soja

En lo que respecta a la persistencia fitotoxica de metsulfurén sobre el cultivo de
soja, los resultados se encuentran dentro del rango determinado por métodos quimicos de
23 a 79 dias y muestreos a 20 cm de profundidad similares a los observados por (Walker
et al., 1989; James et al., 1995). Se podria decir que se logré mayor biodisponibilidad y
fitotoxicidad residual, asi como persistencia de herbicidas, en el presente estudio debido
al mayor pH (6) y menor contenido de materia organica (2,70 %) que en estudios
realizados en otras condiciones ambientales (Bedmar et al., 2005; Bedmar et al., 2006;
Salamanco, 2011). Asimismo, es sabido que las vias méas importantes de degradacion de
las sulfonilureas en el suelo son la hidrolisis quimica y la degradacién microbiana
(Bedmar y Gianelli, 2014). Los factores que tienen mayor influencia en estos procesos
incluyen el pH y la materia orgénica. Por esta razon, la tasa de degradacion pudo haber
sido mas rapida en el suelo de Balcarce que en el presente estudio. Otro aspecto por
considerar es que el elevado contenido de arcilla del suelo donde se realizo el presente
estudio pudo aumentar la capacidad de retenciéon de agua en el suelo y contribuir a
mayores tasas de descomposicion microbiana qué aquellas observadas por Beckie y
McKercher (1989), disminuyendo asi la persistencia de los herbicidas ALS en el suelo.

Respecto al uso combinado de metsulfuron/clorsulfurén, los resultados no
coinciden con lo observado por Bellingeri et al. (2009) quienes no determinaron dafios
fitotoxicos por la aplicacion en presiembra de soja. Es importante dstacar que estos
autores realizaron sus experimentos en suelos con contenidos de materia orgéanica (4,7 %)
mayores a los del presente estudio. De este modo, el menor contenido de MO de los suelos
de este trabajo pudo haber generado perjuicios en los cultivos sensibles que contintan en
la rotacion tal como han establecido Smith y Hsiao (1985), Goetz ef al. (1989), Mangels,
(1991) y Castro et al. (2002). Es importante destacar que los resultados aqui obtenidos
coinciden con el perfil de disipacion del herbicida que establece un periodo de 150 dias y
250 mm entre la aplicacion de metsulfuron/clorsulfurdn y la siembra del cultivo de soja
en campo (Vigna et al., 2014) por lo que su aplicacion cumpliendo dichos parametros de
restriccion no generan fitotoxicidad sobre el cultivo de soja que contintia en la rotacion.

Finalmente, un aspecto para considerar es que en el presente trabajo la
profundidad de muestreo para la realizacion de los bioexperimentos fue de 20 cm, por lo
que los resultados podrian diferir si se tuviera en cuenta un perfil menos profundo tal

como los observados por Gianelli et al., (2010), quienes trabajaron con profundidades de
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muestreo de 12 cm para la determinacion de la persistencia de herbicidas de la familia
quimica de las imidazolinonas. De este modo, los resultados pueden diferir si se
consideraran estratos de suelo mas profundos, donde posiblemente quedarian una mayor
cantidad de residuos de herbicidas.

Las aplicaciones secuenciales de herbicidas residuales inhibidores de la ALS
pueden predisponer al siguiente cultivo a niveles altos de fitotoxicidad. No obstante, los
resultados sugieren que dicho perjuicio esté relacionado a las condiciones edafoclimatcas
a las que estaran expuestos los activos herbicidas una vez aplicados. La técnica de
bioexperimentos puede resultar util para determinar un posible efecto perjudicial sobre el
cultivo que se desea implantar. No obstante, la interpretacion de los resultados de los
bioexperimentos debe incluir otro tipo de informacién como caracteristicas del suelo
(textura, materia organica, pH) y datos climaticos (precipitaciones y temperaturas) para
predecir un posible efecto sobre el cultivo en condiciones de campo.

Los herbicidas residuales son un componente importante de los programas de de
manejo de malezas regionales. La forma en que estos herbicidas son posicionados en la
rotacion de cultivos de un sistema productivo es una parte critica del proceso de
planificacion. Comprender los factores que influyen en la persistencia ayudara a realizar
un manejo adecuado de lo mismos dentro de los sistemas productivos, tratando de

disminuir las externalidades de su empleo.
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6. Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta tesis brindan informacion acerca de la persistencia
de herbicidas ALS en un suelo del NO de la provincia de Buenos Aires y como la
aplicacion en secuencia de herbicidas residuales del grupo de los ALS incide en el
comportamiento de los cultivos en rotacion agricola en la region. Ello resulta de
importancia a fin de racionalizar el uso regional de herbicidas residuales.

Con los resultados obtenidos de tres afios de experimentacion, es posible concluir

que:

Hipdtesis 1. La aplicacion secuencial de herbicidas residuales ALS genera
efectos fitotoxicos afectando el establecimiento, el crecimiento y la

produccion en grano sobre el cultivo de soja que continua en la rotacion.

En el contexto experimental empleado, no se acepta la primera hipotesis. Si bien
el apilamiento de herbicidas residuales inhibidores de la ALS aplicados durante el
periodo de barbecho quimico previo a la siembra del cultivo de soja generd un
efecto fitotdxico, el mismo desaparecié con el avance del ciclo del cultivo. El
establecimiento, el crecimiento y la produccion en grano del cultivo de soja que
siguid en la rotacidon no se vieron afectados. Las condiciones edafocliméaticas
donde se establecid el experimento en campo (suelos de textura media, elevadas
precipitaciones acumuladas) pudieron haber contribuido a la disipacion de los
herbicidas. El riesgo de generar un perjuicio sobre el cultivo de soja que continua

en la rotacion por el apilamiento de hasta dos herbicidas residuales ALS es bajo.

Hipotesis 2. La aplicacion secuencial de herbicidas residuales ALS durante el
periodo de barbecho previo a la siembra del cultivo de soja afecta los cultivos

sensibles sembrados un afo después que suceden en la rotacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos, no se acepta la segunda hipodtesis. La
aplicacion secuencial de herbicidas residuales inhibidores de la ALS durante el
periodo de barbecho quimico previo a la siembra de soja no afectdo el
establecimiento, crecimiento y produccion en grano del cultivo de colza sembrado

un afio después de la aplicacion. Las propiedades edaficas del sitio experimental
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y las elevadas precipitaciones acumuladas en pre-siembra del cultivo de colza

pudieron contribuir a la ausencia de efectos sobre el cultivo sucesor.

Hipotesis 3. La aplicacion secuencial de herbicidas ALS durante el periodo
de barbecho genera distintos tipos de interacciones entre los residuos

generados por los mismos.

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten aceptar la tercera hipotesis. La
interaccion generada por la acumulacidon de ingredientes activos de herbicidas
residuales inhibidores de la ALS en el suelo fue aditiva. Asi, la bioactividad de
los residuos de herbicidas que persisten puede aumentar la bioactividad de los
herbicidas inhibidores de la ALS aplicados, resultando en un mayor riesgo de

lesiones en cultivos posteriores que sean sensibles a ambos herbicidas.
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Argentina.

Los resultados obtenidos en esta tesis se relacionan con el estudio de la

persistencia de herbicidas residuales de la familia de la Acetolactato Sintasa (ALS) y

su incidencia en la productividad de cultivos sensibles en la rotacién en sistemas

agricolas del NO bonaerense. No obstante, debe tenerse presente que estos resultados

abarcan situaciones experimentales en condiciones controladas y de campo

particulares. Dentro de las posibles acciones futuras que deberian evaluarse pueden

mencionarse:

Las aplicaciones secuenciales en el tiempo dieron lugar a interacciones de los
residuos existentes. En los actuales sistemas productivos la superposicion de
herbicidas con accion residual resulta una practica cada vez mas frecuente. Asi,
dicha situacion se realiza con activos herbicidas residuales de igual o diferente
mecanismo de accion. Resultaria interesante profundizar en la generacion de
conocimiento acerca de la interaccion de ingredientes activos herbicidas con
accion residual y mecanismos de accion diferentes. Asimismo, se plantea la
necesidad de determinar el comportamiento de diferentes cultivos e incluso entre
cultivares de una misma especie.

En los sistemas productivos actuales existe un creciente interés en el uso de los
cultivos de cobertura para favorecer el manejo otofial temprano de malezas. Esto
plantea la necesidad de entender como la aplicacion secuencial de herbicidas
residuales ALS utilizados en pre-siembra del cultivo de soja impacta en el
establecimiento y crecimiento de los cultivos de cobertura establecidos en el
siguiente afio.

Se plantea también la necesidad de repetir este tipo de experimento para
condiciones edafoclimaticas diferentes a fin de alcanzar una validacion regional
consistente.

En el presente estudio, se integran y relacionan aspectos de residualidad de

ingredientes activos de herbicidas con variables de ecofisiologia de cultivos. En
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futuras investigaciones se deberia ampliar el abordaje de variables ecofisiologicas
(eficiencia en el uso de la radiacion, tasa de crecimiento) sobre los cultivos en

estudios de residualidad de herbicidas.
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