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PRESENTACION

El interés que origina la I+D+i en los diversos y complejos campos de
la Malherbologia es esencial en la busqueda del conocimiento dentro de
esta disciplina de la Proteccidon de Cultivos, permitiéndonos disefiar pro-
gramas eficaces contra las malas hierbas, tanto en aspectos relacionados
con la actuacién como en la prevencion.

Son muchos los retos a los que los profesionales de la malherbologia
deben enfrentarse hoy en dia. Por ejemplo, un nuevo marco legislativo
dentro de la Unidn Europea (Reglamento CE n° 1107/2009 y la Directiva
2009/128/CE del Parlamento Europeo y del Consejo) que reduce signifi-
cativamente el nimero de materias activas herbicidas, la disminucion del
gasto publico en I+D+i, los nuevos planes de estudio para la formacion
especializada en Sanidad Vegetal, la transferencia tecnoldgica e introduc-
cion de nuevas tecnologias, la aparicion de especies resistentes a herbici-
das, la presencia de malas hierbas invasoras, etc.

Indudablemente, todos estos temas estan presentes en el ambito la-
boral de los autores que han contribuido con sus trabajos al XV Congreso
de la Sociedad Espanola de Malherbologia (SEMh), todos ellos de induda-
ble interés para sectores de la Sociedad tan diferentes como la Empresa,
el Docente y el Investigador, asi como por la alta calidad cientifica de las
investigaciones y experiencias presentadas en el mismo.

Con éste son ya quince los Congresos Cientificos celebrados por la
SEMh, Congresos bianuales cuyo objeto es facilitar la comunicacion, di-
fusion y publicacion de los resultados de los trabajos realizados por los
Socios SEMh y otras personas interesadas. El conjunto de Actas de ante-
riores Congresos SEMh puede consultarse en su integridad (i.e., trabajos
completos) en nuestra pagina web www.semh.es, pretendiendo con
ello poner en manos de los profesionales y el resto de la Sociedad, todos
aquellos conocimientos que les permitan llevar a cabo un manejo de las
malas hierbas cada vez mas eficiente.

Como Presidente de la SEMh, agradezco muy sinceramente a la Escue-
la Técnica Superior de Ingenieria Agrondmica de la Universidad de Sevilla
y, en particular al Departamento de Ciencias Agroforestales, no solamen-
te la organizacién de este Congreso sino también su trabajo diario en la
formacidn de profesionales de la Proteccidn de Cultivos; una especialidad
que requiere una alta cualificacion fruto del aprendizaje recibido durante
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la etapa universitaria, complemento necesario que faculta para ejercer la
profesidn atendiendo a las nuevas realidades sociales y a los retos ante-
riormente mencionados.

“Quien no haya experimentado la irresistible atraccion de la ciencia,
no podra comprender su tirania” (Mary Shelley en su novela Frankens-
tein, 1918).

José Dorado Gomez
Presidente de la SEMh

Nota del Comité Organizador: se incluyen en esta acta un total de 66 co-
municaciones que se han agrupado en cinco tematicas: 1 Control no quimico,
2 Control quimico, 3 Nuevas tecnologias, 4 Agroecologia y 5 Formacion y
transferencia de tecnologia.

En el indice que viene a continuacion se ha seguido también este criterio
a la hora de ordenar las comunicaciones, de modo que estan ordenadas pri-
mero las lineas tematicas tal como se desarrollan en el Congreso y dentro de
cada tematica las comunicaciones estan ordenadas alfabéticamente por el
apellido del primer autor.
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EFECTOS ALELOPATICOS DE EXTRACTOS ACUOSOS DE
ARVENSES SOBRE LA GERMINACION DE TRIGO DURO
Y LOLIUM RIGIDUM

Lopez-Sariego M.C., Urbano J.M., Lopez-Martinez N.*

Departamento de Ciencias Agroforestales, Universidad de Sevilla, Ctra.
de Utrera km 1, 41013 Sevilla, Espafa.

*nlopez@us.es

Resumen: Se han analizado los efectos alelopaticos de extractos
acuosos de varias plantas sobre trigo duro (Triticum durum Desf.) y Lo-
lium rigidum Gaud., y la germinacion conjunta de las semillas de ambas
especies. Los resultados han mostrado que varios extractos estimularon
el desarrollo radicular y del hipocétilo, siendo el efecto proporcional a la
concentracién del extracto, destacando Urtica sp., Chenopodium murale,
Sinapis arvensis y Diplotaxis virgata, mientras que Matricaria chamomilla
inhibid el crecimiento. Los extractos ensayados sobre L. rigidum disminu-
yeron el desarrollo radicular en el caso de Malva parviflora, Daucus caro-
ta, Plantago lanceolata, Borago sp. y Papaver rhoeas. Por otra parte, la
germinacion conjunta de semillas del trigo duro y L. rigidum incrementd
la germinacion y el desarrollo radicular de ambas especies.

Palabras clave: Alelopatia, vallico, malas hierbas, Triticum durum.

Summary: Allelopathic effects of aqueous extracts of weeds on
germination of durum wheat and Lolium rigidum. We analyzed the
allelopathic effects of aqueous extracts of plants on durum wheat (Triti-
cum durum Desf.) and Lolium rigidum Gaud., together with joint germi-
nation of both plants. Results showed that several extracts stimulated
root development and hypocotyl, being proportional to the concentration
of the extract, highlighting Urtica sp., Chenopodium murale, Sinapis ar-
vensis and Diplotaxis virgata while Matricaria chamomilla inhibited grow-
th. The extracts tested on L. rigidum decreased root development in the
case of Malva parviflora, Daucus carota, Plantago lanceolata, Borago sp.
and Papaver rhoeas. Moreover, the joint seed germination of T. durum
and L. rigidum resulted in increased both germination and root develop-
ment of both species.

Keywords: Allelopathy, ryegrass, weeds, Triticum durum.
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INTRODUCCION

El manejo de las malas hierbas en los cultivos va desde el control me-
canico a las intervenciones fitosanitarias quimicas de sintesis de forma
que los restos vegetales quedan en el campo de cultivo, por lo que cada
vez es mayor el interés por realizar estudios sobre la incidencia alelopa-
tica que tienen las arvenses sobre los cultivos. Los efectos sobre germi-
nacion, nacimiento de cotiledones, crecimiento radicular y desarrollo de
plantulas van a depender de los compuestos extraidos de cada especie
(Sosa Diaz, 2003).

La actividad fitotoxica in vitro depende de la composicidn, de la plan-
ta sobre la que actian vy las dosis empleadas. Tras revisar la bibliografia
concerniente a este tema, se concluye que la longitud de raices es una
de las mejores variables para evaluar la actividad de un compuesto, por
los menores valores de la desviacidon estandar (Zamorano & Fuentes,
2005).

Los objetivos del presente trabajo fueron: 1) Determinar el efecto de
extractos acuosos de varias arvenses sobre la germinacion de semillas
de trigo duro; 2) Estudiar la fitotoxicidad de estos extractos sobre el cre-
cimiento radicular y del hipocétilo en el trigo y 3) Evaluar los efectos fito-
téxicos sobre Lolium rigidum con los extractos acuosos de arvenses con
menor fitotoxicidad sobre trigo.

MATERIAL Y METODOS
Material vegetal

Se usaron extractos acuosos de la biomasa aérea de 32 especies de
distintas arvenses tipicas en cultivo de trigo en la campifia sevillana reco-
lectadas del jardin arvense de la ETSIA Sevilla (Tabla 1).

Las plantas seleccionadas se recolectaron tomando las partes aéreas
(hojas, flores y tallos). Las semillas certificadas de trigo duro (cv. Don
Sebastian) habian sido sometidas a un tratamiento previo con tebucona-
zol 2,5%.

Método de obtencion de los extractos acuosos

Se incubaron 20 g de biomasa aérea fresca con 200 ml de agua desti-
lada a 80 °C durante 15 min, se filtrd, y se repiti6 el proceso con 100 ml
mas. Los dos filtrados se homogeneizaron y se diluyeron con agua desti-
lada a distintas concentraciones: 100%, 50% y 10% (Pérez et al., 2002).
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Trigo duro versus extracto de 32 arvenses

El disefio experimental fue 32 especies x 4 dosis x 3 repeticiones.
La unidad experimental fue una placa Petri con 10 semillas de trigo.
Las placas fueron selladas con parafilm y contenian papel de filtro
humedecido con 2,5 ml de extracto acuoso a las concentraciones de
100%, 50%, 10% y control. Se realizaron fotografias a dos dias (T1)
y cuatro dias (T2). Las placas se mantuvieron en camara de culti-
vo (14 h de luz, T@ 23/18 °C, y humedad relativa del 50-60%). En
base a las fotografias, se determind el porcentaje de germinacion,
la longitud radicular, longitud del hipocétilo, y nUmero de raices por
semilla. Para la medicién de las longitudes, dichas fotografias fueron
procesadas con el programa “Imagel” (Schneider et al., 2012).

Lolium rigidum versus extracto de 7 arvenses

El disefio experimental fue 7 extractos acuosos no diluidos x 1 do-
sis X 3 repeticiones. La unidad experimental fue una placa Petri con
20 semillas de L. rigidum. Las placas fueron selladas con parafilm y
contenian papel de filtro humedecido con 2,5 ml de extracto acuoso
sin diluir. Los extractos fueron elegidos segin el comportamiento que
obtuvieron con el trigo (positivo o neutro): Borago sp., Daucus ca-
rota, Emex spinosa, Malva parviflora, Papaver rhoeas, Plantago lan-
ceolata y Urtica sp. Se fotografiaron a los 2, 4 y 7 dias (T1, T2 y T3)
como se ha descrito en el apartado precedente.

Germinacion conjunta de Trigo duro y Lolium rigidum

El disefio experimental 1 dosis x 3 repeticiones. La unidad expe-
rimental fue una placa Petri con 20 semillas de L. rigidum y/o 5 se-
millas de trigo. Las placas fueron selladas con parafilm y contenian
papel de filtro humedecido con 2,5 ml de extracto acuoso. Se disefi6
una germinacion conjunta de semillas de trigo duro con L. rigidum,
usando como sustrato germinativo papel de filtro humedecido con
agua, y se incubaron en cdmaras de cultivo en las condiciones con-
troladas descritas anteriormente.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos durante la fase experimental fueron ana-
lizados mediante la aplicacién del Programa R (R Core Team, 2013).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Trigo duro versus extracto de 32 arvenses

Longitud radicular y longitud del hipocdtilo. Se ha determinado la longitud
radicular y del hipocétilo del trigo frente a los diferentes extractos utilizados.
Las mayores diferencias se encontraron en los extractos no diluidos. Los da-
tos a menores concentraciones (50% y 10% no se muestran)

Tabla 1. Especies arvenses utilizadas para realizar los extractos acuosos
y su efecto sobre la longitud radicular y longitud del hipocétilo en mm
(error estandar).

Cardaria draba 32,5 @ | 19,4 (1,4)® | Picris echioides | 36,4 (2,7)° 19,7 (1,4)?

i

Long. Long. Long. Long.
Extractos radicular | hipocétilo Extractos radicular hipocétilo
(SE) (SE) (SE) (SE)
Control 40,1 (1,4 | 17,4(0,7)* |Lolium rigidum | 39,9 (2,7)? 17,9 (1,2)?
Alopecurus ) . |Malva . .
myosuroides 43,9 (2,8) 22,8 (1,6) parviflora 41,5 (2,7) 18,6 (1,3)
Anthemis ) . | Matricaria b .
praecox 30,222 | 153 (L1) | chamomilla 27,0 (1,8) 17,4 (1,3)
Anacyclus ) . | Papaver . )
clavatus 30,4 (2,0 | 185(1.2F | poeas 38,7 (2,2) 20,6 (1,2)
. ) . | Phalaris . )
Avena sterilis 37,2(2,2) 17,6 (1,1) brachystachys 36,2 (2,0) 17,6 (1,2)
Borago sp. 38,1(2,2)2 | 21,1(1,3)* |Phalaris minor | 37,4 (2,4) 17,6 (1,1)°
. ) . | Phalaris a a
Bromus diandrus | 34,6 (2,0) 17,7 (1,1) paradoxa 33,5(1,9) 20,1 (1,2)
(2,2)
(2,0)

. ) . | Plantago . .
Centaurea diluta 29,9 (2, 16,2 (1,1) lanceolada 29,5(1,9) 16,2 (1,2)
Chenopodium ; , | Raphanus ) )
murale 46,8 (3,00 | 26,2 (1,9) raphanistrum 37,7 (2,5) 21,2 (1,4)
Chrysanthemum . . a a
coronarium 39,8(2,2¢ | 19,3 (1,1 | Rumex sp. 39,4 (22¢ | 20,9 (1,5)
Calendula 346 (2,77 | 16,5 (1,2 |Sinapisalba | 456 (2,50 | 22,6 (1,3
arVensis 1 I I I I I 1] 1
Daucus carota 34,1(2,2° | 204 (1,57 |Sinapis 47,8 (2,57 | 24,4 (1,4)
arvensis
. .. Silybum
a b a a
Diplotaxis virgata | 42,7 (28) | 23,7 (L6 |22 0 35,5 (2,1) 20,5 (1,4)
Emex spinosa 36,3 (2,2 | 21,1(1,4) |Stellaria media | 39,5 (2,9)? 23,1(1,9)
Hirschfeldia | a ; a
incana 32,8 (2,0 | 17,8(1,2) |Urtica sp. 49,8 (3,0) 23,2 (1,5)
Lolium a a
multiflorum 43,9(2,3) 20,6 (1,3)

Valores de una misma columna seguidos por una misma letra no presentan diferencias
significativas segun Test HDS de Tukey (p<0,05).
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Matricaria chamomilla disminuye significativamente la longitud radi-
cular del trigo un 32 % frente al control. Para el resto de extractos, la
mayoria de ellos provocaron efectos negativos en el desarrollo radicular,
excepto ocho de ellos, destacando Urtica sp. (Tabla 1). A concentraciones
inferiores no se observaron diferencias significativas.

Respecto a la influencia de los extractos sobre el hipocoétilo del trigo
(Tabla 1), hay cuatro especies arvenses que estimulan su crecimiento de
forma significativa frente al control. El que mayor diferencia significativa
presenta es Chenopodium murale, con una media de hipocétilo de 26,22
mm, seguido de Sinapis arvensis (24,39 mm), Diplotaxis virgata (23,68
mm) y Urtica sp. (23,25 mm). Otros 18 de los extractos también estimu-
lan el hipocdtilo, y cinco de ellos estan por debajo del control, siendo el
que produce mayor inhibicién Anthemis praecox (15,29 mm). A concen-
tracion de 50%, C. murale es la Unica que mantiene la estimulacion de
hipocétilo (datos no mostrados).

Numero de raices. No se observaron diferencias significativas para nin-
guno de los casos en las dosis utilizadas, siendo la media del nimero de
raices por semilla de 4 a 5 raices.

Porcentaje de germinacion. No se observaron diferencias significativas
en ninguln caso, siendo las medias del 72% al 96% de germinacion.

Los resultados presentados en la Tabla 1 indican que es probable que
la presencia de restos vegetales de algunas plantas consideradas ar-
venses sean beneficiosos para el cultivo como Urtica sp., Chenopodium,
Sinapis y Diplotaxis. De confirmarse estos resultados en campo, podria
cuestionarse el concepto de mala hierba como planta no deseable, y por
otro lado, su posible uso en otros sistemas como pueden ser las cubier-
tas vegetales por favorecer el crecimiento de determinados cultivos.

Lolium rigidum con extractos de siete arvenses

Longitud radicular y longitud del hipocdtilo. En varios casos se puede
apreciar los efectos inhibitorios del crecimiento radicular, mientras que
no existian variaciones significativas del hipocétilo respecto al control. La
aplicacion de extractos de arvenses produjo una inhibicién del crecimien-
to radicular con diferencias significativas en cinco de los extractos estu-
diados: Malva parviflora, Daucus carota, Plantago lanceolata, Borago sp.
y Papaver rhoeas (Tabla 2).
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Tabla 2. Efecto de los extractos acuosos de plantas arvenses en el crecimiento
radicular y del hipocétilo (en mm). Los datos son media de 20 plantas con 3
repeticiones (error estandar).

Longitud radicular (SE) Longitud hipocétilo (SE)

Control 39,2 (1,3)° 33,5 (1,1)?
Borago sp. 19,1 (1,0)° 34,1 (1,2)?
Daucus carota 12,4 (0,7)® 30,1 (1,1)?
Emex spinosa 40,3 (1,2)? 36,7 (1,2)?
Malva parviflora 11,9 (0,7)° 32,2 (1,1)?
Papaver rhoeas 27,1 (1,2)° 30,5 (1,1)?
Plantago lanceolata 15,8 (0,7)° 30,5 (0,9)?
Urtica sp. 36,7 (1,4)° 33,5 (1,4)

Valores de una misma columna seguidos por una misma letra no presentan diferencias
significativas segun Test HDS de Tukey (p<0,05).

Porcentaje de germinacion. No se observaron diferencias significativas
en ningun caso.

Germinacion conjunta de trigo duro y Lolium rigidum

Longitud radicular: trigo duro - L. rigidum: En ambos casos se apre-
cian diferencias significativas, donde se puede observar que la longitud
radicular ha aumentado probablemente por estimulacién del extracto de
la planta competidora (Tabla 3).

Longitud de hipocdtilo: trigo duro - L. rigidum: En las medias de lon-
gitud de hipocdtilo del trigo no se observaron diferencias significativas
con la presencia o ausencia L. rigidum. En el caso de L. rigidum, si hubo
influencia negativa debida a la presencia del trigo (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de la germinacion conjunta de trigo duro y Lolium rigidum sobre
la longitud radicular y del hipocétilo en mm (error estandar).

Long. radicular (SE) Long. hipocétilo (SE)

Trigo duro 112,4 (4,3) 89,7 (3,7)®
Lolium rigidum 32,8(1,1)2 47,1 (1,1)2
Trigo duro (en presencia de L. rigidum ) 128,0 (4,8)° 96,7 (3,9)2
L. rigidum (en presencia de trigo) 37,8 (1,2)° 43,7 (1,0)°

Valores de una misma columna seguidos por una misma letra no presentan diferencias
significativas segun Test HDS de Tukey (p<0,05).

Porcentaje de germinacion sistema trigo duro - L. rigidum: Se de-
termind el porcentaje de germinacion conjunta de ambas especies de
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semillas y no se hallaron diferencias significativas entre el tratamiento
realizado y sus correspondientes blancos.

Se observa como el trigo aumenta significativamente su longitud res-
pecto a su blanco, por lo que se ve estimulado en presencia del vallico.
Por el contrario, el vallico aumenta el desarrollo radicular pero, a su vez,
disminuye el crecimiento de su hipocétilo. La siembra del trigo potencian
la germinacién y brotacion de las malas hierbas que le acompafian du-
rante su ciclo. Ademas de la capacidad alelopatica del trigo se presentan
efectos inhibitorios en el hipocétilo del vallico, por lo que la incorporacion
de los rastrojos de trigo al suelo de cultivo podria ser una alternativa mas
en la lucha contra esta arvense.

CONCLUSIONES

Se han estudiado el potencial alelopatico de extractos de varias arven-
ses. Las especies de los géneros Urtica, Sinapis, Diplotaxis y Chenopo-
dium tuvieron efectos estimulantes sobre el desarrollo del hipocétilo del
trigo duro, mientras que Matricaria chamomilla tuvo un significativo efec-
to alelopatico inhibitorio sobre su desarrollo radicular. Adicionalmente, se
han detectado efectos alelopaticos negativos en Malva, Daucus, Planta-
go, Borago sp. y Papaver sobre Lolium rigidum. Estos resultados, aunque
deben ser considerados preliminares, si se confirmasen en condiciones
de campo podrian tener utilidad en un programa de manejo integrado de
malas hierbas en el cultivo o en cubiertas vegetales.

El control de arvenses debe ser minucioso, y es necesario un buen
manejo de las malas hierbas presentes en cultivos de trigo duro para que
aquéllas incidan lo menos posible en el desarrollo y ciclo de éste, ya que,
al menos in vitro, se ha observado la relacion existente entre las especies
estudiadas.
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Resumen: En el presente trabajo se aportan los resultados obtenidos
tras tres aflos de ensayos sobre estrategias de control de Bromus dian-
drus en una zona en la que se cultivan principalmente cereales en siem-
bra directa. Se han rotado, durante los tres afos, tres cultivos diferentes
con diversos herbicidas para cada uno, lo cual ha permitido diversificar
tanto las fechas de siembra, de octubre a enero, como los herbicidas uti-
lizados. El guisante y la cebada, por la siembra tardia, han permitido dis-
minuir las infestaciones de bromo. Ademas, la eficacia de los herbicidas
selectivos del guisante es significativamente superior a la de los autoriza-
dos en trigo. El rendimiento del trigo en “rotacion” ha sido muy superior
al del trigo en “monocultivo” considerado como estandar. El rendimiento
del guisante ha sido aproximadamente del 55% del trigo en rotacidn, lo
que garantiza su rentabilidad econdmica. También el rendimiento de la
cebada, sembrada tras guisante, ha sido muy superior al del trigo.

Palabras clave: Cereal, herbicidas, rotacion de cultivos, siembra directa.

Summary: Integrated weed management of Bromus diandrus.
Results of three years of field tests. In this paper the results of a
three year experiment for Bromus diandrus management strategies, ca-
rried out in a winter cereal area under no-tillage, are provided. The ma-
nagements combine three different crops during three years with various
herbicides for each crop. Sowing dates have been diversified from Oc-
tober to January, as well as the herbicides. Field pea and barley, by the
fact that are sown late in the season, have reduced Brome infestations.
Moreover, the efficacy of selective herbicides for field pea is significant-
ly higher than those authorized in wheat. Wheat yield in “rotation” has
been much higher than in “*monocrop”. Field pea yield was about 55%
of wheat in rotation, ensuring its profitability. Yield for barley sown after
pea, was also much higher than for wheat.

Keywords: Cereals, crop rotation, no-till drilling.
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INTRODUCCION

La entrada en vigor de la Directiva 2009/128/CE que establece un
uso sostenible de productos fitosanitarios y que promueve el uso de
técnicas de control integrado de plagas, asi como el uso de métodos de
control no quimicos demuestra que la reduccidon de la dependencia de
productos fitosanitarios es un tema de actualidad. Dentro de estos mé-
todos no-quimicos se incluyen técnicas agronémicas como la rotacion
de cultivos, el retraso de siembra o el laboreo profundo con volteo.

La eficacia de las técnicas agrondmicas a veces no es suficiente para
alcanzar un nivel de control de malas hierbas satisfactorio, por lo que
el uso de herbicidas no debe ser descartado en un sistema de control
integrado: en el caso de la cola de zorra (Alopecurus myosuroides), una
especie con un comportamiento similar al vallico (Lolium rigidum), se
citan eficacias de alrededor del 85% utilizando rotaciones de cultivo, de
un 90% tras un barbecho (Bayer CropScience, 2009; Moss, 2011). Son
necesarios varios afios de demostraciones en campo (Moss, 2011) para
convencer a los agricultores de la bondad de estas técnicas.

Las malas hierbas gramineas son las especies mas problematicas en
el cultivo de cereales a nivel mundial. La principal razén es que son fi-
sioldgicamente muy similares al cultivo, con un ciclo de vida similar al
del cereal que puede hacer disminuir la eficacia de buenos herbicidas
por falta de selectividad respecto al cultivo.

Actualmente, las especies del género Bromus, cuando aparecen en el
cultivo de los cereales, solo pueden ser controladas de forma eficaz con
herbicidas inhibidores de la ALS y solo en el cultivo del trigo. Estos dos
aspectos hacen que estas especies estén aumentando su importancia a
nivel global.

Las especies del genero Bromus tienen una germinacion agrupada
con las primeras lluvias de otofio (Torra et al., 2009), lo cual permite di-
ferentes opciones para realizar un buen manejo desde el punto de vista
agronomico.

El objetivo de este trabajo es determinar la eficacia de una rotacién
de cultivos combinada con diferentes herbicidas para manejar Bromus
diandrus en una zona en que los cereales son sembrados mayoritaria-
mente en siembra directa.
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MATERIAL Y METODOS

Los ensayos en campo se disefiaron en forma de Split-Plot con 4 par-
celas principales: Trigo de invierno en monocultivo (WM), Trigo de invier-
no en rotacion (WR), Cebada en rotacion (B) y guisante de primavera en
rotacion (P). Dentro de cada parcela principal, hay 3 bloques con 4 sub-
parcelas por blogue. Dentro de estas subparcelas, de 10x9m, se llevaron
a cabo diferentes tratamientos herbicidas (Tabla 1).

El trigo se sembro todos los anos alrededor del 20 de octubre, la ceba-
da el 15 de diciembre y el guisante a finales de enero, como es normal
en la zona. Antes de sembrar cada cultivo, se llevd a cabo un tratamiento
con 720g i a/ha de glifosato.

Los herbicidas se aplicaron con un pulverizador de precision propulsa-
do por nitrégeno comprimido. La barra dispone de cuatro boquillas Hardi
ISO LD-110-02, se aplicaron 300 | ha! de caldo.

Tabla 1. Herbicidas aplicados en cada cultivo, indicando composicién dosis y
momento de aplicacion respecto del cultivo (Escala BBCH).

Dosis
Cultivo Herbicida Composicion (kg ol M:p'ﬂs:?aﬂe
pc/ha)
No tratado 0
Trigo Atlantis Iodosulfuron (IMS) 0,6%+ mesosulfuron (MSS) 3% 0,5 13BBCH
Broadway Florasulam 2,28% +Pyroxulam 6,83% 0,265 13BBCH
Caliban duo Todosulfurdn 1%-+propoxicarbazona 16,8% 0,33 13BBCH
Cebada No tratado
No tratado 0
. Mutual Imazamox 1,67%+Pendimetalina 25% 3 09BBCH
Guisante .
Challenge Aclonifen 3 09BBCH
Aramo 50 Tepraloxidim 5% 1 14BBCH

Antes de la siembra, a mediados de octubre, se evalud la densidad de
B. diandrus para comprobar el efecto del cultivo anterior en la rotacion.
La eficacia herbicida se evalu6 35 dias después del tratamiento, median-
te cuatro conteos por parcela experimental, lanzando al azar un cuadra-
do de 0,1 m2. El rendimiento se estimd cosechando tres cuadrados de 1
m? por subparcela. Se utilizd el método Abbott (Abbott, 1925) para cal-
cular el porcentaje de eficacia.

Antes de la cosecha se volvid a estimar la densidad de B. diandrus de
forma similar que al inicio.
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Los resultados se analizaron mediante ANOVA (de dos factores) para
determinar las posibles diferencias entre los diferentes cultivos y herbici-
das, tanto en el control del bromo como en los rendimientos obtenidos.
En caso necesario, se utilizo el Test de Duncan para separar medias con
a=0,05. Se entiende que el efecto cultivo integra tanto la fecha de siem-
bra del cultivo como la capacidad competitiva respecto las malas hierbas.
Todos los estudios estadisticos se han llevado a cabo utilizando el paque-
te XLSTAT 2012 para Microsoft Excel.

RESULTADOS Y DISCUSION
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Figura 1. Eficacia de cada cultivo en el control de B. diandrus cada afo. 0% indica que no
hay cambios en la densidad entre octubre y la fecha de cosecha.

En la Figura 1 puede verse el efecto de cada cultivo en el control del
bromo, que depende del propio cultivo (p<0,0001) y del afio (p=0,001).
Las diferencias son mayores entre los diferentes afos en el trigo por-
que la fecha de inicio de las lluvias de otofio marca las diferencias en la
germinacion de la mala hierba. Lluvias precoces hacen que el Bromus
germine antes de la siembra del trigo y que la eficacia del glifosato en
presiembra sea adecuada. El caso de la cebada y el guisante es diferente
debido a que, siendo la fecha de siembra mucho mas tardia, las lluvias
de otofo siempre han sido previas a ésta y existe una menor variabilidad
interanual. Por esta razon, la siembra a partir de mediados de diciembre,
en estas condiciones agroclimaticas es una buena técnica para reducir la
densidad del bromo. Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos
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por Garcia et al. (2013), que observaron hasta un 90% de germinacio-
nes a mediados de diciembre.
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Figura 2. Eficacia promedio de tres afios para todos los herbicidas estudiados.
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El principal problema para controlar B. diandrus con herbicidas en cul-
tivos de cereal es su similitud fisiolégica. El hecho de que el guisante sea
una dicotileddnea facilita el desarrollo de herbicidas con eficacia mayor
sin riesgo de fitotoxicidades al cultivo. Asi, se ha obtenido una eficacia
significativamente mayor (p<0,001) con los herbicidas selectivos de gui-
sante (92,5%) que con los selectivos de trigo (74,4%).
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Figura 3. Rendimientos promedio de 3 afios para los cultivos estudiados.

Es destacable la diferencia de rendimiento entre el trigo en rotacidn
y en monocultivo. Esta diferencia se ha debido en parte al efecto de la
infestacion de bromo, que no ha sido totalmente controlada con los her-
bicidas aplicados. El rendimiento del guisante ha sido aproximadamente
de un 55% del obtenido con trigo, lo que la convierte en una alternativa
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interesante y viable como cultivo en rotacion, tanto en el control del bro-
mo a corto y medio plazo como econémicamente.

Los cultivos que permiten una siembra tardia o la inclusion de materias
activas mas eficaces (cebada, guisante) permiten disminuir las infes-
taciones de bromo, al mismo tiempo que aumentan el rendimiento del
trigo en rotacién con estos cultivos.
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Resumen: Andalucia es la comunidad auténoma con mayor superficie
de girasol en Espafia. Sin embargo, la principal limitacion en su rendi-
miento es la susceptibilidad a jopo. El objetivo de este trabajo ha sido
determinar en condiciones controladas si los restos vegetales de la cruci-
fera Sinapis alba podrian ser una medida de control del jopo del girasol.
Se ha realizado un bioensayo con material vegetal cultivado en dos afios
diferentes, 2014 y 2015. Los resultados sugieren que S. alba podria ser
utilizada como cultivo cubierta biofumigante por su efecto inhibidor en la
germinacion de jopo, reduciendo esta en un 45% y un 49% respectiva-
mente. Es necesario confirmar estos resultados con ensayos en campo
y estudiar diferentes formas de aplicacion de los restos vegetales para
alcanzar una posible reduccién de la emergencia de jopo en girasol.

Palabras clave: Cubierta vegetal, mostaza blanca, rotacion de culti-
VoS, germinacion, Orobanche cumana.

Summary: Effect of Sinapis alba as organic amendment on
sunflower broomrape control in Southern Spain. Southern Spain
is the largest area of land devoted to sunflower in this country. However,
the sunflowers major limitation is its susceptibility to broomrape. In this
study, we determined the in vitro biofumigant effect of the cruciferous Si-
napis alba on the control of sunflower broomrape. A bioassay was carried
out with white mustard vegetal material grown in two different years,
2014 and 2015. The results suggested that S. alba could be used as bio-
fumigant cover crop by its inhibitory effect of broomrape germination,
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reducing it by 45% and 49% respectively. Further research is needed to
confirm these results under field conditions and study different methods
of green manure incorporation to achieve a possible reduction in the sun-
flower broomrape emergence.

Keywords: Intercropping, white mustard, crop rotation, germination,
Orobanche cumana.

INTRODUCCION

En Espafia, el cultivo del girasol (Helianthus annuus) alcanzé las
749.886 ha en 2014 (MARM, 2014), de las cuales Andalucia albergé el
38 %, siendo la comunidad auténoma con mayor superficie dedicada a
dicho cultivo (288.303 ha). Ademas, constituye la alternativa tradicional
prioritaria en las explotaciones agrarias de campifia en rotacion con trigo
duro. Las especiales caracteristicas de clima y suelo del sur de Espafia
propician una buena adaptacion del girasol. Sin embargo, este cultivo
es susceptible al jopo (Orobanche cumana) y las pérdidas que ocasiona
esta planta parasita varian segun la severidad de la infeccion, la cantidad
de semillas activas que se encuentren en el suelo (Joel et al., 2011) y el
nivel de susceptibilidad o resistencia genética de la variedad cultivada. A
pesar de existir variedades hibridas de girasol resistentes a jopo en An-
dalucia (RAEA, 2013), dicha resistencia no es completa. Por ello, con el
fin de limitar en lo posible el impacto negativo del jopo, se hace necesa-
rio desarrollar diferentes estrategias de control cultural.

En los Ultimos afios se esta estudiando la viabilidad de incluir la cruci-
fera mostaza blanca (Sinapis alba susb. mairei) como cultivo cubierta en
la rotacién trigo-girasol, sembrandose en la hoja de girasol en los meses
en los que el suelo queda desnudo (octubre-marzo) e incorporandose
al suelo justo antes de la siembra del girasol. S. alba es una especie
bien adaptada a nuestro clima, de facil instalacion y buena formacion
de cobertura y biomasa (Alcantara et al., 2009). Ademas, es conocido
el efecto biofumigante de las cruciferas contra patégenos de suelo por
liberar diferentes compuestos volatiles por la descomposicion de la ma-
teria organica, fundamentalmente glucosinolatos e isotiocianatos deriva-
dos de su hidrdlisis (Angus et al., 1994). Ha sido demostrada su accién
como insecticida (Fenwick et al., 1980), fungicida (Mayton et al., 1996),
nematicida (Mojtahedi et al., 1991) y herbicida (Alcantara et al., 2011).
Sin embargo, todavia no se ha estudiado el posible beneficio que estas
cubiertas pueden tener en el control de jopo.

El objetivo de este trabajo ha sido determinar en condiciones contro-
ladas si los restos vegetales de mostaza blanca pueden tener un efec-
to sobre la germinacién del jopo del girasol, bien por inhibicidon de la



XV Congreso de la Sociedad Espaiiola de Malherbologia. Sevilla 2015

germinacién o por la estimulacion de la misma favoreciendo una germi-
nacion suicida.

MATERIAL Y METODOS

El bioensayo se realizd en condiciones controladas en el laboratorio del
area de Produccion Agraria del centro IFAPA-Alameda del Obispo de Cor-
doba en 2014 y 2015, siguiendo la metodologia llevada a cabo por otros
autores para probar la eficacia de fungicidas volatiles biofumigantes (Ri-
chardson & Munnecke, 1964; Zurera et al., 2007; Perniola et al., 2012).

Para ello, se obtuvieron restos vegetales de mostaza blanca a partir
de ensayos de campo en la finca IFAPA Tomejil en Carmona (Sevilla). La
mostaza blanca fue sembrada a una dosis fija de 15 kg/ha en octubre de
2013 y 2014 y las plantas se cosecharon a mediados de marzo, al alcan-
zar el estado fenoldgico de inicio de formacion de frutos. Posteriormente,
se picaron los 2/3 superiores en trozos de aproximadamente 2 cm de
longitud y se desinfectaron con una solucion de agua destilada y lejia en
proporcion 4:1. Se realizaron dos tipos de aplicacion de la enmienda:

1.- Como restos vegetales en placas Petri de 15 cm de didmetro, aplican-
do 15 g/placa de mostaza blanca, cantidad previamente determinada
a partir de la biomasa obtenida en campo. En el centro de cada una
de las placas se coloco otra placa de 6 cm de didmetro con 1000 se-
millas de jopo en su interior.

2.- Como extracto liquido en placas de 6 cm de didametro con 1000 semi-
llas de jopo en su interior, vertiendo sobre ellas 1 ml del concentrado
fluido obtenido a partir de la trituracién de 15 g/placa de S. alba con
25 ml de agua destilada.

Las semillas de O. cumana permanecieron en presencia del estimu-
lante artificial de la germinacion GR24 (1 ml 107 M) o en agua, desin-
fectandose previamente y acondicionandose durante 10 dias a 24°C en
oscuridad. Las semillas de O. cumana se recogieron en junio de 2013
y 2014 respectivamente, en un campo de girasol infestado en la finca
Tomejil. El disefio experimental fue factorial, siendo los factores el modo
de aplicacion de la enmienda (como resto vegetal o extracto) frente a
un control sin enmienda, y la aplicacion de GR24 (con o sin estimulador
artificial). Las placas se sellaron con parafilm y se incubaron a 24 °C en
oscuridad durante 7 dias. Los porcentajes de germinacién se estimaron
a partir de la divisién de cada placa en 4 sectores y efectuando en cada
uno de ellos el conteo de 100 semillas de O. cumana.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los primeros resultados observados indicaron que el porcentaje de
germinacién de las semillas de O. cumana en presencia de GR24 fue de
un 76,5 % en 2014 y un 38 % en 2015. También se observo en este
bioensayo un porcentaje de germinacion espontanea del 12 % y 16,5 %
en 2014 y 2015 respectivamente, germinando las semillas en las placas
control que solo contenian agua, sin estimulante quimico artificial (Figura
2). Estudios similares han obtenido porcentajes de germinacion esponta-
nea en otras especies de Orobanche que oscilan entre el 0,1 y el 10 %
(Goldwasser & Yoder, 2001; Fernandez-Aparicio et al., 2009; Plakhine et
al., 2012). La germinacion de las semillas se muestra en la Figura 1.

s/ ‘Qe.

Flgura 1. Semillas de O. cumana sin germinar (1a) y germlnadas con radicula visible (1b).

El efecto de la enmienda de S. alba en la germinacion de semillas de O.
cumana se muestra en la Figura 2. Independientemente de la forma de
aplicacion del material vegetal (restos o extracto vegetal), S. alba inhibid
la germinacién de O. cumana, existiendo diferencias significativas con el
tratamiento testigo en todos los casos estudiados. Los resultados sefialan
que la enmienda inhibid incluso el porcentaje de germinacion esponta-
nea, ya que las aplicaciones de S. alba realizadas en torno a semillas de
jopo sin estimulador dieron un porcentaje de germinacion practicamente
nulo ambos afios. Ademas, el porcentaje de semillas estimuladas con
GR24 que germinaron disminuyd cuando dichas semillas tuvieron algun
tipo de contacto con la enmienda de mostaza blanca, experimentando
una reduccion del 45 % en 2014 y del 49 % en 2015 con respecto al
testigo. Existe un gran nimero de investigaciones que demuestran el
control de malas hierbas realizado por cubiertas de especies brasicaceas
(Brown & Morra, 1996; Masiunas & Eastman, 2012) y en concreto con
S. alba (Ascard & Jonasson, 1991; Oleszek et al., 1996; Hoagland et al.,
2008; Alcantara et al., 2011), sin embargo, no se han encontrado en la
bibliografia referencias previas sobre el control de Orobanche spp. con
mostaza blanca ni con otras cruciferas, por lo que estos resultados abren
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una via de estudio para el control de jopo mediante el empleo de en-
miendas de especies cruciferas.
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Figura 2. Porcentaje de germinacién obtenido en 2014 y 2015 para las semillas de O. cuma-
na con y sin estimulante artificial (GR24), segun el modo de aplicacién de S. alba (extracto o
restos vegetales) frente a un testigo sin cubierta vegetal.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo ponen de manifiesto que S.
alba tiene un efecto inhibidor de la germinacion de las semillas de O.
cumana en condiciones controladas. Sin embargo, es necesario realizar
ensayos en campo para observar si se consigue el mismo efecto sin el
estimulante de la germinacién y con todos los factores biéticos que pue-
dan interactuar. Hasta el momento, los resultados obtenidos con S. alba
en condiciones controladas abren la posibilidad de conseguir un efecto
inhibidor de la germinacién de jopo del girasol en campo.
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Resumen: El banco de semillas de malas hierbas presente en el suelo
es una demostracion de la existencia de una comunidad de malas hier-
bas y estd vinculado a las fases de crecimiento de un ecosistema. Las
practicas agrondmicas pueden ocasionar cambios en el banco de semillas
de los suelos agricolas. Nuestro objetivo fue comparar la influencia del
laboreo de conservacién (minimo laboreo y siembra directa) frente al
laboreo convencional, sobre la densidad y riqueza especifica del banco
de semillas persistente de un suelo agricola, en parcelas con dos siste-
mas de cultivo: monocultivo y rotacion de trigo de invierno. Se tomaron
muestras de suelo en parcelas con los tres sistemas de laboreo, a 3 pro-
fundidades: 0-7 cm, 7-15 cm y 15-30 cm. Los resultados obtenidos en
este estudio mostraron que el efecto acumulativo del laboreo en parce-
las con trigo en monocultivo no tuvo efectos en la densidad de semillas,
aunque si en su distribucion, cuantificadas mayoritariamente a mayor
profundidad (P3). Por otro lado, se observd una clara influencia del la-
boreo y la profundidad en la densidad y riqueza especifica del banco de
semillas de tipo persistente del suelo, en las parcelas con rotacion de tri-
go. Nuestros resultados confirman que una variedad de cultivos puede ir
asociada a una mayor variedad de especies de malas hierbas presentes
en el banco de semillas del suelo.

Palabras clave: Biodiversidad, laboreo de conservacion, cereal, siste-
mas de cultivo.

Summary: Tillage effects on weed seed bank with wheat mo-
noculture and rotational. The weed seedbank into the soil is a de-
monstration of the existence of a weed community and it is linked to
ecosystem growth phases. Agronomic practices can cause changes in
the seed bank of agricultural soils. Our objective was to compare the
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influence of conservation tillage (minimum tillage and direct seeding)
with conventional tillage on weed seed density and species richness of
persistent seedbank, with two cropping systems: wheat monoculture
and wheat rotation. Soil samples were taken in plots with three tillage
systems, at 3 depths: P1 (0-7 cm), P2 (7-15cm) and P3 (15-30 cm). The
results of this study showed that cumulative effects of tillage systems,
in wheat monoculture plots, had no effect on seed density, and the seed
species were concentrated in deepest section of soil (P3). On the other
hand, we observed a clear influence of tillage and depth on weed density
and species richness of the persistent weed seed bank in wheat rotation
plots. Our results confirm that a variety of crops could be associated to a
variety of weed species present into soil seedbank.

Keywords: Biodiversity, cereal, conservation tillage, crop systems.

INTRODUCCION

En los suelos agricolas existe un continuo movimiento de aportes y
pérdidas de semillas de malas hierbas, y la conformacion de un banco de
semillas persistente es una de sus estrategias regenerativas (Haghighi et
al., 2013). Se trata entonces, de un concepto dinamico que nos propor-
ciona informacién ecoldgica y evolucionista de la dinamica poblacional de
las malas hierbas (Mulugeta & Stoltenberg, 1997).

El laboreo es una de las practicas agrondmicas mas antiguas, y sus
objetivos han variado desde preparar una buena “cama de siembra” para
el cultivo, hasta la eliminacién de malas hierbas emergidas. En general,
el laboreo actua sobre el banco de semillas de malas hierbas del suelo
favoreciendo su germinacidon en unos casos y su enterramiento en otros.
Por lo tanto, el estudio de la reserva de semillas en el suelo constituye
una parte importante en el recambio de las poblaciones y la dinamica de
las comunidades de malas hierbas de un agro-sistema.

La investigacion de los bancos de semillas de malas hierbas de los sue-
los agricolas, tiene gran importancia para la conservacion de la biodiver-
sidad agricola y la estabilidad del agro ecosistema.

El objetivo de este estudio es determinar la densidad y el nimero de
especies del banco de semillas de malas hierbas presentes en un mo-
nocultivo de trigo comparado con un cultivo de trigo en rotacion (con
barbecho, cebada y veza), sometido a dos sistemas de laboreos de con-
servacion: minimo laboreo (chisel, ML) y no laboreo (siembra directa,
SD), frente al laboreo convencional (vertedera, LC). Analizamos el banco
de semillas persistente realizando la extraccidn fisica por lavado, para de-
terminar la cantidad total de semillas y el nimero de especies presentes
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que se encuentran en las parcelas de trigo monocultivo y trigo en rota-
cion en cada sistema y en tres profundidades distintas.

MATERIAL Y METODOS

En la finca “La Canaleja” situada en Alcald de Henares (Madrid), con
una pluviometria media de 470 mm al afio y una altitud de 610 m sobre
el nivel del mar, se inicié un experimento en otofio de 1994, en parcelas
con monocultivo de trigo, con tres sistemas de laboreo: laboreo conven-
cional (LC), minimo laboreo (ML) y siembra directa (SD). El muestreo del
suelo se realizd en la campana 2010-2011, en otofio, después de labrar
y antes de la siembra. Se tomaron muestras en 12 parcelas de trigo en
monocultivo y 12 parcelas de trigo en rotacién (20 x 12,5m). Se delimitd
un area de 8,5 x 16m en el centro de cada parcela, donde se realizaron 4
extracciones con un cilindro de 5 cm de diametro a 3 profundidades dis-
tintas: P1 (0-7cm), P2 (7-15cm) y P3 (15-30cm).

Se obtuvo una muestra compuesta del suelo por cada parcela, donde
se determind la densidad y riqueza del banco de semillas, realizando la
extraccion fisica de las semillas por lavado segun la técnica de Malone
(1967). Del volumen de suelo extraido en cada parcela, se empled una
alicuota de 100g de suelo, para cada una de las profundidades correspon-
dientes del perfil del suelo, en la cual se realizo la dispersidon quimica de las
arcillas y la extraccion de residuos organicos del suelo, para posteriormen-
te contabilizar el contenido de semillas. El calculo de la densidad de semilla
se halld teniendo en cuenta ademas la densidad aparente del suelo para
cada profundidad. La densidad total de semillas de malas hierbas se refirié
a la unidad de area (1m?2). Se calcul6 también la densidad relativa de las
especies mas representativas del banco de semillas del suelo.

El experimento consistid en un disefio split-plot, con el sistema de la-
boreo como factor principal y la profundidad como factor secundario. En
total se analizaron 72 muestras, en los dos sistemas de cultivo: trigo mo-
nocultivo y trigo en rotacion (3 sistemas de laboreo x 3 profundidades x
4 repeticiones).

Los resultados obtenidos se analizaron mediante un Andlisis de varianza
multifactorial (ANOVA) de la densidad y riqueza especifica de las semillas
de malas hierbas, para los tres sistemas de laboreo y en las tres profun-
didades. Con el fin de homogeneizar la varianza, el n® de semillas sufrié
una transformacion (LOG [X+1]) previa al ANOVA. Las diferencias entre
tratamientos se detectaron mediante el test de comparacion de medias de
la Minima Diferencia Significativa (LSD), con un nivel de significacién del
5%. Todos los test estadisticos se realizaron con el paquete informatico
STATGRAPHICS® (Statgraphics Plus for Windows, 1998).
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RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio del banco de semillas llevado a cabo en ambos sistemas de
cultivo, indica que los efectos de los sistemas de laboreo y la profundidad
variaron tanto para la densidad de semillas de malas hierbas, como para
el nimero de especies observado en el suelo. Los efectos de la interac-
cion entre los sistemas de laboreo y la profundidad no fueron significati-
vos (Tabla 1).

Tabla 1. Andlisis de varianza (p-valor) del efecto del sistema de laboreo y
profundidad sobre la densidad y riqueza del banco de semillas del suelo, en
Trigo monocultivo y rotacion.

Trigo en monocultivo Trigo en rotacion
Tratamientos Densidad Riqueza Densidad Riqueza
(n° semillas/m?)  (n° especies)  (n® semillas/m?)  (n° especies)
Sist. de Laboreo (SL) 0,136 n.s. 0,003** 0,033* 0,0413*
Profundidad (P) 0,000%** 0,082 n.s. 0,000%** 0,004**
SLxP 0,839 n.s. 0,281 n.s. 0,540 n.s. 0,291 n.s.

Los posibles efectos acumulativos del laboreo convencional y de con-
servacion, en el banco de semillas de malas hierbas, de un sistema de
monocultivo de cereal, no mostraron ningun efecto sobre la densidad de
semillas de malas hierbas. Sin embargo, una parte significativa de la va-
riacion de semillas de malas hierbas del suelo, presente en un sistema de
rotacion de cereales, podria atribuirse al sistema de gestidn del suelo. Las
parcelas de trigo en rotacién, con laboreo de conservacion (en especial el
minimo laboreo), mostraron una mayor densidad de semillas que el sis-
tema de laboreo tradicional. La distribucion vertical de las semillas se vio
afectada por la profundidad en ambos sistemas de cultivo (monocultivo y
rotacién). La seccidn mas profunda del suelo (P3: 15-30 cm) presentd una
mayor densidad de semillas que el resto de las profundidades estudiadas,
lo que explicaria en parte la influencia de la profundidad en la dormancia
y germinacién de diferentes especies de malas hierbas que conforman un
banco de semillas de tipo persistente en el suelo (Figura 1).

El cultivo de cereales de invierno constante (cereal en monocultivo) du-
rante afos y en rotacién, causo diferencias en el nUmero de especies ob-
servadas en el banco de semillas del suelo, en nuestras condiciones de
secano. En ambos casos, el laboreo de conservacién (ML y SD) destacd
como el sistema que mas especies presentd. Sin embargo, la distribucion
vertical de las especies fue diferente en las parcelas de monocultivo y ro-
tacidn de trigo. No encontramos diferencias significativas entre especies en
las parcelas de monocultivo de trigo, mientras que en parcelas con rota-
cién de trigo, la profundidad afectaba de manera significativa a la riqueza
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especifica del banco de semillas. La seccion mas superficial del banco de
semillas, P1 (0-7 cm), mostré mayor riqueza especifica, esto es debido po-
siblemente a que germinaran mas especies, pues una variedad de cultivos
puede ir asociada a su vez a una variedad de especies de malas hierbas.
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Figura 1. Densidad de semillas y nimero de especies del banco de semillas en Trigo

monocultivo y rotacion. Diferencias entre letras minUsculas muestran diferencias signi-

ficativas en el n® de semillas/m? y mayusculas en el nimero de especies, dentro de los
sistemas de laboreo y la profundidad segun el Test LSD (p<0,05).

Una de las estrategias regenerativas de las plantas es la conformacion
de un banco de semillas persistente (Sonoskie et al., 2006; Haghighi
et al., 2013). La composicidn floristica del banco es una muestra de las
diferentes estrategias utilizadas por las especies en la produccién, dis-
persion y supervivencia de sus semillas (Mulugeta & Stoltenberg, 1997).
La mayoria son especies pioneras, que presentan latencia y una amplia
diseminacién, y dominan en el banco de semillas persistente en el suelo.
En estos casos, para cada especie siempre hay semillas representantes
de varias generaciones que se van sumando. Se trata de especies que
practicamente incorporan al suelo la totalidad de las semillas produci-
das como Unica estrategia. Son tipicas de este grupo las especies ar-
venses de semilla muy pequefia. Se muestra en la Tabla 2 la densidad
relativa, expresada como porcentaje, de tres especies de malas hierbas
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representativas del banco de semillas de tipo persistente, contabilizadas
en cada sistema de laboreo, sistema de cultivo y su distribucion vertical
en el suelo.

Tabla 2. Porcentaje de las especies mas representativas en cada sistema de
laboreo, sistema de cultivo y distribucion en el suelo, en el banco de semillas
de tipo persistente.

Amaranthus sp.  Papaver sp. P. oleracea

LC 28,79 32,07 16,61
Sist. Laboreo ML 36,47 34,78 71,03
SD 34,73 33,15 12,36
Monocultivo 51,61 15,22 6,42

Sist. Cultivo
Rotacion 48,39 84,78 93,58
P1 (0-7 cm) 33,51 44,29 27,76
Profundidad P2 (7-15 cm) 35,73 26,36 16,85
P3 (15-30 cm) 30,76 29,35 55,39

LC: Laboreo convencional. ML: Minimo laboreo. SD. Siembra directa.

En lineas generales, observamos que el minimo laboreo (ML) favore-
cid la densidad relativa de estas especies, especialmente de P. oleracea.
La densidad relativa de semillas contabilizada en trigo monocultivo y en
rotacién también varid. La presencia de semillas de Papaver sp. y P. ole-
racea. fue superior en las parcelas con trigo en rotacién. Por otro lado, la
distribucion vertical de las semillas de dichas especies en el suelo fue di-
ferente: Papaver sp. se encontrd mayoritariamente en los primeros 7 cm
del suelo, mientras que las semillas de P. oleracea se encontraron en la
seccion mas profunda del suelo (15-30 cm) y las semillas de Amaranthus
sp. se encontraron mas uniformemente distribuidas.

CONCLUSIONES

Actualmente, existe escasa informacion acerca de las practicas agro-
némicas que pueden estar asociadas con los cambios en el banco de
semillas de malas hierbas de los suelos agricolas, y tal informacién es
crucial en el manejo de las malas hierbas. Aunque a primera vista, los
estudios sobre bancos de semillas de las malas hierbas, no ayudan a re-
solver los problemas inmediatos de malas hierbas; en el largo plazo esta
justificado, cientifica y econdmicamente, determinar el grado en que las
practicas agrondmicas afectan a la composicion del banco de semillas de
malas hierbas. En este contexto, un mejor conocimiento de los factores
que pueden influir en la emergencia de las especies presentes en un
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campo, nos permitird mejorar la eficacia de los sistemas de control de las
malas hierbas, suponiendo un avance cualitativo importante en el control
de las poblaciones de malas hierbas.
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Resumen: El objetivo del estudio fue conocer como la infeccion por
carbon causado por Ustilago syntherismae afecta al nimero de apices
reproductivos (NAR) que forman las plantas de garranchuelo (Digitaria
sanguinalis) en una generacion. Se marcaron 24 cuadrados de 0,25m?,
se escardaron manualmente para dejar Unicamente plantas de garran-
chuelo, y se registraron la densidad y NAR de cada planta. El NAR se
sometié a un analisis de la covarianza que contempld el efecto principal
tipo de individuo (con carbdn o sin carbon), la densidad, y su interaccion.
El tipo de apice reproductivo y la interaccion fueron muy significativos
en el rango de densidades registrado (de 12 a 156 pl m™). A densidades
elevadas, la media del NAR de las plantas con carbon casi dobl6 la de las
plantas aparentemente sanas, es decir las plantas enfermas desarrolla-
ron mas soros que inflorescencias se hubieran formado en plantas sanas.

Palabras clave: Micoherbicida, Poaceae, telidspora, semilla, competencia.

Summary: Digitaria sanguinalis - Ustilago syntherismae pa-
thosystem: changes in the reproductive development of plants
due to fungal infection. The main objective of our study was to eva-
luate how the infection by Ustilago syntherismae (loose smut) can affect
the number of apical reproductive buds (NAR) formed in Digitaria san-
guinalis plants during one generation. The study was performed using 24
quadrats of 0.25m? in which seedlings of other species were removed.
The large crabgrass densities and the NAR of each plant were obtained.
The NAR was subjected to an analysis of covariance considering the type
of plant (smutted or non-smutted) as a principal effect, the plant densi-
ty, and their interaction. The type of reproductive bud and the interac-
tion were highly significant sources of variance at the observed densities
(ranging from 12 to 156 pl m2). At high plant densities, NAR of smutted
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plants was, on average, near to the double of that non-smutted plants.
The number of sori registered in smutted plants was much higher than the
expected number of inflorescences if they would not have been infected.

Keywords: Micoherbicide, Poaceae, teliospore, seed, competition.

INTRODUCCION

Las plantas de garranchuelo (Digitaria sanguinalis (L.) Scop.) infecta-
das por Ustilago syntherismae (Schwein.) Peck pueden desarrollar una
enfermedad cuyo signo mas evidente es la substitucion de las inflores-
cencias digitadas portadoras de semillas por soros de telidsporas del
hongo (Vanky, 1994). En D. sanguinalis, las inflorescencias (o masas
de esporas si es el caso) siempre ocupan la posicién apical de un tallo
(Perreta et al., 2011), de forma que en una planta el nimero de inflores-
cencias que lleguen a madurar, en definitiva su capacidad reproductiva,
depende, entre otras cosas, del nUmero de apices terminales de tallos
que tenga. A su vez, la forma que una determinada planta vaya tomando
durante su desarrollo depende de su interaccion con el entorno, de fac-
tores intrinsecos, y de la posible interaccidn entre ellos (Crawley, 1997).

El objetivo principal del presente trabajo fue conocer si la presencia
interna del hongo enddfito se relaciona o no con el nimero de apices de
tallo reproductivos que se forman, tomando en consideracion que este
parametro puede también verse afectado por la competencia (intraespe-
cifica y/o interespecifica).

MATERIAL Y METODOS

El 27 de agosto de 2009 se marcaron 24 cuadrados de 0,25 m? distri-
buidos regularmente a lo largo de cuatro transectos paralelos separados
por 2m en una parcela de Torre Marimon (Caldes de Montbui, Barcelo-
na). Se trata de una parcela en la que desde 2004 se ha ido registrando
la presencia de plantas de D. sanguinalis con carbon y sin carbon (Mas et
al., 2006; Gallart et al., 2009).

La emergencia del garranchuelo ocurrié como una Unica cohorte tar-
dia. Los cuadrados se mantuvieron Unicamente con plantas de la especie
estudiada mediante escarda manual. En noviembre se levanté el experi-
mento, se hizo un recuento del nimero de individuos sanos y enfermos
en cada cuadrado y se obtuvo el nUmero de apices de tallo con estruc-
turas reproductivas de cada planta (NAR): nimero de inflorescencias en
caso de plantas aparentemente sanas y nimero de masas de esporas
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en plantas enfermas, puesto que cada apice puede finalizar su desarrollo
formando o bien una inflorescencia digitada en el caso de apices por-
tadores de semillas, o bien un soro en el caso de apices portadores de
telidsporas.

Se realizd un andlisis de la covarianza del NAR por individuo, contem-
plando el factor fijo “tipo de individuo” con dos niveles, con carbdn y
sin carbon (enferma o aparentemente sana), la covariable densidad de
plantas, y la interaccién entre ambas fuentes de variacion. El NAR se
transformd mediante la raiz cuadrada del valor mas 3/8, y el valor de
densidad mediante logaritmo decimal. Las medias de los niveles del fac-
tor fijo se compararon mediante el test de Tukey-Kramer. Tanto para el
analisis de la covarianza como para la separacion de medias se utiliz6 el
procedimiento GLM del paquete estadistico SAS (SAS, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

El tipo individuo, asi como la interaccion tipo de individuo x densidad
fueron fuentes de variacion muy significativas (Tabla 1); las densidades
oscilaron entre 12 pl m2y 156 pl m?, fueron bajas en comparacion a
las que se dieron en campafias anteriores (Gallart et al., 2009). A una
densidad promedio (77,8 pl m2) no hubo diferencias entre los valores
promedio del nimero de estructuras reproductivas por planta, pero a
densidades bajas (25 pl m2) las plantas sanas presentaron, en prome-
dio, 19 inflorescencias, y las enfermas seis masas de esporas, mientras
que a densidades altas (125 pl m) las plantas sanas desarrollaron ocho
inflorescencias y las enfermas 15 masas de esporas (Figura 1).

Tabla 1. Analisis de la covarianza del nimero de apices reproductivos por
individuo de D. sanguinalis (raiz cuadrada de NAR+3/8), considerando el
efecto principal “tipo de individuo” (aparentemente sano o con carbon), la
covariable logaritmo decimal de la densidad de plantas y la interaccion entre
ambas fuentes de variacién.

Fuente de Grados de  Cuadrados Valor

variacion libertad medios deF Pr>F
Tipo de apice reproductivo 1 27,29 12,59 0,0004
Densidad 1 0,03 0,01 0,9057
Tipo de apice reproductivo x
Densidad 1 28,86 13,32 0,0003
Error 320 2,17
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Figura 1. Variacion del NAR por planta en funcién de la densidad y del tipo de individuo
(aparentemente sano o con carbdn). La linea continua vy los circulos vacios de correspon-
den a los valores de las plantas con carbdn, mientras que la linea discontinua y las cruces
representan los valores de las plantas aparentemente sanas, formadoras de inflorescencias
con semillas. El nUmero de apices reproductivos por planta (NAR) se transformé (raiz cua-
drada +3/8) y la densidad también (logaritmo decimal del nimero de plantas por m?).

Los resultados indican que existen diferencias importantes en el de-
sarrollo de las plantas de D. sanguinalis en funcién de si tienen carbdn o
no, y confirman los resultados de otros trabajos dedicados al estudio de
la interaccion D. sanguinalis-U. syntherismae (Gallart et al., 2009; Verdu
& Mas, 2015). Las plantas con carbon, a densidades elevadas, desarro-
llan casi el doble de masas de telidsporas que las inflorescencias que for-
man las plantas sanas a esas mismas densidades. Ello podria deberse a
que el hongo modifique de alguna manera el desarrollo de las plantas, o
a que infecte plantas con mas capacidad intrinseca de formar estructuras
reproductivas (Burdon, 1987).

Los resultados obtenidos son relevantes para definir una estrategia de
control bioldgico de garranchuelo, puesto que el nUmero de masas de
esporas que se forman es un parametro directamente relacionado con la
dispersion del patdgeno.
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Resumen: Ante la escasez de herbicidas autorizados en leguminosas,
se realizaron dos ensayos en habas con 10 herbicidas elegidos por estar
autorizados en otras leguminosas o en otros paises. Ninguno de los pro-
ductos resultd totalmente eficaz y selectivo. Algunos de los herbicidas de
preemergencia autorizados en Espafia en habas para grano resultaron
menos eficaces contra las malas hierbas y produjeron mayor fitotoxici-
dad que otros no autorizados. Asi mismo, productos autorizados en Fran-
cia resultaron fitotoxicos en nuestras condiciones. Los mejores resultados
se obtuvieron con metribuzina por su buen control y baja fitotoxicidad,
seguido de ixosaben y aclonifen. Sin embargo sera necesario ajustar
dosis y buscar otras alternativas, como combinaciones de productos o
estrategias de control para mejorar las eficacias y la selectividad, y sobre
todo elegir los productos en funcién de las especies de malas hierbas do-
minantes en cada finca.

Palabras clave: Leguminosas grano, habas, eficacia, preemergencia,
selectividad.

Summary: Screening of herbicides in grain legumes: pre-emer-
gence herbicides in faba beans. Faced with a shortage of herbicides
in legumes, two trials were conducted in faba beans to evaluate 10 her-
bicides elected by being authorized in other legumes or in other coun-
tries. None of the product was completely effective and selective. Some
of the pre-emergence herbicides authorized in Spain for grain faba beans
were less effective against weeds and produced more phytotoxicity than
others not authorized. Likewise, products authorized in France turned out
quite phytotoxic in our conditions. The best results were obtained with
metribuzin by its effective weed control and low phytotoxicity, followed
by ixosaben and aclonifen. However it will be necessary to adjust dose,
to look for other alternatives, such as combinations of products or control
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strategies to improve effectiveness and selectivity, and above all choose
the products depending on the species of dominant weeds in each farm.

Keywords: Grain legumes, faba beans, efficacy, pre-emergence, se-
lectivity.

INTRODUCCION

Las leguminosas para grano han sido cultivadas tradicionalmente en
los secanos andaluces. Su capacidad de fijar el N atmosférico hace ade-
mas que sean cultivos muy apreciados en la rotacidon con el trigo. Sin
embargo, la superficie de cultivo ha disminuido en los Ultimos afios de
131.835 ha en el afio 1996 a menos de 40.000 ha a partir del afio 2008,
debido a: la falta de buenas variedades comerciales (a pesar de que los
organismos de investigacion cuentan con lineas y variedades productivas
y resistentes a enfermedades), los problemas para controlar algunas en-
fermedades y la especie parasita Orobanche crenata, los bajos precios y
sobre todo las dificultades para controlar la hierba.

La diversidad y abundancia de hierbas en estas tierras, mas de 250
especies catalogadas solo en Cdrdoba (Hidalgo, 1988), y entre ellas la
presencia de especies de gran porte muy competitivas, junto a la falta de
herbicidas autorizados eficaces, hacen que sea este uno de los principa-
les escollos para cultivar leguminosas. En particular, la falta de herbicidas
autorizados para control de dicotileddneas en estos cultivos ha llevado al
planteamiento de una serie de ensayos en habas, guisantes y garbanzos,
que son las mas cultivadas.

El objetivo de este trabajo ha sido la evaluacion de eficacia y fitotoxi-
cidad de herbicidas de preemergencia en habas, seleccionados entre los
autorizados en Espafia, en paises del sur de Europa, o en otros cultivos
de leguminosas.

MATERIAL Y METODOS

Se realizaron 2 ensayos en sendas fincas del IFAPA: Alameda del Obis-
po (Coérdoba) y Tomejil (Carmona, Sevilla), en zonas muy infestadas y
sin cultivo el afio anterior. Se sembrd el 20 y 27 de noviembre respecti-
vamente, la variedad Amcor, a dosis de 160 kg/ha, con sembradora con-
vencional, en lineas separadas 17 cm. Se evaluaron 10 herbicidas (Tabla
1) y un testigo sin tratar ni escardar. Las dosis elegidas fueron las dosis
maximas autorizadas en el cultivo y/o pais correspondiente. El disefio
experimental fue bloques al azar con cuatro repeticiones y parcelas ele-
mentales de 30 m2. Los tratamientos se realizaron el 28/11/2013 en Ala-
meda y el 17/12/2013 en Tomejil en pre-emergencia del cultivo, a baja
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presion y 400 I/ha de caldo, con boquillas antideriva de abanico plano y
velocidad de 6 km/h. El ancho de tratamiento fue de 4 m, dejando a am-
bos lados de cada parcela 0,5 m sin tratar. Las temperaturas medias los
dias de aplicacién fueron 8,7 y 11,4 °C vy la velocidad del viento de 2,3 y
2,1 m/s en Alameda y Tomejil respectivamente.

Tabla 1. Materias activas, productos comerciales y dosis evaluadas en habas en
las localidades de Alameda y Tomejil.

Tratamientos
Producto comercial

Materia activa Autorizacion

Ne Dosis
Nombre en habas para grano
I/ha o kg/ha
1 é?r?éianqgglih’asgo"/: Mutual 4 NO (si en guisante)
2 Pendimetalina 33% Ordago 6 st
3  Clomazona 36% Command CS 0,25 NO (si en guisante para verde)
4 Prosulfocarb 80 % Auros-A. 80 EC 6 NO (si en guisante)
5  Linurdn 45% Medelinon Flow NO (si en haba verde y guisante)
6  Fluorocloridona 25% Racer 25 CS-ES 1,5 NO (si en Francia)
7  Metribuzina 70% Krone WG 0,75 NO (si en alfalfa)
8  Propizamida 40% Kerb Flo 1,875 NO (si en Francia)
9  Isoxabén 50% Rokenyl 50 0,2 NO (si en Francia)
10  Aclonifén 60% Challenge 4,5 st

La emergencia del cultivo en n® medio de plantas/m? se obtuvo en
cada parcela en 10 marcos de 0,1 m?.

La fitotoxicidad sobre el cultivo se estim6 visualmente el 23 de enero
de 2014 y 25 de febrero en Alameda y el 26 de febrero 2014 en Tomesjil
estando las habas en los estadios de crecimiento longitudinal del tallo
principal (35), inicio de floracion (59) y aparicion del érgano floral segln
la escala BBCH (51) respectivamente. La escala de % de dafio empleada
fue: 0 sin dafo-100 planta muerta y se describi6 el tipo de dafo: cloro-
sis, necrosis, deformacion y/o enanismo.

El porcentaje de control de cada mala hierba respecto al testigo se es-
timd segun la escala de 0 a 100 siendo 0 (sin control)-100 (control total),
el 27/3/2014 (Alameda) y 10/4/2014 (Tomejil) en floracion del cultivo
(estadio 65 segun la escala BBCH). La biomasa de malas hierbas y del
cultivo se determind un mes mas tarde, cuando el cultivo cubre el suelo,
en 2 bloques, tomando en 2 muestras de 1 m? el peso fresco del cultivo y
de las malas hierbas separandolas por familias.
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La produccion se estimd solo en Alameda de forma indirecta, a partir
del nimero de plantas/m? y la produccidon obtenida de 10 plantas toma-
das al azar en cada parcela.

RESULTADOS Y DISCUSION

La densidad de plantas instaladas fue ligeramente mayor en Alame-
da que en Tomejil. No hubo diferencias significativas entre tratamientos
dentro de cada finca.

Los dafios por fitotoxicidad se muestran en la Figura 1. En Alameda
fueron superiores al 20% en los tratamientos 1, 2, 6 y 9, mientras que
en Tomejil solo superaron el 20% de fitotoxicidad los tratamientos 6 y 9.
En Alameda en conjunto los dafios fueron mas acusados, si bien remitie-
ron considerablemente un mes después. Los tratamientos 1 y 2 produ-
jeron deformaciones en las plantas, el 6 provoco claros danos de clorosis
y el 9 retraso en el crecimiento y ligera decoloracién. El tratamiento 7
destacd por el buen aspecto del cultivo.

Alameda Tomejil
60 T 60
o W 26 de febrero
_B 50 M 23 de enero 2 s0
E
g 40 25 de febrero g ap
2 9
3 . 30
g 30 €
£ 20 20 -~
* 10 ~ 10
0 - 0 -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tratamientos Tratamientos

Figura 1. Fitotoxicidad en habas por diferentes tratamientos herbicidas en las dos localidades. Tra-

tamientos: 1. Imazamox 1,67% + Pendimetalina 25%, 2. Pendmetalina 33%, 3. Clomazona 36%,

4. Prosulfocarb 80%, 5. Linuron 45%, 6. Fluorcloridona 25%, 7. Metribuzina 70%, 8. Propizamida

40%, 9. Isoxaben 50%, 10. Aclonifen 60%, 11. Testigo. Las barras en cada tratamiento representan
el error estandar de las medias.

La flora en ambas localidades fue diferente. La presion de malas hier-
bas fue mayor en Tomejil, tanto por la cobertura y biomasa de malas
hierbas alcanzada, como por la diversidad de especies catalogadas. En
Alameda dominaron: Chrysanthemum coronarium, Medicago polymor-
pha y Raphanus raphanistrum, y en Tomejil: Sinapis arvensis, Picris
echioides, Ridolfia segetum y Galium tricornutum.

Las eficacias en Alameda fueron en general bajas (Tabla 2), pero se
observd buen control de cruciferas con los tratamientos 10, 6 y 5, asi
como de fumariaceas con los tratamientos 2, 6 y 1, que se mostraron
muy eficaces o eficaces. Solo la materia activa 9 mostré un control eficaz
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sobre las compuestas. Como cabria esperar ninguna materia activa tuvo
una eficacia alta sobre las leguminosas espontaneas, aunque el trata-
miento 3 se mostré medianamente eficaz. Destacaron en el control de
gramineas los tratamientos 8 y 4, siendo poco o nada eficaces el resto
de tratamientos. Las eficacias en Tomejil también fueron bajas aunque
hubo buen control de cruciferas con la mayoria de los tratamientos. En el
control de compuestas destaco el tratamiento 10 y los tratamientos 2 y
9 alcanzaron eficacias medias. Ninguna materia activa fue altamente efi-
caz contra R. segetum y G. tricornutum pero para ambas se alcanzaron
eficacias medias con el tratamiento 9, asi como con el tratamiento 8 para
nerdos. De nuevo en el control de gramineas destacé el tratamiento 8.
Cabe destacar que el tratamiento 7 a pesar de que no presentd eficacias
elevadas contra ninguna mala hierba en concreto, consigui6 frenar el de-
sarrollo de la mala hierba en general, disminuyendo la competencia entre
ellas haciendo un control equilibrado de la misma, excepto de Gallium en
Tomejil donde no se observd control.

Tabla 2. Porcentaje de eficacia respecto al testigo de cada una de las materas
activas sobre las principales malas hierbas presentes.

Alameda (27/3/2014) Tomejil (10/4/2014)
z E 4, ne o a » £ 2
E &§ 485 2§ 5% 8%¢ LY g5 &% 25 £%
g 8§ 253 55 55 397 S5 2§ B8 H& 3%
i -] 6oV oy = e ;< ¥y =90 =g 2% [~ 5
F 8, 8¢ 4x 2w °© » g 3 ¢ ©3
1 17 46 10 80 15 45 25 16 0 25
2 70 54 30 100 31 47 75 0 0 14
3 63 13 73 13 10 0 50 38 15
4 33 28 10 60 87 81 25 16 20 7
5 90 54 5 0 41 64 0 0 20
6 97 51 0 93 15 98 40
7 53 31 28 33 23 91 40 49 0 64
8 37 15 10 47 95 96 0 51 0 100
9 70 77 33 60 - 98 65 59 60 -
10 100 56 18 0 - 100 95 0 50 -

En la Figura 2 se representan las biomasas, en peso fresco, obtenidas
de cultivo y mala hierba en cada tratamiento y localidad.

En Alameda el cultivo superd en biomasa a la hierba en todos los tra-
tamientos ya que las malas hierbas presentes en esta localidad no fueron
muy abundantes ni excesivamente competitivas. Ademas, excepto el
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tratamiento 8, todas las biomasas de cultivo fueron superiores al testigo
(tratamiento 11), aunque no hubo diferencias significativas. Destaco por
la elevada produccidn de biomasa de cultivo y poca biomasa de hierba el
tratamiento 7, seguido del tratamiento 5.

En Tomejil las malas hierbas fueron mucho mas abundantes y compe-
titivas y produjeron mas biomasa que el propio cultivo en los tratamien-
tos 2, 3,4, 5, 6, 8 y en el testigo (tratamiento 11). Por el contrario la
biomasa del cultivo superd a la de las malas hierbas en los tratamientos
1, 7,9 y 10. El mayor valor de peso fresco de habas se obtuvo en el tra-
tamiento 10, seguido del 7.

En Alameda, localidad en la que fue posible estimar la produccion, los
tratamientos 5, 7 y 9 proporcionaron cosechas muy superiores a la del
testigo (>50%), y los tratamientos 1, 6 y 10 los incrementaron entre el
20% y 30%. En cambio las cosechas en los tratamientos 2, 3, 4 y 8 fue-
ron similares a la del testigo. Estos datos vienen a corroborar lo ya visto
al analizar el control sobre las malas hierbas y la fitotoxicidad sobre el
cultivo.

1800 1800
M PFdel cultivo a b
1600 . 1600
PF de malas hierbas
1400 1400 T I
'rglzoo T 1200 I
= T =
581000 21000 :
= 8
E 800 | g 800
[=]
'n% 600 - @ 600
400 400
200 | 200
0 - 0
1 2 3 45 6 7 8 9 1011 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011

Tratamientos

Tratamientos

Figura 2. Biomasa en peso fresco de malas hierbas en cada tratamiento en Alameda (a), 25 abril

y Tomejil (b), 9 mayo. Tratamientos: 1. Imazamox 1,67% + Pendimetalina 25%, 2. Pendmetalina

33%, 3. Clomazona 36%, 4. Prosulfocarb 80%, 5. Linuron 45%, 6. Fluorcloridona 25%, 7. Metri-

buzina 70%, 8. Propizamida 40%, 9. Isoxaben 50%, 10. Aclonifen 60%, 11. Testigo. Las barras
representan el error estandar de las medias.

CONCLUSIONES

Ninguno de los productos fue totalmente eficaz y selectivo. Alguno de
los tratamientos herbicidas autorizados en Espafia en habas para grano
resultaron menos eficaces y produjeron mayor fitotoxicidad que otros
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no autorizados. Asi mismo, productos autorizados en Francia resultaron
bastante fitotdxicos en nuestras condiciones. Destacaron por su eficacia
contra las principales especies la metribuzina y el ixosaben, sin embargo
sélo en el caso de la metribuzina no se produjeron dafios apreciables de
fitotoxicidad. Para conseguir un control eficaz de malas hierbas y selec-
tivo para habas serd necesario ajustar dosis y establecer estrategias que
incluyan el uso de herbicidas de post-emergencia o combinaciones de
productos que permitan cubrir el control sobre un amplio espectro de
malas hierbas ademas de elegir los productos en funcién de las especies
de malas hierbas dominantes en cada finca.
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CONTROL DE CONYZA Y LOLIUM RESISTENTE
A GLIFOSATO

Alvarez-Saborido A.*

Monsanto Agricultura Espafia S.L., Avda. de Burgos 17 104. 28036
Madrid.

* antonio.a.saborido@monsanto.com

Resumen: Con el fin de frenar y aportar soluciones a los problemas
de resistencias a glifosato, aparecidos en los ultimos afios en algunas po-
blaciones de Conyza y Lolium en campos de olivar y citricos, se estable-
cieron 8 ensayos en Conyza y 7 en Lolium durante los afios 2012 y 2013.
En estos ensayos se evaluaron distintas materias activas que podrian
emplearse en la rotacién de herbicidas en estos cultivos. El control quimi-
co se realizd en el estadio de roseta para la Conyza y en el de 3-6 hojas
para el Lolium. Las materias activas que mejor se comportaron fueron
MCPA, fluroxipir, iodosulfuron, flazasulfuron y glufosinato para Conyza, y
flazasulfuron, Iodosulfuron, y quizalofop para Lolium.

Palabras clave: Resistencia, herbicidas, control integrado, olivar, citricos.

Summary: Control of Conyza and Lolium resistant to glypho-
sate. In order to slow down and provide solutions to the problems of
resistance to glyphosate that have appeared during last years in some
populations of Conyza and Lolium in olive and citrus fields, 8 trials in
Conyza and 7 in Lolium were performed during the years 2012 and
2013. In these trials different active ingredients that could be used in the
herbicides rotation in these crops were evaluated. Chemical control was
performed at the rosette stage for Conyza and the 3-6 leaves for Lolium.
The active substances that performed better were MCPA, fluroxypyr, io-
dosulfuron, flazasulfuron and glufosinate for Conyza, and flazasulfuron,
iodosulfuron, and quizalofop for Lolium.

Keywords: Resistance, herbicides, integrated control, olive, citrus.

INTRODUCCION

Dentro de una estrategia efectiva en la prevencion y control de casos
de resistencias a herbicidas, junto con actuaciones culturales como la
rotacién de cultivos, uso de cubiertas vegetales, etc. y el uso de me-
dios mecanicos, también se debe considerar el control quimico mediante
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materias activas con un modo de accion distinto al cual se ha generado
la resistencia (Gonzalez-Torralva et al., 2009). Durante los ultimos afos,
los problemas de control en cultivos de citricos y olivar de poblaciones
de Conyza (Urbano et al., 2007) y Lolium (De Prado, 2007) resistente a
glifosato han ido en aumento, asi como la dificultad de los agricultores
para encontrar una solucion quimica efectiva en el control de estas po-
blaciones. En el siguiente trabajo se resumen los trabajos realizados du-
rante los afios 2012 y 2013 con el fin de identificar las materias activas,
autorizadas en cultivos de olivar y citricos, que podrian usarse dentro de
la rotacion de herbicidas que se aconsejaria en un sistema de Gestion In-
tegrada de Malas hierbas en poblaciones de Conyza y Lolium resistentes
a glifosato.

MATERIAL Y METODOS

Aunque ante poblaciones de malas hierbas resistente a glifosato es
recomendable utilizar otros métodos de manejo de malas hierbas (qui-
micos 0 no) que no incluyan glifosato en su programacién, debido a lo
comun que es encontrarse otras especies no resistente conviviendo en el
campo, se ha querido evaluar el comportamiento del glifosato con estos
herbicidas alternativos para el control de resistencias a glifosato.

Ensayos en conyza

Durante los afios 2012 y 2013 se realizaron 8 ensayos en Conyza en
diversas localidades, en cultivos de olivar y citricos. La relacion de ensa-
yos Yy localidades, asi como las fechas de aplicacion se encuentran resu-
midas en la Tabla 1.

Tabla 1. Localidades y fechas de aplicacion. Ensayos Conyza.

Aio Protocolo Ensayo Localidad Aplic. A Aplic. B Aplic. C
2012 2011-10-09-13 2012A83A03 Coérdoba 23-ene 29-feb 09-may
2012 2011-10-09-13 2012A83A04 Orihuela 30-dic 28-mar  30-abr

2012 2011-10-09-13 2012A83A05 Serpa 30-ene 15-mar 11l-may

2013 2012-10-09-03 2013A83A02 Guadalcdzar 01-mar 18-mar 16-may
2013 2012-10-09-03 2013A83A03 Villafranca 06-abr 03-may 14-may
2013 2012-10-09-03 2013A83A04 Almoddvar  06-abr 03-may 15-may
2013 2012-10-09-03 2013A83A09 Utrera 04-feb 25-abr  01-jun
2013 2012-10-09-03 2013A83A30 Llombay 28-ene 09-may  08-jul

Aplic. A, By C corresponden a 3 momentos de aplicacion distintos.
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Se establecieron 2 protocolos distintos. Protocolo “2011-10-09-13"
(Tabla 2) en el afio 2012 y el protocolo "2012-10-09-03" (Tabla 3) en el
afio 2013. Debido a la diferencia de susceptibilidad a los tratamientos
herbicidas que presenta la Conyza en funcion de su estado de desarrollo
(Gonzélez-Torralva et al., 2010), se establecieron 3 momentos de aplica-
cion (Aplic. A, By Q).

Tabla 2. Protocolo Conyza “2011-10-09-13". Aflo 2012. Lista de tratamientos.

Trt Producto Dosis
1 Testigo 0
2 Glifosato (B) 720
3 Glifosato (B) 2160
4 Isoxaben (A) + Glifosato (B) 1000 + 2160
5 Pendimetalina (A) + Glifosato (B) 1980 + 2160
6 Flumioxazina (A) + Glifosato (B) 600 + 2160
7 Oxifluorfen (A) + Glifosato (B) 960 + 2160
8 Amitrol (B) + Glifosato (B) 1440 + 2160
9 Flazasulfuron (B) + Glifosato (B) 50 + 2160
10 Glifosato (B) + Glufosinato (C) 2160 + 750
11 Pendimetalina (A) + Diquat (B) 1980 + 800
12 Fluometuron + Terbutilazina (A) + Glifosato (B) 990 + 990 + 2160
13 Diflufenican (A) + Glifosato (B) 320 + 2160
14 Iodosulfuron (B) + Glifosato (B) 50 + 720
15 MCPA + Glifosato (B) 1080 + 1080
16 MCPA + Glifosato (B) + MCPA + Glifosato (C) 1080 + 1080 + 1080 + 1080
17 Glifosato (B) + Fluroxipir (C) 2160 + 300
18 Glifosato (B) + Clopiralida (C) 2160 + 128

(A): Pre-emergencia, (B): Roseta, (C): Tallo<25cm.

El disefio elegido en todos los ensayos fue el de bloques al azar con 3

repeticiones, y un tamafio de parcela de 2 m de ancho x 10 m de largo.

Todos los ensayos fueron aplicados usando un equipo pulverizador de
aire comprimido provisto de cuatro boquillas de abanico plano y distribu-
cién homogénea Albuz amarilla (API 110). Las aplicaciones se realizaron
a presion constante de 2 bares (200 kPa), a una altura de 50 cm del
suelo y con un volumen de caldo de 200 I/ha, excepto los herbicidas resi-
duales que fueron aplicados con un volumen de caldo de 400 I/ha.

La eficacia de los distintos tratamientos se evalu6 de forma visual a los
30 y 60 dias después de cada aplicacion en comparacidon con el testigo
sin tratar. Se usd una escala de 0 a 100, donde el 0 representa la apa-
rente ausencia de efecto herbicida y 100 la muerte de la planta.
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Los resultados de los ensayos se han presentado mediante graficas de
caja y bigotes y el andlisis estadistico de los resultados se realizd con el
paquete estadistico Minitab, con un andlisis de varianza (ANOVA) de un
solo factor y una separacion de medias con el test de Fisher, utilizando un
nivel de significacién a =0,05.

El protocolo realizado en 2012 se establecié con el fin de identificar las
materias activas mas eficaces en el control de Conyza.

En el protocolo del 2013 se volvieron a evaluar los herbicidas que tu-
vieron mejores eficacias en 2012, comparandose la mezcla con glifosato
en tanque (1 aplicacion) con la aplicacion en secuencia de los 2 herbici-
das (2 aplicaciones). También se evalud el efecto del desbrozado (Apl.
C), antes de la floracion, en la produccién de semillas.

Tabla 3. Protocolo Conyza “2012-10-09-03". Aio 2013. Lista de tratamientos.

Trt Producto Dosis
1 Testigo + Desbrozado (C) 0
2 Glifosato (A) + Desbrozado (C) 720
3 Glifosato (A) 2160
4 Glifosato (A) + Desbrozado (C) 2160
5 Glifosato (A) + Amitrol (B) 2160 + 1440
6 Glifosato (B) + Amitrol (B) 2160 + 1440
7 Glifosato (A) + Flazasulfuron (B) 2160 + 50
8 Glifosato (B) + Flazasulfuron (B) 2160 + 50
9 MCPA + Glifosato (A) + MCPA + Glifosato (B) 1080 + 1080 + 1080 + 1080
10 Glifosato (A) + Fluroxipir (B) 2160 + 300
11 Glifosato (B) + Fluroxipir (B) 2160 + 300
12 Glifosato (B) + Clopiralida (B) 2160 + 128
13 Glifosato (A) + Glufosinato (B) 2160 + 750

(A): Roseta precoz, (B): Final roseta - Inicio tallo, (C): Inicio floracién.

Ensayos en Lolium

Durante los afios 2012 y 2013 se realizaron 7 ensayos en Lolium en di-
versas localidades, en cultivos de olivar y citricos con poblaciones de Lo-
lium resistente a glifosato. La relacién de ensayos y localidades, asi como
las fechas de aplicacion se encuentran resumidas en la Tabla 4.

Al igual que en los ensayos de Conyza, se establecieron 2 protocolos
distintos con el fin de identificar las materias activas con mejor control de
las poblaciones de Lolium resistente a glifosato y las posibles diferencias
a la hora de hacer mezclas en tanque con glifosato o secuencia de apli-
cacién de los 2 herbicidas. También se evalud el efecto del desbrozado
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(Aplic. C), antes de la floracién, en la produccidon de semillas. Las Tablas
5y 6 corresponden a los 2 protocolos utilizados.

Tabla 4. Localidades y fechas de aplicacion. Ensayos Lolium.

Ao Protocolo Ensayo Localidad Aplic. A Aplic. B Aplic. C
2012 2011-10-09-14  2012A83A06 Pinhdo 08-dic

2012 2011-10-09-14  2012A83A07 Villarreal 09-ene 06-feb

2013 2012-10-09-04  2013A83A05 Pinhdo 29-ene 14-mar 09-may
2013 2012-10-09-04 2013A83A06 Pinhao 30-ene 14-mar 09-may
2013 2012-10-09-04 2013A83A07 Villan. Arzo. 18-dic 21-mar 24-abr
2013 2012-10-09-04 2013A83A08 Villan. Arzo. 11-dic 21-mar 24-abr
2013 2012-10-09-04 2013A83A27 Onda 25-ene 28-mar 01-jun

Aplic. A, By C corresponden a 3 momentos de aplicacion distintos.

Tanto el disefio de los ensayos como la metodologia de aplicacion vy el
tratamiento estadistico de los datos fueron los mismos que los utilizados
en los ensayos de Conyza.

Tabla 5. Protocolo Lolium “2011-10-09-14". Aio 2012. Lista de tratamientos.

Trt Producto Dosis
1 Testigo 0

2 Glifosato (B) 720

3 Glifosato (B) 1800

4 Oxifluorfen (A) + Glifosato (C) 960 + 1800

5 Amitrol (B) + Glifosato (B) 1440 + 1800

6 Cicloxidim (B) + Glifosato (C) 250 + 1800

7 Fluazifop (B) + Glifosato (C) 250 + 1800

8 Flazasulfuron (B) + Glifosato (C) 50 + 1800

9 Pendimetalina (A) + Glifosato (C) 1980 + 1800
10 Flumioxazina (A) + Glifosato (C) 600 + 1800

11 Cletodim (B) + Glifosato (C) 100 + 1800

12 Iodosulfuron (B) + Glifosato (C) 50 + 1800

13  Quizalofop (B) + Glifosato (C) 125 + 1800

14 Fluometuron + Terbutilazina (A) + Glifosato (C) 990 + 990 + 1800
15 Pendimetalina (A) + Diquat (C) 1980 + 800

(A): Pre-emergencia - 1 hoja, (B): 3 - 6 hojas, (C): Ahijado.
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Tabla 6. Protocolo Lolium “2012-10-09-04".

Afo 2013. Lista de tratamientos.

Trt Producto Dosis

1 Testigo + Desbrozado (C) 0

2 Glifosato (A) + Desbrozado (C) 720

3 Glifosato (A) 1800

4 Glifosato (A) + Desbrozado (C) 1800

5 Glifosato (A) + Cletodim (B) 1800+100

6 Glifosato (B) + Cletodim (B) 1800+100

7 Glifosato (A) + Cicloxidim (B) 1800+250

8 Glifosato (B) + Cicloxidim (B) 1800+250

9 Glifosato (A) + Flazasulfuron (B) 1800450
10 Glifosato (B) + Flazasulfuron (B) 1800+50
11 Glifosato (A) + Quizalofop (B) 1800+125
12 Glifosato (B) + Quizalofop (B) 1800+125
13 Glifosato (A) + Fluazifop (B) 1800+250
14 Glifosato (B) + Fluazifop (B) 1800+250
15 Glifosato (A) + Diquat (B) 1800+800

(A): 3-8 hojas, (B): Ahijado, (C): Inicio floracion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayos en Conyza

Como se aprecia en la Figura 1, los resultados obtenidos en los en-
sayos de 2012 nos permitid identificar las materias activas que podrian
ser interesantes en el control de poblaciones de Conyza resistente a gli-
fosato. Estas materias activas fueron: iodosulfuron, MCPA (en 2 aplica-
ciones), fluroxipir, clopiralida, glufosinato, amitrol y flazasulfuron como
herbicidas de post-emergencia y el herbicida fluometuron + terbutilazina

como herbicida pre-emergente.
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Protocolo Conyza "2011-10-09-13". Afio 2012 - Media de 3 ensayos

Figura 1. Diagrama de Caja y Bigotes. Ensayos Conyza 2012. El simbolo de la diana
corresponde a la media de los resultados obtenidos para cada tratamiento.
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Figura 2. Diagrama de Caja y Bigotes. Ensayos Conyza 2013. El simbolo de la diana co-
rresponde a la media de los resultados obtenidos para cada tratamiento. Los tratamien-
tos del 5 al 13 no presentaron diferencias significativas entre ellos.
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Durante los ensayos de 2013 se volvieron a evaluar los herbicidas de
post-emergencia en mezcla con glifosato, y en algunos casos se compard
la aplicacion secuencial de los mismos tras una aplicacion previa de glifo-
sato en roseta precoz y el herbicida alternativo al final del estado de ro-
seta. En la Figura 2 se encuentran los resultados obtenidos y se confirma
la eficacia de las materias activas glufosinato, clopiralida, fluroxipir, MCPA
(en 2 aplicaciones), amitrol y flazasulfuron.

En cuanto a la comparacidon de estas materias activas en mezcla con
glifosato o después de una aplicacion previa de glifosato, los resultados
muestran una ligera mejora en eficacia tras la aplicacion previa de glifo-
sato en estado de roseta precoz, excepto en el caso del fluroxipir que es
al contrario, pero sin llegar a ser estadisticamente significativas. Esto nos
permite prescindir del uso de glifosato en los casos donde la Unica espe-
cie presente en el campo sea Conyza.

En el ensayo 2013A83A30 se cuantifico la produccién de semillas en
todos los tratamientos, 22 dias después de haberse realizado un des-
brozado en los tratamientos 1, 2 y 4. Los resultados fueron de 32,7 g
semilla/m? para el tratamiento 1 (testigo), 25,7 g para el tratamiento 2,
42,7 g para el tratamiento 3, 13,7 g para el tratamiento 4, 6,7 g para el
tratamiento 9 y 1,7 g para el tratamiento 10. La produccion de semillas
en el resto de los tratamientos fue de 0.

Ensayos en Lolium

Como se aprecia en la Figura 3, los resultados obtenidos en los ensa-
yos de 2012 nos permiti6 identificar las materias activas que podrian ser
interesantes en el control de poblaciones de Lolium resistente a glifosato.
Estas materias activas fueron: oxifluorfen y fluometuron+terbutilazina
como herbicidas residuales y iodosulfuron, flazasulfuron, cicloxidim, qui-
zalofop, cletodim y fluazifop como herbicidas de post-emergencia. La se-
cuencia de un herbicida residual como la pendimetalina y un aplicacion,
en post-emergencia, del herbicida de contacto diquat, antes de ahijado,
también obtuvo muy buenos resultados a los 30 después de la aplica-
cion, pero como se aprecia en los ensayos de 2013 el riesgo de rebrote
es muy alto.
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Protocolo Lolium "2011-10-09-14". Afio 2012 - Media de 2 ensayos

Figura 3. Diagrama de Caja y Bigotes. Ensayos Lolium 2012. El simbolo de la diana co-
rresponde a la media de los resultados obtenidos para cada tratamiento.
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Figura 4. Diagrama de Caja y Bigotes. Ensayos Lolium 2013. El simbolo de la diana co-
rresponde a la media de lo resultados obtenidos para cada tratamiento.

Durante los ensayos de 2013 se volvieron a evaluar los herbicidas de
post-emergencia en mezcla con glifosato, y la aplicacion secuencial de
los mismos tras una aplicacion previa de glifosato antes de ahijado. En la
Figura 4 se encuentran los resultados obtenidos y se confirma la eficacia
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de las materias activas flazasulfuron, cicloxidim, quizalofop y cletodim
con valores de eficacia iguales o superiores al 90% 120 dias después de
su aplicacion. La materia activa fluazifop obtuvo eficacias por debajo del
90% vy diquat resulté tener un fuerte rebrote de las plantas controladas
previamente.

En cuanto a la comparacidon de estas materias activas en mezcla con
glifosato o después de una aplicacion previa de glifosato, los resultados
del test de separacién de medias no muestra diferencias significativas
en eficacia para flazasulfuron, cicloxidim y cletodim, pero en el caso de
quizalofop y fluazifop, la mezcla en tanque con glifosato fue significativa-
mente menos eficaz que la aplicacion en 2 veces. Esto nos permite pres-
cindir del uso de glifosato en los casos donde la Unica especie presente
en el campo sea Lolium.

En el ensayo 2013A83A27 se cuantifico la produccién de semillas en
todos los tratamientos, 20 dias después de haberse realizado un des-
brozado en los tratamientos 1, 2 y 4. Los resultados representados en la
Figura 5 muestran los g semilla/m? producidos en cada uno de los trata-
mientos y cdmo sdlo las materias activas flazasulfuron y cicloxidim man-
tuvieron a 0 la produccion de semillas.
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Figura 5. Produccién de semillas.
CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos, y teniendo en cuenta los herbicidas que
actualmente se encuentran registrados en los cultivos de olivar y citricos,
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podemos concluir que las materias activas que podemos alternar en un
control quimico para poblaciones de Conyza resistente a glifosato son:
fluroxipir, flazasulfuron, amitrol, MCPA, y glufosinato. Recientemente se ha
registrado iodosulfuron para olivar, el cual también podria ser utilizado.

Para las poblaciones de Lolium resistente a glifosato, actualmente,
las Unicas materias activas que se encuentran registradas para olivar y
citricos son flazasulfuron y quizalofop. Recientemente se ha registrado
iodosulfuron para olivar, el cual también podria ser utilizado. Oxifluorfen
en pre-emergencia, también ayuda a reducir la poblacién de plantas de
Lolium.

Aunque el desbrozado de las plantas antes de la floracién no impide el
rebrote de las mismas ni la produccién de semillas, se puede considerar
para reducir la produccidn de semillas en aquellas plantas que hayan es-
capado a los tratamientos herbicidas.
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Resumen: Se ha comprobado la eficacia de formulaciones desarrolla-
das mediante complejos surfactante-sepiolita en la reduccion de la lixi-
viacion del herbicida mesotriona. Entre las formulaciones desarrolladas
se ha escogido aquella que presentaba un perfil de liberacién mas lento
en ensayos in vitro. Al aplicarse en columnas de suelo se observd una
lixiviacion del herbicida y acumulacién con la formulacién comercial en
los segmentos inferiores a diferencia de la formulacion desarrollada, que
se correlacionaba con un incremento de la bioeficacia en los segmentos
superiores. En experimentos en parcelas de campo, a diferencia de la
formulacion comercial, no se observd un rebrote de las malas hierbas al
usar la formulacion desarrollada.

Palabras clave: Formulacidon de Liberacidén controlada, plaguicidas,
sepiolita, bioactividad, lixiviacion.

Summary: Synthesis and efficiency of slow release formula-
tions of the herbicide mesotrione. The bioefficay of developed formu-
lations based on surfactant-sepiolite complexes for reduced leaching of
the herbicide mesotrione was tested. The formulation with a slower re-
lease pattern in in-vitro experiments was chosen for soil column and field
experiments. In soil columns, the commercial formulation was leached
and accumulated in the lower segments unlike the synthesized formu-
lation, with a higher amount retained in the upper segments which was
also correlated with a higher bioefficacy. In field experiments, a regrowth
of weeds with the clay-based formulation was not observed, unlike the
commercial formulation.

Keywords: Slow release formulation, pesticides, sepiolite, bioactivity,
lixiviation.
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INTRODUCCION

La contaminacion de acuiferos y aguas superficiales por agroquimicos
es un hecho creciente debido al gran consumo de productos fitosanita-
rios. Una aproximacion para reducir su impacto consiste en el desarrollo
de formulaciones que provean una liberacién lenta del ingrediente activo
(i.a.), de forma que esté durante un mayor tiempo en la capa superior
del suelo, que es la de interés fitosanitario, y a unas concentraciones que
permitan el control de la plaga. En este trabajo se ha estudiado la efica-
cia de dos formulaciones de liberacion lenta (FLLs) del herbicida meso-
triona desarrolladas mediante la encapsulacion de dicho herbicida (como
producto técnico 99,9% i.a.) en micelas formadas por dos surfactantes
comerciales (B048, ET15), y la posterior adsorcion de las micelas carga-
das en un mineral de arcilla (sepiolita) (Galan-Jiménez et al., 2013). Se
han estudiado las propiedades de liberacion del i.a. de las formulaciones
preparadas, asi como la reduccién en la lixiviacion y bioactividad de las
FLLs en comparacion con la formulacién comercial (FC).

El objetivo de este trabajo es comprobar la eficacia de formulaciones
desarrolladas del herbicida mesotriona que sean medioambientalmente
mas aceptables que la formulacidn comercial, mediante ensayos de labo-
ratorio y de campo.

MATERIALES Y METODOS

La mesotriona, i.a. utilizado en las formulaciones sintetizadas, tiene
una actividad herbicida pre-emergente y post-emergente que actla so-
bre malezas de hoja ancha (dicotileddneas). Resulta selectiva en maiz en
cuyo cultivo controla hierbas de hoja ancha anuales en post-emergencia
de las mismas, y alguna monocotiledénea (ciperaceas, gramineas).

Las dos formulaciones sintetizadas presentaban contenidos del ingre-
diente activo diferentes: la denominada FLL-1, basada en el surfactante
ET15, poseia un contenido de i.a. del 16% mientras que la FLL-2, basada
en B048, tenia un menor contenido (6%). La FC presentaba un conteni-
do de i.a. del 10 %.

Los estudios de liberacidon en agua se realizaron usando un aparato
de solucidn con paletas rotatorias. La concentracion de i.a. del herbicida
utilizado en la liberacién de las formulaciones fue 10 mg L. Se adicio-
naron primero 490 mL de agua desionizada en cada vaso de liberacion y
a continuacion se sumergio una bolsa de didlisis que contenia en 10 mL
de agua con 5 mg de i.a. Se tomaron muestras del herbicida liberado a
intervalos de tiempo de 0 a 96 horas, se filtraron a través de membra-
nas 0,2 um PTFE y se analizaron los datos por HPCL-UV. Para obtener las
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curvas de liberacién de i.a. de cada formulacion se representaron los da-
tos en forma de porcentaje acumulado de i.a. frente al tiempo (h).

La eficacia de la reduccién en la lixiviacion de las formulaciones se de-
termind mediante experimentos de movilidad en columnas de suelo que
se podian separar facilmente en segmentos de 3 cm. Se esparcieron uni-
formemente en la superficie 3 mL de suspensiéon de cada formulacion a
una dosis de 0,1 kg i.a. ha' de mesotriona. Los experimentos en colum-
nas de suelo se realizaron por triplicado. Se afiadidé agua destilada equi-
valente a 70 mm de lluvia desde la parte superior de la columna en dos
porciones, dejando al suelo equilibrar durante 24 h entre cada adicion.
Se analizo el herbicida por HPLC-MS.

Ademas se estudié la bioactividad de las formulaciones en cada seg-
mento de las columnas, se utilizd el suelo contenido en las mismas tras
el estudio de lixiviacion. Se transfirieron 40 g de suelo de cada segmen-
to a pequefas macetas de plastico. Posteriormente, en ambos casos,
se trasplantaron 10 plantulas de girasol (Helianthus annuus) después
de aparecer la primera hoja verdadera, sembradas previamente en
condiciones hidropdnicas. Se mantuvieron en una camara climatica a
25+19°C durante 10-15 dias, regando periddicamente para mantener la
humedad. Se evalué la medida del efecto blanqueante sobre las plantas
de girasol después de 10-15 dias. La intensidad del blanqueo se deter-
mind midiendo el contenido de clorofila de las plantas, y se calculd el
porcentaje de inhibicidon comparandolo con el contenido en clorofila de
la muestra control.

Por ultimo, se realizaron experimentos de campo en un cultivo de
maiz. Se realiz6 en la campafia 2011- 2012 en una finca que se ubica en
el Término Municipal de Lebrija (Sevilla, Espafia) (36° 55’ N, 6° 04’ O). El
maiz fue sembrado el 6 de marzo 2012 con una sembradora John Deere
serie 1700, a 4 cm de profundidad, 75 cm de distancia entre lineas, y 14
cm de distancia entre plantas. El abonado de fondo se efectud en el mo-
mento de la siembra, a 300 kg ha* de formula completa NPK (8-24-8).
Posteriormente, a los 30 y 42 dias después de la siembra, se realizd un
reabono con urea (46%) (100 kg ha!) y nitrato amdnico (33,5%) (100
kg hat). A determinados tiempos tras la aplicacion de las formulaciones
(10, 30 y 180 dias), se tomaron muestras de suelo de cada parcela a di-
ferentes profundidades (0-10, 10-20 y 20-30 cm). La cantidad de agua
acumulada aportada al suelo, por las precipitaciones y por el riego, a los
10, 30 y 180 dias después del tratamiento herbicida fue de 2,6 mm, 33,8
mm y 709,8 mm, respectivamente. El disefio establecido fue de bloques
al azar con cuatro repeticiones. Los tratamientos bajo estudio se aplica-
ron el 12 de abril de 2012, También se reservaron 4 parcelas como con-
trol en las que no se aplicé ningun tratamiento con mesotriona.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Estas dos formulaciones de mesotriona (FLL-1 y FLL-2) presentaron
una liberaciéon mas lenta en comparacion con el producto técnico (Figu-
ra 1). Unicamente se estudio la formulacién de mesotriona de la que se
obtuvo el mayor porcentaje de i.a., un 15,8+0,8 (FLL-1) y de liberacién

mas lenta, denominada FLL-1.
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Figura 1. Liberacién in vitro de las formulaciones de mesotriona.
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En los estudios de lixiviacion en columnas (Figura 2) se observé un
mayor porcentaje de mesotriona retenida en los segmentos superiores
cuando se uso la FLL-1, lo que indicd una reduccién importante en la
lixiviacion con respecto a la formulacién comercial (FC), ya que de ésta
se lixivié la mayor parte a los anillos inferiores de la columna. Ademas,
los resultados de los estudios de bioactividad (Figura 3) indican que se
obtuvo mayor porcentaje de inhibicién de la clorofila con la FLL-1 en los
segmentos superiores mientras que se observo la tendencia opuesta en
los anillos mas profundos. Por tanto, ambos estudios, de lixiviacion y bio-
eficacia se corresponden (Figura 2 y Figura 3).
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Figura 3. Porcentajes de inhibicién de la clorofila en plantas de girasol tras 70 mm de
lluvia en columnas de suelos en funcion de la profundidad en experimentos de lixiviacion.

En el muestreo realizado después de 10 dias del tratamiento con el her-
bicida (Tabla 1) la distribucion de mesotriona proveniente de las distintas
formulaciones en el perfil del suelo no fue igual en todas las profundidades
estudiadas. Se observo una cantidad del 41,6% de la mesotriona aportada
por la FLL-1 en la primera capa (0-10 cm), que era significativamente ma-
yor si la comparamos con el 6,4% de la comercial a dosis de campo. En la
siguiente capa (10-20 cm), la acumulacién de herbicida fue mayor cuando
se empled la FLL-1 (28,5%) que para la FC (9,2%). Pero las cantidades
retenidas en la capa mas profunda analizada (20-30 cm) mostraron que la
mayor parte de producto de la FC se habia lixiviado, encontrando un por-
centaje del 21% a esta profundidad. Esto marcd una gran diferencia con la
FLL-1, ya que su mayor porcentaje se encontraba en la primera capa (0-
10 cm) analizada (Galan Jiménez, 2015).

También es de destacar la pérdida del 63,4% de mesotriona en los 30
cm del suelo en profundidad tan solo después de 10 dias de su aplica-
cion al emplear la FC en comparacion con una pérdida de solo 13,5% al
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emplear la FLL-1. La mayor parte de la mesotriona ha debido perderse
por lixiviacién hasta profundidades del suelo mayores de 30 cm, en don-
de ya no puede ejercer su efecto herbicida contra las malas hierbas, con
la posibilidad afiadida de la posible contaminaciéon de aguas subterraneas
poco profundas.

Tabla 1. Distribucion de mesotriona a lo largo del perfil del suelo, tras 10, 30
y 180 dias de tratamiento, expresada como porcentaje de la cantidad total
aplicada.

Profundidad del suelo

Dias 0-10 cm 10-20 cm 20-30 cm Total extraido
10 FC 6,4+ 4,38 9,2 +4,2 21,0+3,7 36,6 + 12,7
FLL-1 41,649, 285+1,8 16,0 + 6,2 86,5 + 17,2
FC 1,2+1,0 47+1,0 20,4 % 4,8 26,3 % 6,8
30 FLL-1 1,9+0,3 8,7+2,9 57+2,8 16,3 £ 6,0
180 FC 0604 0,5+0,03 0,7 +£0,03 1,8 £0,46
FLL-1 0,6 +0,3 0,4 £0,07 0,3 +0,07 1,3+£0,44

FC = Formulaciéon Comercial.
FLL= Formulacién de liberacion lenta.
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Resumen: El objetivo del presente trabajo fue comprobar la efec-
tividad de las formulaciones de liberacién controlada (FLCs) del herbi-
cida Flufenacet (FLF) previamente elaboradas. Para ello se usaron las
formulaciones FLF/ET15 y FLF/B048 que contenian 7,98% y 17,7% de
ingrediente activo (i.a.) respectivamente. La liberacién in vitro confir-
mo un perfil de liberacion controlada para ambas formulaciones frente
a la formulacion comercial (FC) Tiara 60%®. El herbicida FLF presentd alta
adsorcion en suelos acidos con alta cantidad en materia organica y oxi-
dos amorfos y baja adsorcidén en suelos basicos con baja proporcion en
materia organica. En experimentos con columnas de suelos, las FLCs
presentaron menor lixiviacion que Tiara 60® en todos los suelos bajo es-
tudio, y los datos de bioactividad confirmaron los datos obtenidos en las
columnas de suelo a las distintas profundidades, asi como los resultados
de biodisponibilidad obtenidos en las isotermas de adsorcidn-desorcion.

Palabras clave: Montmorillonita, plaguicidas, suelos, bioactividad,
lixiviacion.

Summary: Development of controlled release formulation of
herbicide flufenacet. This study was aimed at testing the efficacy of
the previously designed controlled release formulations (FLCs) of the
herbicide flufenacet (FLF). The formulations FLF/ET15 and FLF/B048
with a.i. contents of 7.98 and 17.7%, respectively, were used. Release
in vitro experiments indicated a slow release pattern with respect to the
commercial formulation (FC) Tiara 60®. The herbicide FLF was greatly
adsorbed in acid soils posing a high amount of organic matter and amor-
phous oxides; whereas lower sorption was obtained on basic soils with
low organic matter content. In soil column experiments, FLCs showed
reduced leaching relative to Tiara 60® which paralleled the bioactivity at
different depths, and in agreement with the bioavailable amount as infe-
rred from the sorption-desorption experiments.

Keywords: Montmorillonite, pesticide, soils, bioactivity, leaching.
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INTRODUCCION

En las Ultimas décadas se han desarrollado Formulaciones de Libe-
racién Controlada (FLCs) de herbicidas para evitar pérdidas excesivas
de los mismos y que mantengan una buena bioactividad. Los minerales
de la arcilla son buenos candidatos para la preparacién de FLCs debido
a sus buenas propiedades adsorbentes, su abundancia y bajo coste. El
herbicida no idnico Flufenacet (FLF) presenta problemas de movilidad
en suelos, por lo que interesa preparar formulaciones que ralenticen su
liberacion empleando minerales de la arcilla sobre los que realizar la ad-
sorcion del herbicida proporcionando una matriz de liberacidon controlada.
Por otra parte, para aumentar la carga de ingrediente activo (i.a.) se
pueden usar surfactantes que actlan como agentes solubilizantes del
herbicida, los cuales se adsorberan sobre los minerales permitiendo au-
mentar la cantidad de ingrediente activo en las formulaciones. El objetivo
de este trabajo es la evaluacion del comportamiento de las formulaciones
de herbicida preparadas previamente basadas en complejos minerales
de arcilla-surfactante frente a formulaciones comerciales en suelos: es-
tudios de liberacién in vitro, lixiviacion, biodisponibilidad y bioactividad
sobre Setaria viridis.

MATERIAL Y METODOS
Materiales

Flufenacet técnico (99,9%) suministrado por Sigma y su formulacién
comercial (F.C.) Tiara 60® (60% p/p) suministrada por Bayer; montmo-
rillonita estandar (SWy-2) procedente de Wyoming suministrada por The
Clay Repository; dos surfactantes con diferente estructura quimica: uno
no idnico Berol 048 (B048) y otro catidnico Ethomeen T/15 (ET15) sumi-
nistrados por Compi y Jove SA. Los suelos usados en el presente trabajo
poseen distintas caracteristicas fisico-quimicas: Alajar (AL) (franco limo-
so), Coria (CR) (franco arcillo arenoso), y Las Torres (LT) (franco).

Métodos

Experimentos cinéticos de liberacion In Vitro en agua de Flufenacet:
se afadieron 5 mg de i.a. de herbicida en 500 mL de agua ultrapura
(T=25° C y 50 rpm) en un aparato de disolucién automatica con pale-
tas rotatorias (Sotax). Se recogieron muestras a diferentes intervalos
de tiempo hasta 172 h, y se analizaron mediante HPLC-UV. Se empled
un cromatoégrafo HPLC compacto Shimadzu (LC-2010A HT), con una co-
lumna Kromasil C15 de fase reversa (15 x 0,40 cm) suministrada por
Teknokroma S.A. (Barcelona, Espafia), a una temperatura de horno de
300C, fase mdvil: Acetonitrilo:Agua (50:50) a una longitud de onda de
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256 nm y tiempo de retencidon 402 min. Para la adquisicion y manejo de
los datos se empled el software Shimadzu LC solution Chromatography
Data System.

Estudios de adsorcidn-desorcion de Flufenacet en suelos: las isoter-
mas se realizaron poniendo en contacto 10 g de suelo con soluciones del
herbicida (10 ml) durante 24h a 20°C Una vez alcanzado el equilibrio, se
centrifugd (10000 rpm, 10 min), y el herbicida en sobrenadante se anali-
z6 mediante HPLC-UV. Las desorciones se realizaron mediante la retirada
de la mitad del sobrenadante que fue reemplazado por agua destilada,
se mantuvieron en agitacién hasta alcanzar el equilibrio 24h a 20°C, y
nuevamente se analizé el sobrenadante. Este proceso se repitid 3 veces.
Los datos de adsorcidén se modelizaron ajustandose a la ecuacion de Fre-
undlich.

Estudios de lixiviacion de Flufenacet en columnas de suelo: se realizd
en los suelos: AL, LT y CR. Se aplicaron uniformemente las tres formula-
ciones (Tiara 60®, FLF/B048 y FLF/ET15), a un régimen de lluvia de 168
mm (120 mL de agua destilada en fracciones de 20 mL, afiadidas cada
2 h). Se dejo el suelo equilibrar durante 24 h. Cada columna se separ6 a
distintas profundidades y se tomaron 5 g de suelo de cada una de ellas
para extraccion de FLF con 10 mL de acetonitrilo durante 24 h, analizan-
dose mediante HPLC-UV.

Estudios de bioactividad de Flufenacet en suelos: se plantaron por sex-
tuplicado semillas de Setaria viridis en vasos que contenian 15 g de suelo
de cada segmento de la columna de suelo (0-4, 4-8, 8-12, 12-16 cm)
para cada formulacion, irrigandose diariamente durante 2 semanas. Se
midid la longitud del brote emergido respecto a un control.

Caracterizacion de los suelos: El suelo AL es un suelo acido (pH: 6,2)
que presenta un bajo contenido en carbonatos (1,6%) y altas concen-
traciones de 6xidos amorfos (Fe,O, 5,2; ALO, 3,7 y MnO 10,1 g kg*') y
materia organica (3,4%), mientras que los suelos CR, y LT son suelos
basicos (pH: 8,7 y 7,6 respectivamente), con bajo contenido en materia
organica (1,0 y 1,3 % respectivamente).

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudios de liberacion in vitro de las formulaciones

La liberacién de FLF desde las FLCs fue progresiva a lo largo del tiem-
po, obteniéndose en los dos casos, un porcentaje final de FLF liberado
menor que el obtenido en la formulacidon comercial. La Figura 1 presenta
los perfiles de liberacidn de las FLCs frente a la formulacién comercial.
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Flufenacet Liberado (%)
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Figura 1. Porcentajes de Flufenacet liberado en agua desde las diferentes formulaciones
tanto comercial como FLCs (% acumulado).

Adsorcion de Flufenacet en suelos

Las isotermas de adsorcion de Flufenacet en suelos, muestran una alta
adsorcion en el suelo AL, seguido de LT y finalmente de CR.

—o— AL K. 1,7620,18
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0,035 = ——LT K 0,92140,92
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Figura 2. Isotermas de adsorcion de FLF en los suelos AL, CR, y LT.

La adsorcidon de Flufenacet en los diferentes suelos depende de sus
propiedades fisico-quimicas. Debido a que es una molécula de gran
tamafio con una baja polaridad (log K,,,= 3,2, 24°C), la adsorcién en
suelos ocurre principalmente en dominios hidrofébicos. En este estu-
dio, el suelo AL presenta la mayor adsorcion (Figura 2), que puede estar



XV Congreso de la Sociedad Espaiiola de Malherbologia. Sevilla 2015

relacionada con su alto contenido en materia organica, tal como se ha
descrito para otros herbicidas hidrofébicos (Morillo et al., 2004). También
la alta proporcion de 6xidos amorfos juega un papel importante.

Desorcion de Flufenacet en suelos

Los estudios de desorcidon siguen la secuencia: CR>LT>AL, indicando
que Flufenacet presenta una mayor desorcion en suelos con menor canti-
dad de materia organica y mayor contenido en fraccion arenosa como el
suelo CR, por tanto, mayor vulnerabilidad a lixiviar a capas mas profun-
das del suelo, y ser menos efectiva su accion en la superficie, donde es
deseable una mayor accién herbicida.

Experimentos de lixiviacion de Flufenacet y sus formulaciones
en columnas de suelo y bioactividad del herbicida Flufenacet
en diferentes suelos

Los resultados mas significativos de los estudios en columnas se obser-
varon en los suelos AL (Figura 3a) y CR (Figura 3b). El suelo AL presentd
lixiviacion de FLF a lo largo de la columna (Figura 3a). La formulacion
comercial queda distribuida en todos los anillos, pero mayormente en
el segundo. Por el contrario, se observa una concentracidon mayor en
el primer anillo para las formulaciones surfactante-arcilla. Estos datos
demuestran que si el régimen de lluvia o riego fuera superior, la mayor
parte de la formulacion comercial lixiviaria a profundidades donde no po-
dria ejercer su efecto herbicida. Los ensayos de bioactividad (Figura 3d)
confirman los resultados de los experimentos de lixiviacion observandose
una mayor inhibicion del crecimiento de Setaria viridis en el primer anillo
para las FLCs.

En el suelo CR se produce una mayor lixiviacion (Figura 3b), confir-
mando los resultados obtenidos en los experimentos de adsorcion-desor-
cion donde el Flufenacet no queda tan retenido en los suelos de textura
mas arenosa. En la Figura 3e, los resultados obtenidos de los bioensayos
presentan, en comparacion con la Figura 3d, resultados de inhibicion
mayores ya que FLF estda mas biodisponible (menos retenido) en este
tipo de suelos. Los resultados obtenidos para el suelo LT (Figuras 3c y 3f)
fueron similares a los obtenidos en el suelo CR, donde las formulaciones
lixiviaron a mas profundidad, destacando la concentracion de la formula-
cion comercial en el tercer anillo que es 10 veces superior a la concen-
tracion de las FLCs en ese anillo. Los resultados del bioensayo, Figura 3f,
confirmaron los resultados obtenidos en el experimento de lixiviacién.
Los resultados de actividad en la parte inferior de la columna se correla-
cionan con las cantidades de herbicida remanente extraidas (Figura 3c),
ya que estas mostraban el mismo orden de variacion, observandose de
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igual manera diferencias significativas en los anillos inferiores de la co-
lumna entre la cantidad de herbicida extraido de las FLCs y del producto
comercial.

Flufenacet Retenido (% del aplicado)

Flufenacet retenido (% del aplicado)

Flufenacet retenido (% del aplicado)

)

Profundidad del suelo CR (cm)

Profundidad del suelo LT (cm)

nto (%)
=

Inhibicién del crecimiel

([ FLEF/ET15 (7,89%1.a.)
d DY FLE/B048 (17,7%1.a.)
Tiara 60 (60% p/p)

Profundidad del Suelo LT (cm)

Figura 3. a, b, c) Porcentajes de FLF retenido en columnas del suelo AL. CR y LT en fun-
cion de la profundidad; d, e ,f) Inhibicidon del crecimiento de FLF a distintas profundida-
des de las columnas de suelo AL, CR y LT. Las barras verticales son errores estandares.
Las letras corresponden al analisis estadistico ANOVA.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se demuestra claramente que las FLCs reducen la lixi-
viacion del herbicida a lo largo del perfil del suelo respecto a la formu-
lacién comercial, presentando una mejor actividad bioldgica en la capa
superior del suelo.
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Resumen: Se ha desarrollado un modelo de genética de poblaciones
para estudiar el efecto de diferentes estrategias de manejo quimicas en
el control de poblaciones de Conyza y el desarrollo de resistencia a gli-
fosato en poblaciones inicialmente susceptibles. Las estrategias de ma-
nejo se basaron en la aplicacién de dos herbicidas en diferentes fechas,
aislados o en mezcla, donde uno de ellos era glifosato. Las simulacio-
nes mostraron que la aplicacién de glifosato con herbicidas postemer-
gentes controlaron mas eficazmente las poblaciones de Conyza que las
aplicaciones de glifosato con herbicidas preemergentes. Las aplicaciones
tardias (principalmente en marzo) del herbicida postemergente consi-
guieron los mejores controles de las poblaciones y un riesgo bajo de de-
sarrollar resistencia en poblaciones de Conyza inicialmente susceptibles.

Palabras clave: Genética de poblaciones, modelos de simulacion,
postemergencia, preemergencia.

Summary: Modelling of chemical control of Conyza and the risk
of glyphosate resistance. We developed a model of population gene-
tics to study the effect of different chemical management strategies on
the control of Conyza populations and the resistance evolution to glypho-
sate in initially susceptible populations. The management strategies were
based on herbicides; glyphosate and another post- or pre-emergent her-
bicide applied alone or in mixtures at different timing. The simulations
showed that glyphosate and post-emergent herbicides controlled better
Conyza populations than glyphosate and pre-emergent herbicides. Later
post-emergent herbicide applications (in March principally) reached the
best control of Conyza populations and a low resistance risk in initially
susceptible populations.

Keywords: Population genetics, pre- and post-emergence, simulation
models.
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INTRODUCCION

Conyza es un género que presenta un gran numero de especies ar-
venses que son abundantes y problematicas en los cultivos perennes de
la cuenca mediterranea. Su control se basa principalmente en el uso de
glifosato, lo que ha llevado a la aparicidon y expansion de la resistencia
a este herbicida (Urbano et al., 2007). Sin embargo, el uso de glifosa-
to sigue estando muy extendido en los cultivos perennes por lo que se
llegan a tratar con este herbicida poblaciones resistentes y susceptibles
de estas especies. Llegados a este punto, resulta interesante estudiar el
comportamiento de las poblaciones resistentes y susceptibles de Conyza
a aplicaciones de glifosato junto con otros herbicidas, con el fin de en-
contrar las combinaciones de herbicidas que consigan una mayor eficacia
en el control de las especies, y retrasen la aparicion de la resistencia. Los
modelos de dinamica de poblaciones nos ayudan a entender el desarrollo
de la resistencia y nos pueden orientar en la eleccion de las estrategias
de control mas efectivas (Neve, 2008).

Los objetivos de este trabajo son: 1) encontrar las estrategias de con-
trol quimico basadas en la aplicacidon de dos herbicidas (uno de ellos
glifosato) que controlen mas eficazmente las poblaciones de Conyza sus-
ceptibles y resistentes a glifosato, y 2) determinar aquellas estrategias
que retrasen y reduzcan el riesgo de desarrollo de resistencia a glifosato
en las poblaciones de Conyza susceptibles.

MATERIAL Y METODOS
Metodologia

Se ha desarrollado un modelo de simulacion de la dinamica poblacional
de Conyza con una germinacion escalonada en el tiempo. El modelo se
basa en el ciclo de vida de Conyza y considera diferentes estados funcio-
nales (banco de semillas, plantulas, plantas adultas y lluvia de semillas)
y procesos de transicion entre ellos (germinacién, supervivencia de plan-
tulas y adultos, fecundidad y mortalidad de semillas) (Zambrano-Navea,
2013). El modelo fue complementado con un modelo de genética de
poblaciones que simuld la resistencia a glifosato. Para parametrizar el
modelo se utilizaron datos existentes en la literatura de C. bonariensis y
C. canadensis, principalmente.

El modelo fue usado para evaluar el control ejercido por diferentes
estrategias de manejo basadas en el uso de herbicidas, en poblaciones
de Conyza resistentes y susceptibles al glifosato en cultivos perennes.
También se evalud el riesgo de aparicidn y la evolucidn de la resistencia a
glifosato en las poblaciones de Conyza inicialmente susceptibles.
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Condiciones iniciales y estrategias de manejo

Se hicieron dos simulaciones (1000 repeticiones cada una) para cada
estrategia de manejo, bajo diferentes densidades iniciales de plantas
resistentes: una infestacion baja (1 6 2 plantas resistentes, LR) y una
infestacién moderada (el 20% del banco de semilla inicial era resistente,
MR). Por tanto, en cada simulacidon se considerd una poblacion de Con-
yza con un nivel inicial de resistencia a glifosato segun las densidades
iniciales detalladas.

Las estrategias de manejo consideradas (S01-S15) (ver Figura 1) se
basaron en la aplicacién de dos herbicidas por campaia de cultivo: un
herbicida preemergente (pre) o postemergente (post) y glifosato (gly)
aislados o combinados en diferentes fechas: noviembre (Nov), febrero
(Feb) y/o marzo (Mar). Los valores utilizados para parametrizar los datos
de control considerados en las simulaciones para los dos tipos de herbi-
cidas especificados corresponden con diferentes herbicidas de los que se
disponen valores en la literatura para Conyza a la dosis comercial reco-
mendada; flazasulfuron para herbicidas preemergentes y fluroxipir, glu-
fosinato y amitrol+tiocianato amonico para herbicidas postemergentes.

Resultados evaluados

El control ejercido por las estrategias de manejo se evalué mediante la
densidad de plantas adultas simuladas de las poblaciones (adultos m2)
susceptibles y resistentes de Conyza tras la adopcion de la estrategia
de control correspondiente. El riesgo de resistencia a glifosato se eva-
lué como la probabilidad de que una poblacién inicialmente susceptible
desarrolle un nivel de resistencia moderado a glifosato tras la aplicacion
reiterada de la estrategia de control adoptada. Se considera que una
poblacion es moderadamente resistente a glifosato cuando al menos el
20% de sus individuos son resistentes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados muestran que, a largo plazo, las aplicaciones reiteradas
de dos herbicidas (uno de ellos glifosato) no fueron suficiente para redu-
cir a niveles aceptables las poblaciones de Conyza simuladas (Figura 1b,
1d y 1f) que en ausencia de medidas de control alcanzaron valores en
torno a los 1100 adultos m2 (resultado no mostrado). Sin embargo, los
herbicidas postemergentes controlaron mejor las poblaciones de Conyza
que los herbicidas preemergentes (Figura 1b, 1d y 1f).

Las mezclas de herbicidas preemergentes (S01 y S02) o postemer-
gentes (S03 y S04) con glifosato aplicadas en una determinada fecha
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controlaron peor las poblaciones de Conyza que estos mismos herbicidas
aplicados de forma aislada en diferentes fechas (Figura 1d y 1f), con la
excepcion de la aplicacion tardia de la mezcla de glifosato y un herbicida
postemergente (S05).

En general, las aplicaciones tardias (febrero y marzo) de herbicidas
postemergentes (S4, S05, S10, S11, S14 y S15; Figura 1b y 1f) con-
trolaron mas eficazmente las poblaciones de Conyza, especialmente las
poblaciones resistentes, que las aplicaciones mas tempranas (S03, S12 y
S13; Figura 1b y 1f). Los mayores niveles de control se consiguieron con
una mezcla de herbicida postemergente con glifosato aplicado en marzo
(S05) o estos herbicidas aplicados de forma aislada en febrero y marzo
(S14). Estas estrategias también presentaron un riesgo bajo de desarro-
llar resistencia en poblaciones inicialmente susceptibles de Conyza con
valores en torno al 10% (Figura lay 1le).

Las aplicaciones de herbicidas preemergentes y glifosato presentaron,
en general, un mayor riesgo de desarrollar resistencia que las aplica-
ciones de herbicidas postemergentes y glifosato, con niveles proximos
o superiores al 40% en todos los casos (Figura 1a y 1c). Dentro de las
estrategias que consideraron aplicaciones de herbicidas postemergentes
y glifosato, las aplicaciones tempranas de glifosato (noviembre y febrero)
mostraron los menores riesgos de resistencia (S03, S04 y S10; Figura
la y le), mientras que las aplicaciones tempranas del herbicida poste-
mergente aplicado de forma aislada, mostraron los mayores riesgos de
resistencia (S12 y S13; Figura 1e). Sin embargo, las estrategias con el
menor riesgo de resistencia obtuvieron bajos niveles de control de las
poblaciones de Conyza (S03, S04 y S10; Figura 1b y 1f).

En las simulaciones realizadas no se ha considerado la penalizacion en
el fitness que puede llevar asociada la presencia de resistencia a glifosato
en las poblaciones de Conyza. Esta penalizacién puede modificar la di-
namica de las poblaciones resistentes y susceptibles y por tanto, resulta
de gran interés su inclusion en los modelos de simulacién. Sin embargo,
la falta de datos experimentales hace dificil su incorporacion. De igual
modo, en este trabajo no se han considerado practicas de manejo cul-
turales que podrian reducir las poblaciones de Conyza de manera sus-
tancial. La inclusién de estrategias de manejo quimico y no quimico en
el control de poblaciones de Conyza es especialmente interesante desde
el punto de vista del control integrado y ademas, podria alargar la vida
util del glifosato a través de la reduccion del desarrollo de la resistencia a
este herbicida.
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Figura 1. Evolucion del riesgo de resistencia a glifosato en Conyza y de la poblacion de
adultos (adultos m2) tras 30 afios de simulacién para las estrategias de manejo estudia-
das (S01-S15). 1a) y 1b) S01-S05, son estrategias basadas en mezclas de glifosato y
otro herbicida pre o postemergente aplicados en una sola fecha; 1c) y 1d) S06-S09, son
estrategias basadas en la aplicacion aislada de glifosato y un herbicida preemergente en
diferentes fechas; 1e) y 1f) S09-S15, son estrategias basadas en la aplicacion aislada de
glifosato y un herbicida postemergente en diferentes fechas. LR y MR: niveles de resis-
tencia inicial baja y moderada, respectivamente.
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CONCLUSIONES

Aplicaciones tardias de un herbicida postemergente (especialmente en
marzo) y glifosato fueron las estrategias de manejo quimico simuladas
que mejores controles alcanzaron en las poblaciones adultas de Cony-
za. Ademas, la mayoria de estas estrategias presentaron un riesgo bajo
de desarrollar resistencia a glifosato en las poblaciones susceptibles de
Conyza. Las estrategias con menor riesgo de resistencia fueron aquellas
que consideraron aplicaciones tempranas de glifosato, aunque en estos
casos el control ejercido en las poblaciones susceptibles de Conyza se
redujo en comparacion con estrategias similares que consideraron una
aplicacién mas tardia. En general, el nivel de control alcanzado en las
poblaciones adultas de Conyza con las estrategias simuladas no fue lo
suficientemente alto para estabilizar las poblaciones a un nivel bajo. Para
lograr una mayor reduccion de las poblaciones de Conyza en los cultivos
perennes, otras estrategias de manejo quimico y/o cultural habria que
aplicar para aumentar el control ejercido con las estrategias estudiadas.
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Resumen: El objetivo del trabajo fue confirmar la resistencia a glifo-
sato de poblaciones aragonesas de Conyza canadensis y C. sumatrensis.
Para ello, se contd con 7 poblaciones de C. canadensis: 6 de ellas con
problemas de control en campo (R) y 1 considerada sensible (S) y 4 de
C. sumatrensis: 3R y 1S. Con ellas se realizaron ensayos dosis-respuesta
utilizando un modelo de regresion (log-logistic con 4 parametros) y se
calcularon los factores de resistencia (FR). Se confirmd la resistencia de
5 de las 6 poblaciones problematicas C. canadensis, con FR para para-
metros de supervivencia y biomasa mucho mayores de 10. En el caso de
C. sumatrensis, en 2 de las 3 poblaciones consideradas R se encontraron
resistencia con unos FR que oscilaron entre 9,4 y 3,5 para los mismos
parametros.

Palabras clave: Dosis-respuesta, Erigeron, coniza, factor de resistencia.

Summary: Study of resistance of Conyza spp. to herbicide
glyphosate in Aragén (Spain). The aim of this paper was to confirm
resistance to glyphosate of Conyza canadensis and C. sumatrensis po-
pulations from Aragdn. Hence, we had 7 populations of C. canadensis: 6
of them with field control problems (R) and 1 considered susceptible (S)
and 4 populations of C. sumatrensis: 3R and 1S. Doses-response essays
were performed and the resistance factors (RF) were calculated using a
log-logistic regression model with 4 parameters. Results confirmed re-
sistance in 5 of 6 C. canadensis populations, with RF for survival and
biomass parameters much higher than 10. In the case of C. sumatrensis,
2 of 3 populations expected to be R had RF with values between 9.4 and
3.5 for the same parameters.

Keywords: Doses-response, Erigeron, horseweed, fleabane, resistan-
ce factor.
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INTRODUCCION

Las especies del género Conyza spp. son cada vez mas dificiles de con-
trolar en cultivos en no laboreo, sobre todo en lefiosos, donde el control de
malas hierbas se basa en la aplicacién de herbicidas. Del total de los casi 5
millones de ha de cultivos lefiosos que hay en Espafia, se estima que mas
de la mitad de esta superficie se maneja con técnicas de minimo laboreo
(42%) o no laboreo (8,5%), siendo éstos principalmente olivos, frutales y
vifiedos (Magrama, 2014). En este sentido, el glifosato suele ser el herbi-
cida que mas frecuentemente se usa para controlar las arvenses en estas
situaciones. El uso masivo de este herbicida y el hecho de que Conyza
spp. sea propensa a desarrollar resistencias a herbicidas (Torres et al.,
2005) han hecho aparecer biotipos resistentes, a pesar de que el glifosato
sea una materia activa con poca tendencia a generar resistencias (Heap,
2015). Asi, en el sur de Espaia ya se ha confirmado la resistencia a glifo-
sato para C. bonariensis (Urbano et al., 2007), C. canadensis (Martinez &
Urbano, 2007) y C. sumatrensis en 2009 (Heap, 2015) y a nivel mundial
hay reconocidos 13, 39 y 6 casos, respectivamente (Heap, 2015).

En Aragdn, en los dos ultimos afios se vienen recibiendo quejas de fal-
ta de control de Conyza con glifosato en zonas fruticolas. En este sentido,
el primer objetivo del trabajo fue confirmar que la supervivencia en cam-
po de estas poblaciones de Conyza se debio a la aparicién un fendmeno
de resistencia y no a fallos de control en campo. Una vez confirmada la
resistencia, un objetivo adicional fue cuantificar su magnitud.

MATERIAL Y METODOS

El ensayo se realiz6 con 7 poblaciones aragonesas de Conyza canaden-
sis y 4 de Conyza sumatrensis. En ambas especies todas las poblaciones
proceden de plantas que han sobrevivido en campo a tratamientos de
glifosato (R), salvo una, cuya semilla se obtuvo de plantas sin historial
de tratamiento herbicida y que se usd como testigo sensible (S), Tabla 1.

Tabla 1. Poblaciones de Conyza spp. utilizadas en el ensayo.

Conyza canadensis Conyza sumatrensis
Poblacion Localidad Cultivo  Poblacion Localidad Cultivo
14-Dellalrio Maella (Z) Nectarina 71-La Hoya Pefiaflor (Z) Almendro
23-Cataluias Maella (Z) Melocotén  75-Pefiaflor Pefiaflor (Z) Almendro
37-Masatrigo Maella (Z) Almendro 183-Ponciano* Valmadrid (Z)  Sin cultivo

41-Valdelpuente Maella (Z) Melocoton 193-Los Cerrados La Puebla (2) Cuneta
62-Invernadero* Montafiana (Z) Esparrago

111-La Litera Fraga (Hu) Melocoton

126-Laporchina Fraga (Hu) Nectarina

*Sin historial de tratamientos herbicidas. Z: Zaragoza, Hu: Huesca.
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Las semillas de todas estas poblaciones se pusieron a germinar para
posteriormente trasplantar las plantulas en estado de 2-4 hojas. Para las
dos operaciones se utilizd sustrato de horticolas (90% materia organi-
ca, 10% cenizas y 0,2% nitrégeno y 0,1% fdésforo). Cuando las plantas
tuvieron entre 10-12 hojas se les aplico el herbicida. Se hicieron 8 tra-
tamientos con las dosis 0, 180, 360, 720, 1440, 2880, 5760 y 11520 g
i.a./ha con el formulado comercial Roundup® (glifosato 36% p/v) en un
experimento en bloques al azar, de 6 repeticiones. Las repeticiones, an-
tes del tratamiento, fueron ordenadas en base al tamafo de las plantas.
Es decir, plantas de la misma repeticion tuvieron, ademas de similar es-
tado fenoldgico en todas las poblaciones, similar tamano, con el objetivo
de descartar en las poblaciones resistentes cualquier duda debido a un
mayor desarrollo de la planta. La parcela elemental fue una maceta de
plastico de 7 x 7 x 8 cm en la que habia 1 planta de Conyza. Todo el ex-
perimento se repitid 2 veces a lo largo del tiempo.

Todo el proceso se desarrolld en un invernadero del CITA equipado
con un sistema de refrigeracién para no superar temperaturas mayores
de 30°C ni bajar de 15°C, e iluminacién artificial para mantener 16/14h
de luz y 8/10h de noche. Las aplicaciones se realizaron con un equipo de
pulverizacién experimental que permite realizar aplicaciones con poco
volumen de caldo, en este caso 210 I/ha, a presion, altura de barra y
velocidad de avance constantes. Los parametros evaluados semanal-
mente fueron: fitotoxicidad, altura, supervivencia y biomasa seca al final
del ensayo, aunque en esta comunicacion solo se hace referencia a los
dos ultimos, evaluados a los 28 dias después del tratamiento (DDT). Los
resultados de estos parametros se sometieron a un modelo de regresion
dosis-respuesta. Como el resultado de las dos repeticiones del experi-
mento siguid la misma tendencia, se decidié agrupar los resultados como
si fuera uno Unico, pero con 12 repeticiones por tratamiento. EI modelo
elegido, de entre los diez propuestos por Ritz & Streibig (2005) fue el
Log-logistico con cuatro parametros, ya que fue el que mejores ajustes
presento:

d—rc

fx.(bc.d,e))=c+ 1+ exp {p(log (x) - log (e))}

donde c es el limite inferior de la curva, d es el limite superior, e es la
EC,, o lo que es lo mismo, la concentraaon efectiva que produce una
respuesta a la mitad valor totaI del parametro estudiado (o también LD,

si se refiere supervivencia o GR,, si se refiere a biomasa) b es la pen-
diente de la curva en su punto de inflexion. El ajuste ha sido realizado
con el programa de software libre R, Version 2.14.2 (R Development
Core Team, 2014). Finalmente se calculé el factor de resistencia (FR). Se
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considera que se trata de un caso de resistencia si la respuesta diferen-
cial es heredable y el FR es superior a 10 (Heap, 2015).

RESULTADOS Y DISCUSION

En C. canadensis, respecto al parametro supervivencia, cabe resaltar
la magnitud del problema en la mayoria de poblaciones, sobre todo en
“Catalufias”, “Dellalrio”, y “Valdelpuente” que presentaron una supervi-
vencia del 100%, 83%, y 67% respectivamente cuando se les aplico la
dosis maxima (32 I/ha de producto comercial). Como todas estas cifras
superan el 50% de supervivencia, no se ha podido realizar el ajuste en
esas poblaciones (Figura 1 A). A pesar de esto se puede deducir que la
LD,, es mayor de 11.520 g m.a./ha por lo que, como minimo, el factor
de re5|stenC|a seria de 38 (Tabla 2). Siguiendo por orden de dlﬁcultad de
control, y ya representadas en la Figura 1A, quedarian Laporchina, Masa-
trigo y La Litera, con FR mayores de 10 en todos los casos, a excepcion
de esta Ultima (Tabla 2). Los FR encontrados, salvo para la poblacion La
Litera, son mayores que los de otros estudios en el sur de Espafa (Marti-
nez & Urbano, 2007).

El parametro de biomasa (Figura 1B) presenta el mismo orden de difi-
cultad para controlar las poblaciones, pero con FR mucho mayores (Tabla
2) debido, por un lado, a que las poblaciones muestran GR,, mucho ma-
yores que los haIIados por otros autores (Koger et al., 2004) A esto se
afade la elevada sensibilidad del testigo sensible que presenta un valor
de GR,, de 11 g i.a/ha, valor muy inferior al de las poblaciones sensibles
utilizadas en otros estudios (Koger et al., 2004), explicando porqué se
obtienen esos FR tan elevados.

En C. sumatrensis, dos de las tres poblaciones potencialmente proble-
maticas, “La Hoya” y “Pefaflor”, tuvieron un comportamiento diferencial
respecto al testigo “Ponciano” en los parametros supervivencia (Figura
1C) y biomasa (Figura 1D). La poblacion “Los Cerrados” se comportd
como el testigo sensible. En este caso los FR fueron mas pequenos que
en C. canadensis, siempre inferiores a 10 (Tabla 2), por lo que no se
podria hablar propiamente de resistencia. No obstante, hay que tener
en cuenta que la DL, de la poblacion considerada sen5|ble 307 g m.a./
ha, es un 35-45% mas elevada que el de otros estudios (Santos et al.,
2014)

Lo mismo ocurre en el caso del GR,;, en nuestro caso es de 167 g
m.a./ha mientras que en estudios de Gonzalez-TorraIva et al. (2013) fue
de 23,8 g m.a./ha. Estos datos sugieren que los FR podrian ser algo mas
elevados en el caso de haber dispuesto de una poblacién testigo mas
susceptible y ello parece posible de acuerdo a esta bibliografia.
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Figura 1. Curvas dosis-respuesta para los parametros supervivencia (%) y biomasa seca (%)
en C. canadensis (A'y B) y en C. sumatrensis (C y D) a los 28 dias después del tratamiento.
La supervivencia en poblaciones de C. canadensis de Dellalrio, Catalufias y Valdelpuente fue
mayor del 50% a la maxima dosis aplicada, impidiendo el ajuste del modelo log-logistico (A).

Tabla 2. Dosis de glifosato, en gi.a./ha, que reduce un 50% la supervivencia (LD)
y que reduce un 50% la biomasa (GR,,) de cada poblacién de Conyza. Factor de
resistencia (FR) para los dos parametros los 28 DDT en base a la poblacion sensible.

Conyza canadensis Conyza sumatrensis
Parametro Supervivencia Biomasa Parametro Supervivencia Biomasa
Poblacion LD, FR GR, FR Poblacion LD,, FR GR, FR
14-Dellalrio >11520%  >38* 2652 241 71-La Hoya 2895 94 809 4,8
23-Cataluiias >11520%  >38* 6847 622 75-Penaflor 1904 6,2 587 3,5
37-Masatrigo 3051 10,1 680 62 183-Ponciano 307 1 167 1

41-Valdelpuente >11520*  >38* 1405 128 193-Los Cerrados 440 143 175 1.1
62-Invernadero 302 1 11 1

111-La Litera 1459 4,8 450 41
126-Laporchina 11677 386 1751 159
*Mas de la mitad de los individuos sobreviven a la maxima dosis aplicada (11520 gi.a./ha).
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Para hablar con propiedad de resistencia, hay que comprobar que la
respuesta diferencial entre poblaciones R y S se mantiene en la descen-
dencia. En nuestro caso no se ha comprobado pero consideramos que
probablemente sera asi, teniendo en cuenta que las plantas empleadas
en el ensayo ya son la descendencia de supervivientes en campo a tra-
tamientos con glifosato y teniendo en cuenta los antecedentes de la bi-
bliografia consultada. Por tanto, se puede concluir que en el caso de C.
canadensis se confirma que existen poblaciones con un patron claramen-
te resistente, con FR mucho mayores de 10. En C. sumatrensis, aunque
los FR sean menores de 10, parece claro que hay un problema incipiente.
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Resumen: Se ha evaluado la respuesta en invernadero de 25 pobla-
ciones de Avena sterilis L. recogidas en Castilla y Ledn a los herbicidas
inhibidores del enzima ACCasa (Acetil Coenzima A carboxilasa) clodina-
fop-propargil, diclofop-metil y tralkoxidim. Se han utilizado 2 dosis (la
dosis recomendada en campo y la dosis doble) ademas de un control
no tratado, con 3 repeticiones por dosis y 25 semillas por repeticion. La
dosis recomendada fue de 40,8 g. m.a. ha! para clodinafop, 900 g. m.a.
ha'! para diclofop y de 400 g. m.a. ha! para tralkoxidim. Todas las pobla-
ciones muestreadas fueron susceptibles al herbicida tralkoxidim cuando
se empleaba a la dosis recomendada. A pesar de que la mayoria de las
poblaciones se clasificaron como sensibles en su respuesta a los herbici-
das “fop” utilizados, se detectaron poblaciones que muestran cierto gra-
do de resistencia a ambos herbicidas, en mayor medida al diclofop-metil.

Palabras clave: Avena, inhibidores de ACCasa, resistencia a herbicidas.

Summary: Response of populations of Avena sterilis from Cas-
tilla-Leodn to herbicides used for its control. The response of 25
populations of Avena sterilis L. collected in Castilla-Ledn to the ACCase
(acetyl coenzyme A carboxylase) inhibiting herbicides clodinafop-propar-
gyl, diclofop-methyl and tralkoxydim has been evaluated in the green-
house. Two herbicide doses were used (the recommended field rate and
the double rate) plus a non-treated control, with 3 replications per dose
and 25 seeds per replication. The field rate was 40.8 g a.i. ha! for clo-
dinafop, 900 g a.i. ha! for diclofop and 400 g a.i. ha* for tralkoxydim. All
sampled populations were sensitive to tralkoxydim herbicide when used
at the recommended field rate. Although most of the populations were
classified as sensitive in the response to the used “fop” herbicides, po-
pulations showed some degree of resistance to both herbicides but in a
greater extent to diclofop-methyl.

Keywords: Wild oat, ACC-ase inhibitors, herbicide resistance.
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INTRODUCCION

Avena sterilis L., junto con Avena fatua L., conocidas en genérico como
avenas locas o balluecas, son las especies silvestres del género Avena
con mayor incidencia sobre los cultivos de cereal en la region Medite-
rranea. Esa especie ocasiona importantes reducciones en el rendimiento
como resultado de la elevada competencia que establecen con el cultivo
(Fernandez-Quintanilla et al., 1997). Aunque en el mercado existen her-
bicidas disponibles para el control de estas especies, el uso de éstos de-
pende en gran medida de la rentabilidad del cultivo, lo que hace que no
siempre sea posible su utilizacion. Si bien en la actualidad el uso inten-
sivo de los herbicidas inhibidores de la ACC-asa para el control de malas
hierbas gramineas ha llevado a la aparicion de numerosas resistencias a
escala global (Heap, 2015), la resistencia a herbicidas en poblaciones de
Avena en Espafia no se considera un problema grave aunque si existen
campos donde se han localizado problemas de control con avenicidas es-
pecificos (Taberner et al., 2005; CPRH, 2011).

En el afio 2013 se realizaron una serie de muestreos al azar de pobla-
ciones de Avena sterilis L. en campos de cereal de diferentes provincias
de Castilla y Ledn con el fin de determinar la frecuencia con la que apa-
recen en la actualidad poblaciones resistentes a algunos de los herbicidas
que han sido utilizados durante afios para su control en cereal. El obje-
tivo de este trabajo es evaluar la respuesta estas poblaciones a los her-
bicidas inhibidores del enzima ACC-asa (Acetil Coenzima A carboxilasa)
clodinafop-propargil, diclofop-metil y tralkoxidim.

MATERIAL Y METODOS

Entre los afios 2013-2014 se recogié semilla madura de 25 poblaciones
de A. sterilis en muestreos de malas hierbas realizados al azar en campos
de cereal de diferentes provincias de Castilla y Ledn de los que no se cono-
ce el historial previo. Para realizar los ensayos de respuesta a herbicidas,
esta semilla se sembré en bandejas de plastico de 25 L con una mezcla de
mantillo:tierra:arena (1:1:1) con 25 semillas por bandeja y 3 bandejas por
dosis de tratamiento y herbicida. Se realizaron ensayos de respuesta a los
herbicidas clodinafop-propargil, diclofop-metil y tralkoxidim en invernade-
ro. Las dosis de clodinafop-propargil (Topik, clodinafop-propargil 24% p/v,
Syngenta + CanPlus 0,5%, Zeneca Agro) empleadas fueron de 0; 40,8 y
81,6 g m.a ha, las de diclofop-metil (Colt, diclofop-metil 36% p/v, Du-
pont) de 0; 900 y 1800 g m.a ha'y las de tralkoxidim (Splendor, tralkoxi-
dim 25% p/v, Syngenta + CanPlus 0,3%, Zeneca Agro) de 0; 400 y 800 g
m.a ha. Las dosis utilizadas con el fin de detectar poblaciones resistentes
corresponden al control no tratado, a la dosis recomendada en campo (1x)
y a la dosis doble (2x). Los tratamientos herbicidas se aplicaron cuando
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las plantas estaban en 3-4 hojas con un pulverizador estacionario equi-
pado con una cinta transportadora y una boquilla plana Teejet 8002-E y
calibrado para pulverizar 225 L ha' a 200 kPa. Los ensayos se llevaron a
cabo en los meses de invierno en un invernadero cuyas temperaturas os-
cilaron entre 16 y 26°C y sin iluminacion adicional ni control de humedad.
Treinta dias después de cada tratamiento, se cortd y pesd la parte aérea
de las plantas de cada bandeja para obtener el pardmetro del peso fresco.
Las poblaciones se clasificaron en relacién con su respuesta a cada uno de
los herbicidas como resistentes (R) si mostraban una reducciéon del peso
fresco menor del 15%, con resistencia moderada o intermedia (I) si esta
reduccidn era de entre el 15 y el 85% vy sensibles (S) cuando era supe-
rior al 85%, en linea con la escala utilizada por Escorial et al. (2011) para
Bromus diandrus. Se realizd el conteo de plantas no dafiadas (ND), consi-
derando ND las plantas similares en aspecto y tamafio a las del testigo no
tratado, sin dafio por el herbicida.

RESULTADOS Y DISCUSION

En los ensayos de las poblaciones recogidas al azar de A. sterilis con
los herbicidas inhibidores de la ACCasa no se han detectado poblaciones
clasificadas como resistentes a ninguno de los tres herbicidas empleados
(Tabla 1). Para el herbicida tralkoxidim, todas las poblaciones fueron sen-
sibles, con valores en la reduccién del peso fresco en relacién a las po-
blaciones no tratadas superiores al 93% en todas las poblaciones y no se
encontraron plantas no danadas. Aunque tampoco se encontraron plan-
tas no dafiadas en el tratamiento con clodinafop, el 8% de las poblacio-
nes se clasificaron con resistencia intermedia a la dosis normal empleada
en campo, valor que se redujo al 4% a la dosis doble. El porcentaje de
poblaciones con resistencia intermedia a diclofop-metil fue mucho mayor
que para los otros dos herbicidas, con un 52% de las poblaciones inclui-
das en este grupo a la dosis normal de 900 g m.a ha. Para esta dosis,
los pesos frescos variaron entre el 2 y el 63% y se encontraron plantas
ND en aproximadamente la mitad de las poblaciones analizadas (44%)
en porcentajes que variaron entre el 3 y el 16% (Figura 1).

Tabla 1. Clasificacion de las poblaciones de A. sterilis (en %) en funcion de su respuesta a
los herbicidas a utilizados para su control en cereal. La dosis 1x empleada para el control
de A. sterilis fue de 900 g m.a ha* para diclofop-metil, 40,8 g m.a ha para clodinafop y 400
g m.a hade tralkoxidim. R= Resistentes, I= Resistencia Intermedia, S= Sensibles.

Poblaciones (%)

Herbicida Dosis 1x Dosis 2x
R I S R I S
Diclofop-metil 0 52 48 0 4 96
Clodinafop-propargil 0 8 92 0 4 96
Tralkoxidim 0 0 100 0 0 100
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25 Poblaciones de Avena

Figura 1. Respuesta de 25 poblaciones de A. sterilis procedentes de Castilla y Ledn a

diclofop-metil. 1A) Dosis recomendada en campo (900 g m.a ha-1); 1B) Dosis doble.

Los rombos negros representan el peso fresco en porcentaje de testigo y las barras el

porcentaje de plantas no dafiadas, ambos parametros obtenidos 30 dias después del tra-

tamiento. Las poblaciones se encuentran ordenadas en funcion de su respuesta a la dosis
1x de herbicida.

Cuando la dosis empleada era la doble de la normal, un 4% de las po-
blaciones siguieron clasificdndose como I, y en este caso los porcentajes
de plantas ND variaron entre 0,5y 4,5% (Tabla 1).

Estos resultados, con mayor proporcion de resistencia a diclofop-metil
que a clodinafop y tralkoxidim, estan en concordancia con los publicados
por Owen y Powles (2009), que en el screening poblaciones de Avena
spp. muestreadas al azar en Australia encontraron que el porcentaje de
poblaciones con resistencia a diclofop era del 71% frente a tasas mucho
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menores de resistencia a otros inhibidores de ACCasa como clodinafop
(3%) vy tralkoxidim (5%). Hay que tener en cuenta que las dosis de her-
bicida empleadas en sus circunstancias son mucho menores (563 g m.a
ha para diclofop-metil, 18 para clodinafop y 200 para tralkoxidim) que
las empleadas en nuestro trabajo. En nuestra opinién, este hecho es pro-
bable que esté ligado al mayor uso histdrico del diclofop-metil que se in-
trodujo en los afos setenta en relacidn a los otros dos herbicidas que se
introdujeron en los noventa: el clodinafop y mucho mas recientemente el
tralkoxidim. El diclofop ha sido mas ampliamente utilizado durante afios,
sobre todo para el control de vallico (Lolium rigidum Gaud.) en cereal,
ademas de haber sido una opcién mas econdmica que clodinafop (sélo
aplicable en trigo) y tralkoxidim.

Este muestreo revela por tanto que pese a no haber encontrado po-
blaciones de avena resistentes a inhibidores de ACCasa, hay un elevado
porcentaje de ellas con resistencia intermedia a diclofop-metil que aca-
baran siendo resistentes si no se toman las medidas oportunas. Se ha
descrito en la literatura que la resistencia a diclofop-metil puede tener
lugar tanto por mutaciones en los genes que codifican la ACCasa como
por otros mecanismos de resistencia de tipo metabdlico y que ambos ti-
pos pueden estar presentes en una misma planta de Avena (Maneechote
et al.,, 1997; Yu et al., 2013). Es posible que ambos tipos de resistencia
estén presentes en las poblaciones ensayadas, puesto que al aumentar
la dosis de herbicida disminuye el nUmero de plantas no dafiadas, aun-
que éstas siguen apareciendo en alguna de las poblaciones. A pesar de
que se trata de una especie autdbgama, y por tanto la resistencia se de-
sarrolla de forma mas lenta que en especies aldégamas como L. rigidum,
las tasas de polinizacidon cruzada pueden alcanzar hasta el 12% (Murray
et al., 2002), tasas suficientemente elevadas como para permitir la acu-
mulacién de varias mutaciones en un mismo individuo (Yu et al., 2013).

Estas poblaciones con cierta resistencia a diclofop-metil pueden ser de
momento controladas por otros herbicidas inhibidores de ACCasa como
clodinafop o tralkoxidim que son eficaces siempre que la rentabilidad del
cultivo lo permita, y diversificando con otros mecanismos de accién dis-
ponibles para el conjunto de una rotacién con diversos cultivos y otros ti-
pos de control a fin de prevenir y/o manejar la aparicion de resistencias.
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Resumen: Se ha evaluado la respuesta de un total de 87 poblaciones
de Bromus diandrus (bromo) recogidas en muestreos al azar realiza-
dos en campos de cereal de Castilla y Ledn y de una poblacidn recogida
en el INIA, a los herbicidas glifosato y sulfosulfuron, utilizados durante
anos para el control de bromo en trigo. Los ensayos se han realizado
en invernadero con 3 dosis: control, la dosis de herbicida recomendada
en la etiqueta del producto (20 g. m.a. ha' para sulfosulfuron y de 800
g. m.a. ha! para glifosato) y la mitad de la dosis recomendada, con 5
repeticiones por dosis y 100 semillas por repeticidon y poblacidon. No se
encontraron poblaciones resistentes a las dosis recomendadas de ambos
herbicidas, pero el 55% de las poblaciones mostraron cierta resistencia a
sulfosulfuron y el 14% a glifosato.

Palabras clave: Bromo, BRODI, control quimico, resistencia a herbicidas.

Summary: Response of Bromus diandrus populations from
Castilla-Ledn to sulfosulfuron and glyphosate. The response of 87
B. diandrus (ripgut brome) populations collected in cereal fields of Cas-
tilla-Ledn and of one population collected in INIA (Madrid), to the her-
bicides glyphosate and sulfosulfuron, used for brome control in wheat
during years, has been evaluated. The bioassays were conducted under
greenhouse conditions with three doses: control, the recommended label
herbicide dose (20 g m.a. ha! for sulfosulfuron and 800 g m.a. ha for
glyphosate) and half dose, with 5 replications per dose and 100 seeds
per replication and population. Resistant populations were not found
when the herbicide label dose was applied, but 55% of the populations
showed certain resistance to sulfosulfuron and 14% to glyphosate.

Keywords: Ripgut brome, BRODI, chemical control, herbicide resistance.
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INTRODUCCION

Desde hace unos afios el nivel de infestacion de bromo esta aumen-
tando ano tras afio, detectandose su presencia en un mayor niUmero
de campos de cereal y a densidades cada vez mas elevadas. El bromo
es por tanto una mala hierba problematica, que puede causar pérdidas
en los rendimientos de los cultivos de trigo de hasta el 50% (Gill et al.,
1987). Este cambio en su importancia aparece fundamentalmente con
la adopcidn de técnicas culturales de minimo laboreo y siembra directa
que favorecen la proliferacién de esta especie. Ademas también pueden
influir el frecuente monocultivo de cereal, la reduccién en la competencia
con el bromo de otras malas hierbas como avenas (Avena sp.) o vallicos
(Lolium rigidum L.) que si son controladas eficazmente por herbicidas
anti-gramineos selectivos, y el hecho de que es una especie de dificil
control con herbicidas, sobre todo en cebada, cultivo que no tiene herbi-
cidas selectivos disponibles.

Al aplicar un herbicida se crean artificialmente condiciones negati-
vas extremas para determinadas comunidades de plantas. Esta selec-
cion actlia sobre la variabilidad existente en las poblaciones, que es la
que confiere a éstas la capacidad de adaptacidon necesaria para superar
condiciones adversas. Los datos sobre los niveles de variaciéon para la
resistencia a herbicidas son necesarios para la prediccion del futuro com-
portamiento de las poblaciones. Es sabido que el desarrollo de una resis-
tencia es un proceso evolutivo y el nivel de variacidn indica la situacion
de cada poblacién en relacion a la resistencia. En este trabajo se ha estu-
diado la respuesta a los herbicidas sulfosulfuron y glifosato de 87 pobla-
ciones de B. diandrus recogidas en campos de cereal de Castilla y Ledn.

MATERIAL Y METODOS

Entre los afios 2012-2014 se recogid semilla madura de 87 poblacio-
nes de B. diandrus en muestreos de malas hierbas realizados en campos
de cereal de diferentes provincias de Castilla y Ledn. Los muestreos se
realizaron recorriendo los campos de las zonas cerealistas de cada pro-
vincia y muestreando cada 5 kildmetros las poblaciones de B. diandrus
presentes. La semilla recogida se sembré en vasos de plastico de 1 L con
una mezcla de mantillo:tierra:arena (1:1:1) con 100 semillas por vaso y
5 vasos por dosis de tratamiento y herbicida. La germinacion de las po-
blaciones fue superior al 95%. Se realizaron ensayos de respuesta a los
herbicidas sulfosulfuron (Leader Plus®, sulfosulfuron 80% p/v, Monsanto)
y glifosato (Roundup®, glifosato 36% p/v, Monsanto) en invernadero. Las
dosis de sulfosulfuron empleadas fueron de 0; 10 y 20 g m.a ha? (se
afnadid activador de Leader Plus 0,2%) vy las de glifosato de 0; 400 y 800
g m.a ha. Las dosis utilizadas corresponden al control, a la mitad de la
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dosis recomendada en la etiqueta (0,5X), con el fin de detectar variabili-
dad en la respuesta a herbicidas, y a la dosis recomendada en la etiqueta
(1X). En ambos tratamientos se incluyé una poblacion recogida en el
INIA (Madrid) que no ha sido previamente expuesta a ningun herbicida
(mortalidad 100%). Los tratamientos herbicidas se aplicaron cuando las
plantas estaban en 2-3 hojas con un pulverizador estacionario equipado
con una cinta transportadora y una boquilla plana Teejet 8002-E y cali-
brado para pulverizar 225 L ha? at 200 kPa. Los ensayos se llevaron a
cabo en los meses de invierno en un invernadero cuyas temperaturas
oscilaron entre 16 y 26° C y sin iluminacién adicional.

Treinta dias después de cada tratamiento, se cortd y peso la parte aé-
rea de las plantas de cada vaso para obtener el parametro del peso fres-
co. Las poblaciones se clasificaron en relacion con su respuesta a cada
uno de los herbicidas como resistentes (R) si mostraban una reduccion
del peso fresco menor del 15%, con resistencia moderada o intermedia
(I) si esta reduccion era de entre el 15 y el 85% y sensibles (S) cuando
era superior al 85%. Se realizd en cada vaso el conteo de plantas no da-
fadas (plantas similares al control no tratado)

RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra los resultados de la respuesta obtenida para cada
poblacion al herbicida sulfosulfuron a las dos dosis empleadas. El peso
fresco (en % control) varid entre 5y 30% a estas dosis y no se encontra-
ron poblaciones resistentes. Sin embargo, a mitad de dosis el 85% de las
poblaciones mostraron resistencia intermedia (I). A la dosis normal, este
porcentaje fue del 55% de las poblaciones y el 45% se clasificaron como
sensibles (S). Para ambas dosis se encontraron en algunas poblaciones
plantas no dafiadas en porcentajes bajos (0,2-1%), lo que puede indicar
la presencia de genes mayores de resistencia (Escorial et al., 2011).

Por provincias (Tabla 1), los porcentajes mas elevados de poblaciones
con resistencia intermedia se encontraron en Zamora y Valladolid (>70%
de poblaciones I).

En muestreos realizados hace mas de una década en Castilla y Ledn
(2000-2002), se encontrd un 57% de poblaciones con resistencia inter-
media a 0,5X de sulfosulfuron, mientras que a la dosis total (1X) este
valor fue del 43% (Escorial et al., 2011). En la actualidad, estas tasas
se han incrementado hasta el 85% en el caso de la dosis media y al
55% a dosis total. Es posible que este aumento en los niveles de re-
sistencia sea debido a la seleccidon que se realiza con otros herbicidas
de tipo sulfonilurea, como clorsulfuron, que sigue siendo utilizado para
control de gramineas en cereal, asi como iodosulfuron-mesosulfuron o
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florasulam-piroxulam utilizados para control de bromo en trigo y que tie-
nen el mismo modo de accion. Esta posibilidad a una resistencia cruzada
ya ha sido citada en un biotipo de B. tectorum, resistente a sulfosulfuron
y que habia sido seleccionado con primisulfuron (Mallory-Smith et al.,
1999). Esta seleccién mantenida de forma continua, ha podido enrique-
cer de diferentes alelos de resistencia a las poblaciones incrementando
su nivel general de resistencia, tal y como se ha descrito en Australia
(Owen et al., 2012) para poblaciones de B. rigidus con resistencia meta-
bolica a inhibidores de ALS.
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88 Poblaciones de Bromus diandrus

Figura 1. Respuesta de 87 poblaciones de B. diandrus de Castilla y Ledn y de una pobla-

cion recogida en el INIA a sulfosulfuron. 1A) Dosis 0,5X; 1B) Dosis 1X (20 g m.a. ha).

Los rombos negros representan el peso fresco obtenido 30 dias después del tratamiento

en porcentaje de testigo y las barras, el porcentaje de plantas no dafadas. El cuadrado

blanco representa la poblacidon INIA, no expuesta a herbicidas. Las poblaciones estan or-
denadas en funcion de su respuesta a la dosis 1X.

En el caso del glifosato (Figura 2), los porcentajes de peso fresco va-
riaron entre 4% y 51% a mitad de dosis y de 3% a 23% a la dosis nor-
mal. No se detectaron poblaciones resistentes a glifosato. A la mitad de
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la dosis normal, el 57% de las poblaciones se clasificaron como I, siendo
este valor del 14% a 800 g ha. En los tratamientos con glifosato a mi-
tad de dosis se encontraron plantas no dafnadas en el 40% de las pobla-
ciones, con porcentajes que variaron entre el 0,5 y el 23%. Cuando se
aplic la dosis completa, se encontraron plantas no dafiadas en el 8%
de las poblaciones, siendo este valor de hasta 5% en una de las pobla-
ciones. Zamora, Valladolid, Ledn y Palencia fueron las provincias con los
porcentajes mas elevados de poblaciones con resistencia intermedia a
glifosato (19-25% a dosis normal) (Tabla 1).
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88 Poblaciones de Bromus diandrus

Figura 2. Respuesta de 87 poblaciones de B. diandrus de Castilla y Ledn y de una pobla-

cion recogida en el INIA a glifosato. 2A) Dosis 0,5X; 2B) Dosis 1X (800 g m.a ha). Los

rombos negros representan el peso fresco obtenido 30 dias después del tratamiento en

porcentaje de testigo y las barras, el porcentaje de plantas no dafiadas. El cuadrado blan-

co representa la poblacién INIA, no expuesta a herbicidas. Las poblaciones estan ordena-
das en funcion de su respuesta a la dosis 1X.

Para glifosato no se han incrementado los porcentajes de poblaciones
con resistencia intermedia, que permanecen similares a los obtenidos

117



Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural

en los muestreos realizados anteriormente, lo que puede ser debido a
su menor utilizacion para el control de malas hierbas en los cultivos. Sin
embargo, debido a su cada vez mayor utilizacién en siembra directa y
minimo laboreo, es de gran importancia seguir monitoreando para de-
tectar posibles cambios en la susceptibilidad de las poblaciones a este
herbicida.

Tabla 1. Clasificacion de las poblaciones de B. diandrus por su procedencia
y en funcién de su respuesta (% de poblaciones R, I o S)) a los herbicidas
sulfosulfuron y glifosato aplicados a mitad de dosis (0,5X) y a dosis completa
(20 g m.a ha sullfosulfuron y 800 g m.a ha glifosato (1X)). R= Resistentes,
I= Resistencia Intermedia, S= Sensibles.

Sulfosulfuron Glifosato
Provincia No 0,5x 1x 0,5x 1x
R I S R I S R I S R I S

Zamora 2 0 9 8 0 75 25 0 58 42 0 25 75
Valladolid 21 0 100 0 0 71 29 0 71 29 0 19 81
Burgos 8 0 100 0 0 63 37 0 38 62 0 0 100
Palencia 9 0 89 11 0 55 45 0 44 56 0 22 78
Soria 7 0 8 14 0 43 57 0 43 57 0 0 100
Avila 10 0 40 60 0 40 60 0 40 60 0 0 100
Salamanca 11 0 8 18 0 36 64 0 55 45 0 9 91
Ledn 9 0 78 22 0 33 67 0 89 11 0 22 78
Total 87 0 8 15 0 55 45 0 57 43 0 14 86

Es necesario realizar todas las acciones posibles como alternar herbici-
das con diferente modo de accidn e incluir en el manejo de malas hierbas
métodos de control no quimicos que contribuyan a garantizar la soste-
nibilidad de los herbicidas empleados para el control de bromo, siendo
estos tan necesarios como escasos.
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Summary: To assess the efficacy of post-emergence herbicide pro-
grams in Lolium perenne L. populations glyphosate resistant (GR), a field
experiment was carried out in a Douro vineyard (North Portugal) in 2014.
A random block design (RBD) experiment with 11 treatments and three
replicates was implemented. Fruit size, cluster number and grape weight
were determined. Quality parameters (pH, total polyphenols anthocyanin
content and color intensity) were also analysed. Analyses of variance
(ANOVAs) were used to test the effects of weed cover on grape yield and
quality. Tukey test was used to determine the differences among group
means. The results show that weed cover affects crop productivity but it
does not affect fruit composition, and therefore to wine quality.

Keywords: Vineyards, cluster weight, color intensity, total polyphe-
nols, pH.

Resumen: La competencia de Lolium perenne RG afecta el ren-
dimiento de uva y la calidad del vino de la region del Duero. En
2014 se llevod a cabo un ensayo en un vifiedo del Douro (Norte de Portu-
gal) para evaluar la eficacia de diferentes herbicidas en post-emergencia
sobre L. perenne GR. Se evalud los efectos de la infestacion en la pro-
ductividad y calidad de la uva. La productividad se determind midiendo el
tamafo, peso y nimero de frutos y racimos. Los parametros de calidad
analizados fueron: pH, contenido de antocianinas, polifenoles totales e
intensidad de color. El ensayo se dispuso en un disefio de bloques al azar
con 11 tratamientos y 3 repeticiones. Se realiz6 el analisis de varianza
(ANOVA) y la prueba de Tukey para observar las diferencias significativas
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entre la media de la eficacia, la productividad y la calidad. Los resultados
obtenidos mostraron que la produccién se vio afectada por la cobertura
de L. perenne. Sin embargo, la composicion del fruto, y por lo tanto la
calidad del vino no se vio alterada.

Palabras clave: Vifiedo, racimo, intensidad de color, polifenoles tota-
les, pH.

INTRODUCTION

Vineyards are the most important crop in Portugal, both in area and
economically (IVV, 2015). Demarcated in 1756, Douro is the world’s ol-
dest regulated wine region where one of the world’s best wines is produ-
ced. In Douro region, glyphosate-resistant populations of Lolium perenne
were confirmed in 2012.

It is important to have in mind that vineyard cover-cropping with
weeds is a soil management practice widely used between the rows.
However, if the weeds are improperly managed, they may induce a
strong competition with vines for water as it was shown in Portugal and
in the United States (Centinari et al., 2011; Lopes et al., 2011). In order
to achieve the best weed control strategy it is necessary to know the
weed biology and ecology.

The additional water consumption caused by the weed can have posi-
tive or negative effects in the vineyards depending on soil, weather con-
ditions of the year and the age and vigour of the vine. Moderate water
stress in spring can be beneficial for varieties with high vegetative deve-
lopment potential, since it reduces vine vigour that benefits grape quality
and the health of clusters (Frazao & Moreira, 1990; Pacheco et al., 1991;
Maigre & Aerny, 2001; Lopes et al., 2008).

In Douro wine region, where most of the vineyards are not irrigated,
summers are dry and soils have low water storage capacity. In these
environmental conditions, water stress can easily occur with negative
effects on physiology, growth, production of the vine and on grape quali-
ty (Monteiro et al., 2012). Having these in mind and also that GR Lolium
perenne is present in 30% of Douro vineyards (circa 10 000ha), a field
experiment was carried out to assess the efficacy of post-emergence
herbicide programs in GR populations.

MATERIAL AND METHODS

A field trial was carried out in 2014 in a Douro vineyard (North Portu-
gal) with @ random block design (RBD) experiment with 11 treatments
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and three replicates, each plot with 10m= (2x10m). Trials included herbi-
cide treatments with early POST-only (glyphosate); 1 —pass Post (mixed
herbicides with glyphosate) and 2-pass - POST (sequence of application
with glyphosate followed by ACCAse- or ALS-inhibiting herbicides) - Ta-
ble 1.

Table 1. Efficacy of herbicide strategies on Lolium perenne, expressed as
percentage of control in Douro vineyard, Peso da Régua, Portugal - 2014.

Early postemergence- Tillering stage of

. - . Efficacy
early tillering of Lolium P
Tre(a}:?)ent Lolium (%) Interval
(late February-early 60 DAT
(BBCH 13-18) March)
1 untreated 0 0
2 glyphosate 1800 g/ha 24.5 20-30
3 glyphosate 1800 g/ha cletodim 100 g/ha 49.2 40-50
4 cletodim 100 g/ha + 62.5 60-70

glyphosate 1800 g/ha
5 glyphosate 1800 g/ha cycloxidim 250 g/ha 70 60-70
cycloxidim 250 g/ha +

6 glyphosate 1800 g/ha 74.2
flazasulfuron 50 g/ha + )
7 glyphosate 1800 g/ha 5.2 90-100
8 glyphosate 1800 g/ha flazasulfuron 50 g/ha 70.8
flazasulfuron 50 g/ha + )
? glyphosate 1800 g/ha 65.7 60-70
10 glyphosate 1800 g/ha quizalofop-ethyl 125 g/ha 62.3 60-70
11 quizalofop-ethyl 125 g/ha 75

+ glyphosate 1800 g/ha

Yield assessment

Results of visual estimation at 60 days after treatment (DAT), were
classified into five categories of herbicide efficacy: 0% (control); 20-
30%; 40-50%; 60-70% and 90-100% (Table 1). Grape weight and clus-
ter number were determined by individual harvest of 5 vines per subplot
(25 clusters per treatment).

Grape quality

Prior to harvest a 100-grapes sample was collected from each subplot
for berry weight and fruit composition. The quality parameters analysed
were: pH, total acidity, total polyphenols, anthocyanin content, and color
intensity. They were measured according to the International Organiza-
tion of Vine and Wine (O1IV) in 2014.

123



Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural

Statistical analysis

Data were analysed with an ANOVA using R (R Development Team,
2014). Differences among the treatment means were determined by
Tukey’s test at a significant level of 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION
Yield assessment

There are significant differences in the weight of clusters that is corre-
lated with herbicide efficacy — Table 2. The grape weight increased with
herbicide efficacy. A difference of 99.7 g on mean values, between class
1 and class 5 (90 and 100% efficacy), correspond to a loss of about 19%
of production between untreated and acceptable efficacy plots.

Table 2. Effect of Lolium perenne coverage on vineyard yield.

Class Herbicide Bunches weight Bunches length Weight of 100
efficacy (%) (9) (cm) grapes (g)
1 0 307.2a 15.77 a 229a
2 20-30 3144 a 153 a 225.2a
3 40-50 323.4a 15.2a 2369a
4 60-70 364.2 ab 16.4ab 2448 a
5 90-100 406.87 b 16.7 b 241.5a

The values are percentages and those in parenthesis are SE.
Values in a column with different letters are significantly different from each other (a< 0.05)
(Tukey's test).

Reduction of vine yield could be attributed to lower grape weight of
bunches (Table 2).

Grape quality

Table 3 shows that the five quality parameters are not statistically di-
fferent among herbicide efficacy classes. The effects of vineyards cover
cropping on grape quality are usually indirect; the reduction of vine vi-
gour affects positively grape health and maturity. However, these results
are not in accordance with those of Lopes et al. (2011) which showed a
decline in total acidity or Agulhon (1998) and Lopes et al. (2008) who
found that the presence of natural groundcover vegetation lead to in-
crease anthocyanins and color intensity.
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Table 3. Effect of Lolium perenne coverage on grape quality.

Class Herbicide H Total Anthocyanin Total _ Color
efficacy (%) acidity content Polyphenols intensity

1 0 3.2a 3.9a 554.2a 31.9a 16.9a

2 20-30 3.2a 3.4a 550.4a 36.8a 17.4a

3 40-50 3.2a 4.0a 584.5a 35.8a 17.5a

4 60-70 3.2a 4.1a 468.7a 32.3a 15.9a

5 90-100 3.2a 3.9a 538.4a 38.4a 18.6a

Values in a column with different letters are significantly different from each other (a < 0.05)
(Tukey's test).
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Summary: CPOWeeds is a version of Danish Crop Protection online
adjusted to conditions in North-eastern Spain. The predicted efficacies and
the yield obtained with CPOWeeds were validated in winter cereal field
trials from 2010 to 2013. The predictions from CPOWeeds were compa-
red to the actually achieved efficacies in the field trials for the nine weed
species at different developmental stages and for 84.2% of the compari-
sons the obtained efficacies were equal to or higher than predicted. It was
concluded that the use of CPOWeeds allowed optimisation of the herbicide
application with a very high robustness. The recommendations were satis-
factorily for the conditions of the Northeast of Spain and have the potential
to decrease the amount of applied herbicides by at least 30%. Therefore,
it can be an important tool in Integrated Weed Management.

Keywords: Optimization, herbicide, Decision Support Systems (DSS).

Resumen: Validacion durante cuatro afos de un sistema ex-
perto para optimizar el uso de herbicidas en cereales de invierno
en condiciones agronomicas espafiolas. E| CPOWeeds es una version
del Crop Protection Online danés puesto a punto para las condiciones del
noreste (NE) de Espafia. Las eficacias predichas por el programa se han
validado en ensayos en cereal de invierno desde 2010 a 2013. Las pre-
dicciones dadas por el CPOWeeds se han comprobado para nueve espe-
cies de malas hierbas en diferentes estadios fenoldgicos y en el 84,2%
de los casos las eficacias han sido iguales o superiores a las predichas.
Se concluye que el uso del CPOWeeds permite optimizar la aplicacion de
herbicidas con una gran robustez. Las recomendaciones son satisfacto-
rias para el NE de Espafia y se puede disminuir la cantidad de herbicidas
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aplicados hasta en un 30%. Por tanto, se trata de una herramienta muy
importante en el Manejo Integrado de Malas Hierbas.

Palabras clave: Optimizacion, herbicida, Sistema de Apoyo a la Decision.

INTRODUCTION

Decision Support Systems (DSS) play an important role in the selection
of optimal plant protection products PPP’s and dosages. Such systems can
specify the relevant herbicides and dosages to reflect the actual weed in-
festation in a field under actual spraying conditions and thus ensure proper
weed control. Even though, these DSS’s have good potentials for reducing
herbicide use, there are relatively few farmers and advisors using them
on Europe. Moreover, farmers prefer high control every year, especially
in a crop preceding another in which weed control is more expensive or
difficult. Integrated pest management (IPM) is, however, gaining interest
and the annex of 2009/128/EU Directive explicitly demands the member
states to implement IPM, which imply a decreased reliance on PPPs,

Crop Protection Online (CPO) is a DSS developed and managed by
Aarhus University, which was commercialised in 1991 (Rydahl, 2003).
CPOWeeds optimises herbicide combinations and dosages in relation to
the actual crop and weed infestation either by lowest dose or lowest pri-
ce. As one herbicide rarely controls all weeds in a field, the model also
includes calculation of herbicide mixtures by use of the additive dose mo-
del (ADM) (Streibig, 1981). For example, in the current Danish version,
it is estimated that herbicides inputs in cereal crops can be reduced by
over 40% without enriching soil seedbank for the succeeding crops.

The objectives of this study were to validate the concept of CPO under
climatic conditions different from northern Europe with a version of CPO
developed for the North-east of Spain. The ability to preserve yield and
the robustness of the obtained efficacies were validated. The aim of this
work was to examine locally generated parameters and adjustments for
the dose-response function described in (Rydahl, 2003) with regard to
herbicides and weeds present in winter cereal fields in the North-east of
Spain. The prototype was developed under the name CPOWeeds.

MATERIALS AND METHODS

Model description and adjustments made for conditions in the
North-east of Spain

CPOWeeds is dependent upon parameterisations of dose-response cur-
ves for all relevant combinations of herbicides and weed species. Given
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the amount of existing herbicides and diversity of weed species it is a
huge task to provide data for this amount of dose-response curves. The-
refore, different approaches were used to collect the data. Dose-respon-
se curves were preferentially estimated based on field experiments.

Target efficacies were established by local expert evaluation. Although,
at a practical level, only efficacies between 75 and 95% are recommen-
ded, lower efficacies were established for research purposes. CPOWeeds
listed all possible solutions for a given weed composition in specific fields
sorted by Treatment Frequency Index (TFI). TFI is a measure of the dose
reductions, where TFI of 1 equals label rate and lower TFI indicates dose
reductions.

Field trials

Two trial setups were conducted from 2010 to 2013. Under the clima-
tic conditions in the region no differences were expected between the
weed species composition. The target efficacies required in the different
crop types were considered equal.

Field trials were carried out in 2 x 10 or 4 x 5 m plots for efficacy and
yield experiments, respectively, with four replicates at each location.
For each efficacy trial a number of recommendations from the prototy-
pe were tested (Table 1).

The fields were surveyed at 10-11 BBCH of the weeds and a weed
report was made to supply data for CPOWeeds. A solution for the ear-
ly stage was calculated by CPOWeeds and applied at this stage as one
treatment. The fields were surveyed again at the 12-14 and at 16 BBCH
and again solutions were calculated and applied for each growth stage.
A standard treatment was chosen by local advisors for all fields to have
a reference for the CPOWeeds solutions.

Herbicides were applied with a precision sprayer propelled by com-
pressed nitrogen. The boom had four Hardi ISO LD-110-02 flat fan 110
degrees opening nozzles operating at a forward speed of 0.9 m s, and
300 | ha! of spray solution. The boom was 50 cm above the target.

Treatment efficacy was assessed 35 days after treatment by four ran-
dom counts per experimental plot, throwing a square of 0.1 m?2. Yield
was estimated harvesting three randomly squares of 0.1 m? in each
plot.
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Table 1. Efficacy and yield trials. TFI for CPO treatment was calculated as an
average of the different solutions applied in the fields. Standard TFI was the
TFI of the reference treatments selected by local advisors. The reduction in TFI
is the difference between the two TFI measures.
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Avena sterilis, Lolium
Efficacy 2010 Ballobar Barley  rigidum, Diplotaxis 10 2 1.41 29.5
erucoides
' LOLRI, Anthemis
Efficacy 2010 Ballobar Barley arvensis 10 1.8 1.11 383
) , LOLRI, Veronica
Efficacy 2011 Verdu Barley hedaerifolia 6 2 1.52 24
Efficacy 2011 Verdu Barley  Papaver rhoeas, LOLRI 6 1 0.71 29
Efficacy 2011 Verdu Barley VERHE, PAPRH 6 1.3 1.01 223
Efficacy 2011 Verdu Triticale VERHE, PAPRH, AVEST 6 2 1.33 335
) . PAPRH, LOLRI, Malcomia
Efficacy 2012 Algerri Barley africana 6 1.7 133 21.7
Efficacy 2012 Algerri Barley PAPRH, LOLRI, MAMAF 6 1.7 133 21.7
Efficacy 2012 Verdu Triticale  LOLRI, AVEST, PAPRH 6 1.66 1.33 19.8
Efficacy 2012 Penelles Barley  ANTAR 8 1 0.34 66
Efficacy 2012  Penelles Barley LOLRI, AVEST, PAPRH 8 1.66 0.85 48.8
Efficacy/Yield 2013 Vimbodi1 Wheat  ANTAR, AVEST, LOLRI 5 2 0.95 52
Efficacy/Yield 2013 Vimbodi2 Wheat ~Galum aparine, LOWRL 2 1.09 455
Efficacy/yield 2013 Termens  Wheat  Alopecurus myosuroides 7 1 0.68 32

Statistical analyses

Abbott method (Abbott, 1925) was used to calculate the efficacy ob-
served in the field trial. In each treatment the efficacies predicted by
the prototypes were compared to the efficacies obtained in the field on
a species level. Differences between predicted and observed efficacies
were analysed using linear mixed models (fixed effects: species, growth
stage at application and year; random effects: field and replicate) using
R (R Development Core Team, 2013). Model fits were assessed by visual
inspection of residual and normal probability plots. Pairwise differences
between variables were evaluated using post hoc T-tests with adjust-
ment for multiplicity (Hothorn, 2008).

Analysis of variance (ANOVA) was performed to determine significant
differences between the different obtained yields. The Duncan’s Multiple
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Range Test was used if necessary for separation of means with a=0.05.
The analysis was performed for each field.

RESULTS

TFI of the trials ranged between 1 and 2 for the standard treatments
and between 0.34 and 1.52 for the average CPOWeeds treatment. This
equals herbicide use reductions between 19.8 and 66 % with a weighted
average of 36%.

The accuracy of the CPOWeeds predictions was estimated based upon
weed counting 35 days after spraying in the efficacy trials. The observed
values were equal to or higher than predicted for 84.2% of the sam-
plings. The efficacy values observed in the field are higher than predicted
by the model, with a mean difference of 2.35%.

Nine different species were used in the analyses and there were some
differences in the accuracy among the species (Figure 1). The average
difference between predicted and observed efficacies for Avena sterilis,
Lolium rigidum and Papaver rhoeas, which are key species in this region,
showed a difference just above 2%. The largest differences between pre-
dicted and observed efficacies were found for Lolium rigidum and Papa-
ver rhoeas in 2011, but the differences were not consistently positive or
negative. Generally, the negative differences for L. rigidum were found
for plants sprayed at the earliest stage (BBCH 10-13), whereas there
was no tendency for P. rhoeas for dependence on growth stage.
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Figure 1. Difference between observed and predicted values for the different species and
growth stages (legend indicate growth stages in BBCH scale).
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The growth stage of the weed plants at the time of application did not
influence the robustness of the model recommendations, as the differen-
ce between predicted and observed efficacies did not differ among grow-
th stage (p = 0.4151, n= 4). The model was designed to account for the
developmental stage at the time of application and CPOWeeds was ob-
served to adequately adjust the doses. There was some variation in the
magnitude of the difference between predicted and observed efficacies
among years (p = 0.0116, n = 4). The observed efficacies were less con-
sistent with the predicted efficacies in 2011 than in the other three years
(0.0001 < p < 0.0288 for pairwise comparisons). During that year, the
rainfall was only 33.7mm in compared to an average rainfall slightly abo-
ve 110mm in the period when the field tests were carried out (December
2010 to February 2011).

The vyield trials support the results obtained in the efficacy trials, which
shows that CPOWeeds provide robust advice that sufficiently control the
weeds present in the validation trials (Table 2). The yield of CPOWeeds
treatment was equal to or even higher than the standard treatments. At
“Termens” there were two CPOWeeds treatments that did not provide the
same yield as the standard treatment. This was due to the presence of a
resistant A. myosuroides population, which was unidentified at the esta-
blishment of the trial.

Table 2. Yield trials. Yields of CPOWeeds treatments are given as an interval
as 4-6 different solutions were tested in each field. Lower case letters indicate
differences between standard treatment and CPOWeeds treatments.

Location Treatment Yield (kg hat)
Standard 104502
Termens
CPOWeeds 6403 - 110062
Standard 40822
Vimbodi 1
CPOWeeds 41682 - 47932
Standard 4763 @
Vimbodi 2
CPOWeeds 6286° - 7103°
DISCUSSION

In 9 of 17 trials the herbicide reduction obtained was above 30%
when the standard treatment was compared to the average TFI of the
CPOWeeds treatment. The vyield trials supported the general impres-
sion from the efficacy trials that no yield loss was induced by following
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CPOWeeds recommendations. In some instances there was an increase
in yield compared to standard advice.

The obtained results were accurate, with most of the values in the ran-
ge 0-5% regardless of conditions, weed composition and phenological
stages. There were, however, small differences between the growth sta-
ges indicating that the model performance was best between stage 12
and 16. Moreover, the herbicides with the highest root activity, is often
applied before the actual weed composition can be determined and the
application in stage 10-11 might be later than optimal for those herbici-
des. The standard treatments, decided by the local advisors, in early sta-
ges also had lower effect that expected, the data is, however, not shown.
Species like Avena sterilis, Papaver rhoeas and Lolium rigidum are impor-
tant species in winter cereals in the North-east of Spain and CPOWeeds
recommendations provided sufficiently control of these species.

The validation trials showed that CPOWeeds gave robust advice, which
sufficiently controlled the present weed species and maintained vyields.
There were a few fields with inadequate weed control, which were attri-
buted to the lack of identification of a resistant A. myosuroides biotype.
CPOWeeds are able to handle the identified resistant biotypes. Currently,
a resistance prevention initiative is being developed in CPOWeeds, which
aims at limiting the development of more resistant weed species by alte-
ring the mode of action of herbicides between weed generations.

In the future feedback from users will be important to adjust the tar-
get efficacies to levels that will provide sufficient control in all situations.
The present target efficacies were estimated by experts, but experiences
from Denmark has shown that adjustments are necessary through the
initial implementation period as it is difficult to account for all factors.
The final conclusion is that the use of this tool allowed an optimising of
the application of herbicides, adjusting the applied herbicide rates with
a very high robustness, its recommendations were very satisfactory for
the conditions of the North-east of Spain and has a potential to decrease
the amount of applied herbicides with more than 30%. This, potentially,
makes CPOWeeds an important tool in Integrated Weed Management
which is faced with the Directive 2009/128/EC in 2014.
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Resumen: Penoxsulam es un herbicida del grupo B (ALS) introducido
por Dow AgroSciences en Espafa en 2007 para el control de Echinochloa
en arroz, también eficaz contra Cyperus difformis. Recientemente se ha
descrito la existencia de C. difformis resistentes a penoxsulam. El obje-
tivo de este trabajo es obtener herramientas que permitan la deteccion
precoz del riesgo de aparicion de resistencias. Antes de la siembra del
cultivo en la campafa 2014 se recogieron muestras de suelo en 67 par-
celas de Sevilla, Badajoz, Delta del Ebro y Valencia. A partir de las mues-
tras de suelo se han obtenido 1340 plantas de C. difformis, que fueron
tratadas con 120 g m.a.ha'/ha de penoxsulam. Los datos obtenidos en
camara han permitido elaborar 6 indices de utilidad para la deteccidn
precoz de resistencias.

Palabras clave: Screening, eficacia, dosis, momento.

Summary: Penoxsulam resistance of Cyperus difformis in rice
farms in Spain. Proposal of indexes for the early identification
of resistance problems. Penoxsulam is a group B herbicide (ALS) in-
troduced by Dow AgroSciences in Spain in 2007 for the control of Echi-
nochloa in rice, but also it is effective against Cyperus difformis. Recently,
resistance to penoxsulam has been reported in biotypes of C. difformis.
The objective of this study was to obtain tools to facilitate an early de-
tection of resistance risks. In 2014, before rice sowing, soil samples were
collected in 67 farms of Seville, Badajoz, Delta del Ebro and Valencia.
From the soil samples, 1340 C. difformis plants were grown and treated
with 120 g m.a.ha* of penoxsulam. Obtained data led us to develop 6
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indexes (I1 to 16) that may be useful for early detection of resistance un-
der controlled conditions.

Keywords: Screening, efficacy, rate, timing.

INTRODUCCION

En Espaia se cultivan unas 121.000 ha de arroz (Oryza sativa L.) con
rendimientos medios regionales comprendidos entre 5,8 y 9,2 t ha' (MA-
GRAMA, 2014).

Cyperus difformis L es una ciperacea anual que esta considerada como
una de las principales malas hierbas de arroz, a nivel nacional (Aguilar,
2010) y mundial (Rao et al., 2007).

Penoxsulam es un herbicida del grupo B (inhibidores de la ALS 6
AHAS), que fue introducido por Dow AgroSciences en Espana en 2007,
para el control de Echinochloa en el cultivo del arroz (Sorribas et al.,
2006), pero que también es eficaz contra C. difformis (Kogan et al.,
2011). Las sustancias activas del grupo B estan consideradas particular-
mente vulnerables a la aparicion de resistencias (Yu & Powles, 2014).

Investigaciones conjuntas entre Dow AgroSciences y la Universidad
de Sevilla permitieron demostrar la existencia de biotipos de C. difformis
resistentes a penoxsulam (Pardo et al., 2013) y probablemente también
resistentes a otros ALS (Urbano et al., 2013).

El objetivo de este trabajo es obtener herramientas que permitan la
deteccion precoz del riesgo de aparicion de resistencias.

MATERIAL Y METODOS

Se han realizado dos tipos de ensayos: a) ensayos de camara y b) en-
sayos de campo.

Durante los meses de febrero y marzo de 2014 se recogieron mues-
tras de suelo de 67 parcelas que iban a ser posteriormente sembradas
de arroz. En cada parcela se tomaron 7-10 muestras de 100 g, elegidas
al azar, de los primeros 5 cm de suelo. Todas las muestras fueron seca-
das en condiciones de laboratorio y fueron mezcladas para obtener una
muestra por parcela. En Andalucia (Sevilla), Extremadura (Badajoz), Va-
lencia y Catalufia (Delta del Ebro) las parcelas (15 por cada zona, y 22
en el Delta del Ebro) fueron seleccionadas por tener referencias de infes-
taciones problematicas en campanas pasadas.
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Ensayos de camara

Los ensayos de camara se han realizado en condiciones controladas,
con 26 °C, 59% de humedad relativa y fotoperiodo de 14 horas de luz.
En estas condiciones se incubaron muestras de suelo manteniéndolas
continuamente en condiciones de saturacion de agua. Las plantas de C.
difformis fueron trasplantadas a macetas individuales (6,5 x 6,5 x 8 cm)
conforme alcanzaban el estado de 2 hojas (BBCH = 12). Las macetas
habian sido previamente llenadas con sustrato horticola (Compost Sana
Universal). Por lo tanto la unidad experimental fue de 1 maceta con una
planta de C. difformis, y el disefio experimental fue: 67 parcelas x 20
macetas x 1 repeticién. Las macetas estaban ordenadas al azar dentro
de la cdmara. Ademas se introdujeron en los ensayos de camara, 6 po-
blaciones testigos de respuesta conocida a penoxsulam (4 poblaciones
resistentes y 2 poblaciones sensibles) procedentes de un ensayo previo
(Pardo et al., 2013).

Todas las plantas fueron pulverizadas con 120 g m.a.ha! de penox-
sulam. Para ello se us6 el producto Viper OD (19,97 g m.a. L''de pe-
noxsulam). El tratamiento se realizd con un pulverizador de precisidn
(PULVEXPER), con una barra de 3 metros equipada con 6 boquillas
11002VP (TEEJET). El equipo fue calibrado para aplicar una dosis de cal-
do de 200 L.ha* a una presiéon de 350 kPa.

Para cada planta se tomé el dato de altura y BBCH a los 0, 15y 30
dias desde el tratamiento (DDT 6 DAT).

Todos los analisis estadisticos y graficos fueron realizados con el pro-
grama R (R Development Core Team, 2011), usando el paquete ggplot2
(Wickham, 2009).

Ensayos de campo

Con los resultados de los ensayos de camara se seleccionaron 7 par-
celas en las que se establecieron ensayos de campo (6 de ellas presen-
taban varios de los indices estudiados altos y 1 parcela resultaba en
camara ser bastante controlada por el herbicida). Se utilizd un disefio de
bloques al azar con 7 localidades x 5 tratamientos x 2 repeticiones. La
unidad experimental fue una parcela de 6 x 3 m.

De los 5 tratamientos, solo se incluyen 2 en este trabajo, que consis-
tieron en dos dosis de penoxsulam (40 y 120 g m.a.ha). Los tratamien-
tos fueron realizados con el mismo equipo y calibracion que el ensayo
de camara. Las fechas de aplicacion, densidad de C. difformis y BBCH se
pueden ver en la Tabla 1. Para seguir las mismas practicas del agricultor,
las parcelas fueron reinundadas a las 24 horas del tratamiento.
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Los datos tomados fueron densidad de malas hierbas el dia del trata-
miento (0 DAT) y eficacia (en porcentaje a los 30 dias (30 DAT).

Tabla 1. Datos de los ensayos de campo el dia del tratamiento.

o oS aaor O dams
SEAG 10-Jun-14 13-14 95
SECA 23-Jun-14 12-14 40
BAVA 30-May-14 13-14 123
BATO 3-Jun-14 13-14 120
BAPE 10-Jun-14 13-15 280
BAVP 30-May-14 12-13 240
VA13 30-May-14 11-12 20

*Las dos primeras letras de la parcela hacen referencia a la zona (Sevilla, Badajoz, Delta y Valencia)

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayos de camara: indices de resistencia

Los resultados en cadmara se expondran y analizaran en seis indices,
del I1 al I6 segiin se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Indices generados a partir de parametros obtenidos de la camara de
cultivo. Los indices I1, I2 y I5 aportan informacion a nivel de campo, mientras
que los indices I3, I4 y I6 aportan informacion a nivel de planta.

indice Concepto
I1 % de supervivientes (30 DDT) a la aplicacion de 120 g a.i./ha de penoxsulam
12 % de supervivientes, con altura > 10 cm (30 DDT)
13 Altura 15 DDT - Altura 0 DDT
14 Desviacion respecto de la regresion (Altura 15DDT = a + b* Altura 0DDT)
15 Desviacion respecto de la regresion, para cada parcela
16 Desviacion estandar de 15

1.- Indice I1. El primer indice obtenido (I1) es el porcentaje de plantas
que sobreviven al tratamiento con 120 g. g m.a.ha! de penoxsulam. Los
resultados demuestran que se puede conseguir informacion valiosa a
partir del banco de semillas presente en muestras de suelo recolectadas
en invierno. De esta forma es posible tener resultados antes de la siem-
bra del cultivo. Este indice presenta el inconveniente de que proporciona
datos por parcela y no por individuo. El valor de I1 fue 0 en el 51% de
las poblaciones, lo cual confirma la eficacia de este herbicida descrita por
otros autores (Sorribas et al., 2006; Kogan et al., 2011). Sin embargo el
49% de los bancos de semillas estudiados tenian al menos un 5% (1 de
20) de individuos que sobrevivian al penoxsulam. Los testigos resistentes
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presentaron valores de I1 superiores al 50%, confirmandose el resultado
obtenido por Pardo et al. (2013).

Un segundo inconveniente que presenta el indice I1 es que la distin-
cion dicotdmica entre planta viva y planta muerta no tiene en cuenta
el grado de fitotoxicidad, de modo que una planta puede sobrevivir sin
efectos fitotdxicos y ser competitiva en el cultivo, o puede sobrevivir a
pesar de estar seriamente dafada.

2.- Indice I2. Se propone un segundo indice (I2) que se obtiene cal-
culando el porcentaje de supervivientes con altura superior a los 10 cm
a los 30 DAT. De esta forma se diferencia entre tres tipos de respuesta a
nivel de planta: a) planta que no sobrevive al tratamiento (S); b) planta
que sobrevive pero los 30 DAT la altura no supera los 10cm, debido al
efecto fitotdxico (r); y c) planta que sobrevive sin presentar importantes
fitotoxicidades (R). El valor 12 de cada parcela o poblacion es por lo tanto
el porcentaje de individuos R.

El indice I2 ademas de ser un parametro de la poblacion (no de la
planta) presenta el inconveniente de que depende de la altura de la plan-
ta el dia del tratamiento.

3.- Indice I3. Se sugiere el indice I3 que es la diferencia de alturas en
los primeros 15 dias después del tratamiento (15 DAT). Este indice I3
permite identificar tres tipos de respuestas: a) Plantas que contintdan
creciendo después del tratamiento (I3>0); b) Plantas que no crecen
como consecuencia del tratamiento (I3=0); c) Plantas que a los 15 DAT
presentan una altura menor que a 0 DAT (I3<0).

Pero el indice I3 presenta el inconveniente de que depende del estado
fenoldgico de la planta el dia del tratamiento (Gonzalez-Blanco et al., 2013).

4.- Indice I4. Se plantea utilizar un cuarto indice (I4) que consistiria en
las desviaciones respecto de la regresion lineal conjunta (Figura 1): Altu-
ra_15DAT 0 = a +b*Altura_0DAT de modo que plantas con valores de 14
positivos son plantas que a los 15 dias presentaban una altura superior a
la esperada (posiblemente resistentes), mientras que plantas con valores
de 14 negativos corresponden a plantas con altura inferior a la esperada
(sensibles). Sin embargo dado que la pendiente de la recta de regresion
(b) es 1,02, los resultados de los indices I3 e 14 son practicamente idén-
ticos, y los inconvenientes también.

5.- Indice I5. El indice I5 es semejante al 14 en el sentido de que se
trata de las desviaciones respecto de la regresién lineal, pero en este
caso la regresion se realiza poblacion por poblacion, tal como se puede
apreciar en la Figura 1. En la citada figura se puede observar que las
rectas de regresion son diferentes entre las distintas poblaciones de C.
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difformis. Las regresiones con poca pendiente corresponden a pobla-
ciones en las que la altura de la planta a los 0 DDA influye poco en la
respuesta al tratamiento, mientras que las poblaciones con mucha pen-
diente se refieren a poblaciones en las que la altura de la planta (0 DDA)
condiciona la eficacia del tratamiento. Y ademas de la pendiente, se pue-
de ver que hay poblaciones con mayores desviaciones respecto de la
recta de regresion. Mayores desviaciones indican que hay otros factores,
distintos de la altura a los 0 DDA que condicionan el resultado, y entre
esos factores se encuentra la resistencia genética.

6.- Indice I6. Finalmente se propone el indice 16, que consiste en las
desviaciones estandar del I5. De esta forma, el indice I5 permite identi-
ficar individuos potencialmente resistentes, mientras que el 16 permite
identificar poblaciones particularmente problematicas por la diversidad
de respuestas frente al herbicida.
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Figura 1. Relacion entre altura el dia del tratamiento (0 DDA) y 15 dias después (15 DDA) por
poblaciones. Las primeras 2 letras de la poblacion hacen referencia a la zona (Badajoz, Sevilla,
Delta, Valencia). Los puntos indican la respuesta de la planta y las lineas la regresion.

Resultados de los ensayos de campo

En la Tabla 3 se presentan los resultados de eficacia (con dos dosis de
penoxsulam), en 7 parcelas, y se puede observar que el aumento de la
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dosis de herbicida mejora los resultados de eficacia. También se puede
ver que los resultados de campo confirman el valor de los indices obteni-
dos en camara, en el sentido de que las poblaciones con mayores valores
de I2 presentaron las menores eficacias en campo. Sin embargo, es im-
portante indicar que los ensayos de campo proporcionaron informacién
sobre el nivel de eficacia actual, pero no sobre el riesgo de problemas
futuros. Merece la pena sefalar el caso de la poblacion VA13, que es
aparentemente sensible en campo, lo cual coincide con el valor del indice
12, pero se trata de una poblacion en la cual el elevado valor de 16 estd
avisando de que aplicaciones continuadas del herbicida presentan un ele-
vado riesgo de resistencias.

Tabla 3. Tabla resumen de eficacias conseguidas en campo e indices de
screening para 7 parcelas.

Parcela EF40 EF120 1 12 13 14 16
SEAG 10 60 61,11 50 3,08 3,21 2,40
BATO 55 71 40,00 30 1,00 0,85 2,41
BAVP 5 78 21,43 21 0,19 -0,06 0,26
BAVA 20 60 40,00 20 0,10 -0,16 0,48
SECA 75 85 23,53 18 0,36 0,13 1,72
VA13 93 98 11,76 6 041 0,00 1,22
BAPE 43 90 16,67 0 0,10 -0,15 0,21

EF40: Eficacia del penoxsulam observada en campo a 40 g. m.a.ha.
EF120: Eficacia del penoxsulam observada en campo a 120 g. m.a.ha.
I1: % Supervivencia.

12: % Supervivientes con una altura superior a 10 cm.

13: Crecimiento a los 15 dias. Altura 15DDT Altura ODDT.

14: Desviacion respecto a la regresion en conjunto.

16: Desviacion estandar de I5.

CONCLUSIONES

Los datos obtenidos en camara han permitido elaborar 6 indices (I1 a
16) que pueden ser de utilidad para la deteccion precoz de resistencias.
Particularmente interesantes son los indices 12 para identificar las parce-
las con mayores probabilidades de fallos de control, el I5 para identificar
los individuos con mayor probabilidad de ser resistentes, y el 16 para
identificar las parcelas con mayor riesgo futuro de aparicién de resisten-
cias. Adicionalmente se realizaron ensayos de campo en 7 parcelas, los
cuales confirmaron la utilidad del indice 12, pero no llegaron a suminis-
trar datos equivalentes a los proporcionados por I5 e I6.
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Resumen: Hasta el momento no se ha realizado ningun estudio en
Espafia a fin de indagar en los mecanismo de resistencia de Papaver
rhoeas al 2,4-D. En otros trabajos se ha demostrado como la produccion
de etileno esta involucrada en la respuesta resistente de ciertas malas
hierbas a auxinas sintéticas. En el presente estudio se ha observado que
las plantas sensibles de amapola producen mas etileno que las resisten-
tes después de la aplicacién de 2,4-D. Estos resultados podrian ayudar
a comprender de mejor manera como ciertos biotipos son capaces de
resistir a este producto.

Palabras clave: Amapola, mecanismo de resistencia y herbicidas hor-
monales.

Summary: Analysis of the production of ethylene in 2,4-D re-
sistant and sensitive biotypes of Papaver rhoeas L. So far there
has been none study in Spain to investigate the 2,4-D resistance mecha-
nism of Papaver rhoeas. Other studies have shown how ethylene produc-
tion is involved in the response of certain resistant weeds when they are
sprayed with synthetic auxins. In the present study it was observed that
sensitive corn poppy plants produce more ethylene than resistant one
after 2,4-D application. These findings could help to understanding how
certain biotypes are able to resist this product.

Keywords: Corn poppy, resistance mechanism and auxinic herbicides.
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INTRODUCCION

En la década de los 50 se introdujo el 2,4-D (acido 2,4- diclorofenoxi
acético) en Espafia para el control de las malas hierbas de hoja ancha en
cereal. La ausencia de alternativas quimicas y su alta eficacia favorecie-
ron el sobreuso de este herbicida (Cirujeda, 2000). Los primeros casos
de Papaver rhoeas L. resistente a 2,4-D en Espafia se detectaron en la
década de los 90 (Taberner et al., 1992). Los datos mas recientes esti-
man que el 5% de los campos infestados con P. rhoeas poseen biotipos
resistentes a 2,4-D mientras que el 15% de las zonas infestadas alber-
gan biotipos con resistencia multiple, a tribenurén-metil (inhibidores de
la ALS) y 2,4-D (CPRH 2012, com. pers.).

La relativa baja incidencia de resistencia en los herbicidas auxinicos
se ha atribuido a la presencia de alelos “raros” que inducen resisten-
cia, el elevado “fitness penalties” que podria llevar asociado esta resis-
tencia y sobre todo el complejo mecanismo de accién de los herbicidas
auxinicos en dicotiledoneas. Hasta el momento no estan del todo claro
los mecanismos de accion de los herbicidas hormonales (Mithila et al.,
2011). Algunos de los trabajos realizados en este ambito han relacionado
la resistencia a ciertos herbicidas hormonales con los niveles de etileno
producidos por la planta tras la aplicacion de estos herbicidas (Peniuk et
al., 1993; Van Eerd et al., 2005). Se ha observado que aquellas plantas
resistentes producen niveles de etileno inferiores a los producidos por las
sensibles cuando ambas son tratadas con herbicidas auxinicos. Se piensa
que la acumulacion de etileno, acido abcisico (ABA) y especies reactivas
de oxigeno (ROS) son las principales causas de letalidad en plantas sen-
sibles (Grossmann, 2010).

Hasta el momento, en Espafia no se ha realizado ningun estudio con el
fin de analizar la resistencia de P. rhoeas a 2,4-D. Por ello, los propositos
de este trabajo son: 1) disefar un método capaz de detectar el etileno
producido en planta viva de amapola y 2) estimar la produccién de etile-
no de biotipos de amapola resistente (R) y sensible (S) a 2,4-D, después
de la aplicacién de este producto.

MATERIAL Y METODOS
Material vegetal

Se recolectaron las semillas de dos poblaciones de amapola (F-0213
y D-0703) que sobrevivieron a la aplicacion de 2,4-D en campos comer-
ciales de cereal localizados en la provincia de Lleida. Junto a estos dos
biotipos, también se empled un estandar sensible (HR-S13). Para la ger-
minacion, en primer lugar se esterilizaron las semillas de amapola en una
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solucion de hipoclorito al 30%. Posteriormente estas semillas se colocaron
en placas Petri con 1.4% agar complementado con 0.2% KNO, y 0.02%
GA,. Las placas Petri que albergaban las semillas se colocaron en cdmaras
de germmaaon a 20/10°C dia/noche y un fotoperiodo de 16/8 h d|a/no-
che. Catorce dias mas tarde las plantulas fueron trasplantadas a pequefios
recipientes de 145 ml (Deltalab®) con tapa. Cada uno de estos recipientes
contenia una mezcla de turba (40%), arena (30%) y perlita (30%).

Produccion de etileno en biotipos Ry S

Inicialmente se colocaron dos plantulas en cada uno de los recipientes y
una semana antes de la aplicacion se redujo a una planta por recipiente.
Cuando las plantas alcanzaron la fenologia de seis-ocho hojas (5-6 centi-
metros), estas se trataron con de 2,4-D (Esteron 60, DuPont, 60%) a las
siguientes dosis: 600, 300, 150 y 0 g i.a./ha. Un total de seis repeticiones
fueron empleadas para cada una de las dosis. Inmediatamente antes de
la aplicacion el substrato de cada uno de los recipientes se cubrié con per-
lita para evitar la deposicion del herbicida en el substrato y asi la posible
emision de etileno por parte del mismo. Después de aplicar el 2,4-D, los
recipientes se cerraron y se sellaron. Tras 16 horas de incubacion y con la
ayuda de una jeringuilla, se extrajo una muestra de 1 mL del espacio de
cabeza del recipiente. Esta muestra fue inyectada en un cromatdgrafo de
gases acoplado a un detector FID. La produccién de etileno se expresé en
nLC,H,/(h.g). Los datos de este experimento fueron sujetos a un analisis
de varianza (ANOVA) y las medias de cada uno de los biotipos empleados
se separaron empleando el test de Tukey (P < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Al igual que ocurrié en estudios muy similares a éste (Howatt et al.,
2006), la produccién de etileno respondié a la dosis de herbicida, y esto
ocurrio en todos los biotipos ensayados, pero sobre todo en la poblacion
susceptible. No se observaron diferencias significativas en la produccién
de etileno entre los dos biotipos R y S cuando no se empled herbicida (0
g i.a./ha). La dosis minima de 2,4-D empleada (125 g i.a./ha) tampoco
causo diferencias en la produccion de etileno de biotipos R y S. Los valo-
res medios de etileno a esta dosis fueron de 1.8 + 0.4 nLC,H,/(g.h) en
el biotipo HR-S13y de 0.8 £ 0.1y 1.8 £ 0.3 nLC,H,/(g.h) en los biotipos
F-0213 y D-0703, respectivamente. Por el contrario, cuando las plantas
se trataron a 300 g i.a./ha (la mitad de la dosis recomendada en campo),
el biotipo S produjo el doble de etileno (6.6 £ 1.3 nLC H4/(g h)) que las
plantas R (2.8 £ 0.2y 2.9 £ 0.6 nLC,H,/(g.h)). Este mismo efecto fue
observado cuando el 2,4-D se aplicd 3 |a dosis recomendad en campo.
F-0213 y D-0703 prodUJeron 1.7 £ 0.4y 3.7 £ 0.9 nLC H,/(g.h) mien-
tras que la poblacion susceptible produjo 10.3 + 2.7 nLC, A (g.h) (Figura
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1). Las plantas de Centaurea solstitialis L. sensibles a picloram también
produjeron mas etileno que las resistentes (Valenzuela-Valenzuela et al.,
2001), y el mismo fendmeno se observd en Digitaria ischaemun L. tras
aplicar quinclorac (Abdallah et al., 2006). Por ello llegar a comprender que
estd pasando en la ruta de sintesis del etileno (ACC sintasa) de aquellas
plantas que son resistentes podria acercarnos a conocer algo mas la re-
sistencia de P. rhoeas al 2,4-D.

. -@-HR-513 -3-F-0213 =-x-D-0703 %>>

nL CH,/(g.h)

Dosis 2,4-D (gi.a./ha)

Figura 1. Produccién de etileno (nLC,H,/(g.h)) de los biotipos de P. rhoeas HR-513,
F-0213 y D-0703 cuando fueron tratados con diferentes dosis de 2,4-D. * indican dife-
rencias significativas entre el biotipo sensible y los resistentes (P < 0.05).

CONCLUSIONES

Se ha observado una menor produccion de etileno (la mitad) en plan-
tas de biotipos resistentes a 2,4-D que en plantas del biotipo sensible.
Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que el metabo-
lismo del etileno juega un papel clave en la susceptibilidad de P. rhoeas a
tratamientos con herbicidas hormonales.
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Resumen: Hasta el momento en Espafia no se han desarrollado es-
tudios a fin de evaluar los mecanismos de resistencia “Non-Target-Site”
en Papaver rhoeas. Tras constatar la resistencia multiple de los biotipos
empleados en este ensayo, los resultados de absorcion y translocacion
obtenidos para 2,4-D y tribenuron-metil parecen arrojar conclusiones in-
teresantes. Sobre todo, en el caso de la auxina sintética, donde una des-
tacada menor translocacion detectada en biotipos resistentes respecto a
los sensibles esta en sintonia con las mas recientes teorias de mecanis-
mos de resistencia a herbicidas hormonales.

Palabras clave: Amapola, 2,4-D, tribenuron-metil, absorcién y trans-
locacion.

Summary: Non-Target-Site resistance mechanisms of Papaver
rhoeas L. biotypes with multiple resistance. So far in Spain studies
to evaluate the mechanisms of resistance “Non-Target-Site” on Papaver
rhoeas have not been done. After finding multiple resistance in the bio-
types used in this trial, absorption and translocation results obtained for
2,4-D and tribenuron-methyl seem to throw interesting findings. Mainly in
the case of the synthetic auxin, where a lack of translocation was detected
in resistant biotypes compared to the sensitive one. This could be related
with the latest theories of mechanisms of resistance to synthetic auxin.

Keywords: Corn poppy, 2,4-D, tribenuron-methyl, absorption and
translocation.
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INTRODUCCION

Como consecuencia del monocultivo de cereal y de una sistematica apli-
cacion de herbicidas para el control de amapola (Papaver rhoeas), se han
terminado seleccionando biotipos de esta especie resistentes a herbicidas.
En Espafa, en 1992 se detectaron los primeros problemas de control de P.
rhoeas con 2,4-D, una auxina sintética (Taberner et al., 1992), y en 1998
la presencia de biotipos con resistencia multiple a 2,4-D y tribenurén-me-
til, inhibidor de la acetolactato sintasa (ALS) (Claude et al., 1998). Pero
esta especie no es solo un problema en nuestro pais. Biotipos con resis-
tencia a inhibidores de la ALS también han sido citados en Francia, Reino
Unido, Alemania, Grecia, Bélgica y Polonia, mientras que poblaciones de
P. rhoeas con resistencia multiple (2,4-D y tribenuron-metil) también han
sido detectadas en Italia (Heap, 2015). La resistencia de esta mala hierba
a tribenuron-metil ha sido estudiada profundamente y son diversos los
trabajos que han encontrado diferentes tipos de mutaciones en la posicion
Pro,,, de la enzima ALS (Kaloumenos et al., 2009; DéIye et al,, 2011). Las
diversas substituciones que se producen en esta posicion del gen que co-
difica dicha proteina (Arg ,,,, His 5, Leu ,,Ser o,y Thr ) otorgan una
resistencia fuerte a las sul? nilureas y resistencias intermedias a imidazo-
linonas vy triazolopirimidinas (Délye et al., 2011). Por el contrario, hasta el
momento, no estan del todo claros los mecanismos que confieren resis-
tencia al 2,4-D en esta especie.

En el presente trabajo (1) se caracteriza la resistencia a tribenuron-metil
y 2,4-D de algunos biotipos de P. rhoeas donde se sospecha dicha resisten-
cia, asi como (2) se estudian los mecanismos de resistencia “Non-Target-Si-
te” (NTS) de absorcion y translocacion a tribenuron-metil y 2,4-D en estos
mismos biotipos.

MATERIAL Y METODOS
Material vegetal

Se recolectaron las semillas de tres poblaciones de amapola (F-
0213, B-0313 y S-0114) que sobrevivieron a la aplicacién de diferen-
tes inhibidores de la ALS o mezclas de estos con auxinas sintéticas
(2,4-D + florasulam). Todos estos biotipos proceden de fincas co-
merciales de cereal localizados en Noreste de Espafa. Junto a estos
biotipos, también se emple6 un estandar sensible de Herbiseed (HR-
S13). Las semillas de estos biotipos se colocaron en placas Petri (1.4%
agar complementado con 0.2% KNO, y 0.02% GA,) y éstas a su vez
en camaras de germinacion (20/1005 y fotoperlodo 16/8 h). Catorce
dias mas tarde las plantulas fueron trasplantadas a macetas de 7x7x7
cm que contenian una mezcla de turba (40%), arena (30%) y perlita
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(30%). Dichas macetas se colocaron en un invernadero en Lleida (41°
37'N, 0° 38'0) y se regaron periddicamente.

Caracterizacion de la resistencia

Inicialmente se trasplantaron cinco plantulas en cada una de las ma-
cetas y posteriormente se redujo a un total de tres plantas por maceta.
Cuando alcanzaron la fenologia de seis-ocho hojas (5-6 centimetros)
se aplicaron con tribenuron-metil y 2,4-D. En los biotipos donde se
sospechaba la resistencia el tribenuron-metil (Granstar 50 SX, Du-
Pont, 50%) se aplicé a: 1200, 600, 150, 75, 37.5, 18.7, 9.3, 4.6 y 0
gi.a.-haty el 2,4-D (Esteron 60, Dow AgroSciences, 60%) a: 4800,
1200, 600, 300, 150, 75y 0 g i.a.-ha'. En el estandar sensible sin
embargo, el Granstar 50 SX se aplico a: 18.7, 9.3, 4.6, 2.3, 1.1, 0.5,
0.25y 0 gi.a.-ha! y el Esteron 60 a: 600, 300, 150, 75, 37.5, 18.7,
9.3y 0 gi.a.-ha"l. Se emplearon un total de cuatro repeticiones para
cada una de las dosis. Cuatro semanas después de la aplicacion se
evalud el peso fresco y seco (48 h a 65°C) de cada una de las mace-
tas. Los datos de este experimento fueron analizados con modelos de
regresiones no lineales. La dosis de herbicida que causa el 50% de la
reduccion del peso seco (RD,,) se calcul6 gracias a la curva Log-logistic
de cuatro parametros. A partir de la RD, se calcularon los factores de
resistencia (FR) para cada uno de los biotipos y productos.

Absorcion y translocacion

Para los experimentos de absorcidn-translocacion se empled 2,4-D
y tribenurdon-metil marcados con “C. Cada uno de estos productos se
mezcld con su correspondiente homologo comercial a la dosis de regis-
tro. Se desarrollaron dos experimentos independientes (uno para cada
producto). Cada una de las repeticiones recibid cuatro gotas (2uL) de
la mezcla de herbicida marcado y herbicida comercial a la dosis de
registro (18.7 y 600 g i.a.-ha™! para el tribenuron-metil y 2,4-D res-
pectivamente). En caso del 2,4-D cada una de las muestra recibié una
radioactividad de 500 Bg mientras que en el tribenurion-metil cada
planta recibid 166,5 Bq. La absorcion y translocacion de estos produc-
tos fue evaluada en cinco tiempos diferentes 0, 12, 24, 48 y 96 horas
después de la aplicacién. Para cada tiempo y biotipo se emplearon 5
repeticiones (una planta por repeticidn). Posteriormente se calcul6 el
porcentaje de radioactividad absorbida respecto al total de radioacti-
vidad aplicada y la particion de la radiactividad translocada en: hoja
tratada (HT), resto de la parte aérea de la planta (PA) y en la raiz (R).
Para cada tiempo y producto los datos se sometieron a un analisis de
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varianza (ANOVA) y las medias de cada uno de los biotipos empleados
se separaron empleando el test de Tukey (P < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los tres biotipos de P. rhoeas ensayados resultaros ser resistentes a
tribenuron-metil y 2,4-D. Los FR para tribenuron-metil fueron de 778,
393 y 320 (biotipos B-0313, S-0313 y F-0213, respectivamente) (Tabla
1). Algunas de las plantas empleadas en este ensayo toleraron 64 ve-
ces la dosis de tribenuron-metil empleada en campo. Los FR obtenidos
por Kaloumenos et al. (2009) en amapola resistente a tribenuron-metil
oscilaron entre 137 y 2400. La poblacién mas resistente a 2,4-D obtu-
vo un FR de 18 (B-0313) mientras que los otros dos biotipos (S-0313 y
F-0213) alcanzaron FR de 13 y 12 (Tabla 1). En todos estos biotipos la
dosis de 2,4-D que causo en 100% de mortalidad fue 4800 g i.a.ha™.

Tabla 1. Factores de resistencia para tribenuron-metil y 2,4-D de los biotipos de
P. rhoeas F-0213, B-0313 y S-0114.

Factor de resistencia (RD, R / RD,HR-S13)

Biotipo

Tribenuron-metil 2,4-D
F-0213 320 12
B-0313 778 18
S-0114 393 13

No se detectaron diferencias significativas en la absorcion del tribenu-
ron-metil marcado entre las plantas R y S. Los valores de penetracion de
este producto fueron inferiores a los detectados para el 2,4-D, alcanzan-
dose valores que oscilaron entre el 21 y el 40%. La translocacion de este
producto hasta las raices fue minima en todos los biotipos ensayados.
Las diferencias en la translocacion, Unicamente se detectaron 96 horas
después de la aplicacidn en la parte aérea. Los biotipos resistentes trans-
locaron mas tribenuron-metil a la parte aérea respecto al biotipo sensible
(Tabla 2). En los ensayos con 2,4-D marcado tampoco se detectaron di-
ferencias en el patrén de absorcion entre plantas R y S. Toda la absorcion
parece producirse en las 12 primeras horas después de la aplicacion, ya
que los valores establecidos entre el primer y el Ultimo tiempo de valo-
racion (12 y 96 h.) son muy parecidos (oscilando del 62 al 78%). Las
diferencias en este producto aparecieron cuando se estudié la transloca-
cion. El biotipo sensible translocé mucho mas [*“C]-2,4-D a la parte aé-
reay raices. A las 12, 24, 48 y 96 h. los biotipos resistentes en promedio
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translocaron un 76, 72, 80 y 85% menos de 2,4-D marcado a la parte
aérea que el biotipo sensible (Tabla 3). Otros trabajos parecidos también
detectaron resultados de la misma naturaleza en Lactuca serriola L. para
el 2,4-D (Riar et al., 2011).

Tabla 2. Absorcion (% radioactividad recuperada) y translocacion (% de la
radioactividad absorbida) del “C-tribenuron-metil en los biotipos de P. rhoeas

HR-S13, F-0213, B-0313 y S-0114.

Biotipo | 12 h | 24 h | 48 h 96 h
Absorcion
HR-S13 34.1 £75.7 *ab 36.1+3.7ab 36.12+5.7a 30.59+6.7a
F-0213 43.7+6.2a 253 +3.5b 29.47 £ 3.6a 32.77+56a
B-0313 24.3+3.1ab 31.0+3.1ab 28.34+3.4a 3131+ 36a
S-0114 21.4+£3.0b 40.0+1.2a 3237 +4.4a 32.77+53a
Radioactividad medida en hoja tratada (HT)
HR-S13 83.3+25a 69.8+7.1a 72.2 +6.6 a 709 +52a
F-0213 80.7+79a 71.7+£6.7a 54.0£3.2 a 493+£1.1b
B-0313 64.5+79a 68.6 £ 10.1a 60.1 £3.5a 276+19¢c
S-0114 78.1+2.5a 65.7+1.1a 56.4 £1.8a 474 £6.5b
Radioactividad medida en el resto de la parte aérea (PA)
HR-S13 13.6+25a 289+78a 25.2+6.4a 25.6 £ 4.4c
F-0213 16.1+1.5a 248+6.3a 42.7+3.2a 46.8+0.9b
B-0313 31.2+7.2a 28.6 £10.2a 36.1+39a 689+ 21a
S-0114 174+ 3.4a 304+13a 40.1+2.3a 49,1+6.8b
Radioactividad medida en raiz (R)

HR-S13 31+ 04a 244 £0.5a 24+03a 34+0.7a
F-0213 3.2+04a 337+ 06a 3.2+0.2a 3,7+03a
B-0313 42+08a 271+0.2a 3.8+04a 34+04a
S-0114 43+1.2a 3.82+06a 34+05a 34+07a

* Error estandar de la media.

" Letras diferentes establecen diferencias significativas entre biotipos en la el porcentaje de radioac-

tividad absorbida y translocada para cada uno de los tiempos evaluados mediante el Test de Tukey

(P < 0.05).
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Tabla 3. Absorcion (% radioactividad recuperada) y translocacion (% de la
radioactividad absorbida) del **C-2,4-D en los biotipos de P. rhoeas HR-S13,

F-0213, B-0313 y S-0114.

Biotipo | 12h \ 24h \ 48 h 96 h
Absorcion
HR-S13 70.9 £*3.3 'a 78.1+57a 62.7 £ 5.6 65.8+5.5a
F-0213 65.8+9.1a 78.2+8.7a 705+ 7.4 769+78a
B-0313 68.4+33a 67.1+29a 76.5 £ 5.7 62.5+56a
S-0114 75.7+6.1a 774 +6.1a 75.2 £ 4.6 78.2+4.5a
Radioactividad medida en hoja tratada (HT)
HR-S13 93.7+f1.2a 83.6£3.1a 78.3+38a 70.1£6.5a
F-0213 99.1+£0.1b 96.2 £ 1.5ab 98.2+0.4b 97.4+0.2b
B-0313 98.9+0.2b 98.4+0.5b 95.6+1.7b 954 +1.2b
S-0114 97.7+0.5b 88.2 £ 6.1ab 943+1.2b 93.4+16b
Radioactividad medida en el resto de la parte aérea (PA)
HR-S13 42+09a 12.7+2.5a 151 +3.3a 22.2+6.1a
F-0213 0.3+0.04b 26+1.2b 0.5+0.1b 1.1£0.2b
B-0313 0.7+£0.2b 1.1£0.5b 3.8+16b 3.1+1.1b
S-0114 1.9+ 0.5ab 6.3f2.7ab 45+13b 6.1+15b
Radioactividad medida en raiz (R)

HR-S13 19+04a 36+05a 6.5+0.5a 7.7+11a
F-0213 0.5+0.1b 1.1£03a 1.1£03b 14£0.1b
B-0313 0.2+0.01b 0.3+0.06a 0.5+0.1b 1.4£02b
S-0114 0.3+0.06b 54+3.7a 1.1+040D 04+0.1c

* Error estandar de la media.

" Letras diferentes establecen diferencias significativas entre biotipos en la el porcentaje de radioac-
tividad absorbida y translocada para cada uno de los tiempos evaluados mediante el Test de Tukey
(P < 0.05).

CONCLUSIONES

Se han observado diferencias significativas en la translocacién de am-
bos productos entre biotipos resistentes y sensibles. El hecho de que el
biotipo HR-S13 transloque menos tribenuron-metil que el resto de pobla-
ciones puede ser debido al propio efecto fitotoxico de este producto. Por
el contrario, la menor translocacién de 2,4-D observada en biotipos resis-
tentes respecto a los sensibles es una evidencia indirecta de la presencia
de un mecanismo de resistencia de estas plantas al herbicida hormonal.
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Resumen: Papaver rhoeas es la Unica mala hierba dicotiledonea que
presenta resistencia multiple en Espafia. Se han detectado biotipos re-
sistentes a tribenuron-metil (inhibidor de la acetolactato sintasa) y 2,4-D
(auxina sintética). En la zona cerealista del norte de Espafia ha habido
problemas en el control de esta mala hierba con mezclas que contenian
bromoxinil. En el presente trabajo se ha ensayado, con curvas dosis-res-
puesta, el efecto de este producto en dos lotes de semillas de un biotipo
que no fue controlado en campo por mezclas con bromoxinil en dos afios
consecutivos. Los lotes B-0313 y B-0314 fueron controlados cuando el
bromoxinil se aplicd a la fenologia recomendada. Se observé cierto des-
plazamiento de la curva cuando las plantas de amapola se aplicaron a
fenologias mas avanzadas.

Palabras clave: Amapola, resistencia, fenologia, tribenuron-metil y
2,4-D.

Summary: Bromoxynil sensitivity study of a Papaver rhoeas
L. biotype. Papaver rhoeas is the unique dicot weed that has multiple
resistance in Spain. Resistant biotypes have been detected to tribenu-
ron-methyl (acetolactate synthase inhibitor) and 2,4-D (synthetic au-
xin). In the cereal area of northern Spain there have been problems to
control this weed with mixtures containing bromoxynil. In the present
work we have tested the effect of this product in one biotype that was
not controlled in the field by herbicide mixtures with bromoxynil. The
lots B-0313 and B-0314 were controlled with bromoxynil applied at the
recommended phenology. A shift in the curve was observed when corn
poppy plants were applied in more advanced phenologies.

Keywords: Corn poppy, resistance, phenologies, tribenuron-methyl
and 2,4-D.
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INTRODUCCION

Papaver rhoeas (amapola) es la dicotiledonea mas comun en los ce-
reales de invierno del sur de Europa (Délye et al., 2011). Su naturaleza
competitiva (puede producir unas pérdidas del rendimiento en trigo de
hasta un 32%) la hace especialmente nociva en los sistemas cerealistas
de NE de Espafia (Torra et al., 2010). Como consecuencia de la sistema-
tica aplicacidon de herbicidas para su control (2,4-D y Sulfonilureas) se
han seleccionado biotipos resistentes. En 1992 se detectaron los prime-
ros problemas de control de P. rhoeas con 2,4-D, una auxina sintética
(Taberner et al., 1992), y en 1998 la presencia de biotipos con resisten-
cia multiple a 2,4-D y tribenuron-metil, inhibidor de la ALS (Claude et al.,
1998). Recientemente, en el norte de Espafa se ha detectado algunos
fallos en control de amapola con mezclas que contienen bromoxinil. Los
objetivos del presente trabajo fueron 1) estudiar el efecto del bromoxinil
en diferentes fenologias de aquellos biotipos problematicos 2) caracteri-
zar la resistencia a tribenuron-metil y a 2,4-D.

MATERIAL Y METODOS

Se recolectaron semillas de una finca comercial localizada en Burgos,
donde durante dos afios consecutivos una mezcla que contenia bromoxi-
nil habia fallado en el control de amapola en post-emergencia. En los ex-
perimentos de dosis respuesta, junto a las semillas del primer y segundo
afo (lotes B-0313 y B-0314 receptivamente), se emplearon dos estan-
dares sensibles, BR-S13 (Burgos) y HR-S13 (Herbiseed). Inicialmente
se trasplantaron un total de cinco plantulas por maceta (8 x 8 x 8 cm),
y cuando las plantas alcanzaron la fenologia apropiada se redujo a tres
plantas por maceta. Las aplicaciones de bromoxinil se realizaron en dos
fenologias diferentes, 5-6 cm, momento de aplicacion recomendado en
campo, (1-F) y 10 cm de roseta (2-F) (Figura 1). El tribenuron-metil y el
2,4-D Unicamente se aplicaron en la 1-F.
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Figura 1. Primera fenologia, recomendado en campo (1-F) y segunda fenologia (2-F) de
intervencion.

El bromoxinil, tribenuron-metil y 2,4-D se aplicaron a las dosis indica-
das en la Tabla 1.

Tabla 1. Herbicida, producto comercial (dosis de campo recomendada) y dosis
empleadas para los biotipos resistentes (R) y sensibles (S) de amapola.

Herbicida Producto Dosis empleadas (g i.a ha?)

R 792, 396, 198, 99, 49.5y 0

S 396, 198, 99, 49.5,24.7y 0

R 1200, 600, 150, 75, 37.5, 18.7,9.3,4.6 y 0
S 18.7,9.3,4.6,2.3,1.1,0.5,0.25y 0
R
S

bromoxinil Buctril (1.65 L hat)

tribenuron-metil Granstar 50 SX (37.5 g ha!)

4800, 1200, 600, 300, 150, 75y 0
600, 300, 150, 75, 37.5,18.7,9.3y 0

2,4-D Esteron 60 (1 L hat)

Un total de ocho repeticiones fueron empleadas para cada una de
estas dosis. Cuatro semanas después de las aplicaciones se evalud el
peso seco (48 h a 65°C) de cada una de las macetas. Los datos de este
experimento fueron analizados con modelos de regresiones no lineales
(Knezevic et al., 2007). La dosis de herbicida que causa el 50% de la re-
duccién del peso seco (RD, ;) se calculd gracias a la curva Log-logistic de
cuatro parametros (1). A partir de la RD,, se calcularon los factores de
resistencia para cada uno de los biotipos y productos.

(d-9)

y=c+ )]
1 + EXP[b(log(x) — log(RC50))]

RESULTADOS Y DISCUSION

El lote B-0313 mostrd una fuerte resistencia a tribenuron-metil obte-
niendo una RD. de 61.27 £ 12 g i.a ha y un factor de resistencia (FR)
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de 778. Kaloumenos et al. (2009) también detecté FR semejantes en
biotipos griegos de P. rhoeas resistentes a tribenuron-metil. Ademas,
este mismo autor identificd diferentes substituciones de la Pro,,, res-
ponsables de esta resistencia. Los resultados obtenidos para ef 2,4-D
confirmaron la resistencia multlple La RD,, obtenida para este producto
fue de 1238.4 £ 436.2 gi.a ha'y el FR de 18. La resistencia multiple de
amapola también ha sido descrita en Italia (Heap, 2015). Puesto que las
semillas del lote B-0314 se recolectaron en la misma finca el afio siguien-
te, es de esperar que la respuesta a estos herbicidas sea de la misma
naturaleza que la observada en el caso de B-0313.

La curvas establecidas para los lotes B-0313 y B0314, cuando fueron
tratados con bromoxinil en la primera fenologia, no detectaron ninguna
respuesta diferencial entre estos y los estandares sensibles (Figura 2).
Los FR fueron de 1 y de 1.3 para B-0313 y B0314 respectivamente (Ta-
bla 2). Sin embargo, resulta interesante destacar que mientras la super-
vivencia a 198 g i.a ha' fue del 0% en los biotipos sensibles, en los lotes
B-0313 y B0314 se detectaron supervivencias del 11 y del 6%, respec-
tivamente. Cuando se analizaron los datos de la segunda fenologia, se
observo cierto desplazamiento de la curva en ambos biotipos. Este des-
plazamiento fue mas acusado en el caso del lote del segundo afio, B0314
(Figura 2). Algunos de los individuos recolectados en Burgos fueron ca-
paces de sobrevivir a la dosis maxima de registro (396 g i.a hat), y la
supervivencia a 198 g i.a ha! fue del 14 y del 23% para los lotes B-0313
y B0314, respectivamente. La RD,, obtenida por los estandares sensibles
no vario de forma importante entre fenologias. Si analizamos la RD, cal-
culada en la curva que resulta de fusionar ambos biotipos sen5|bles (S),
corroboramos esta idea. La RD,, en la primera fenologia fue de 58.2 £2.7
g i.a ha! mientras que en la segunda fenologia se registré un valor de
51.5 4.7 g i.a ha*. No ocurrid lo mismo en el caso de los lotes del bioti-
po recolectado en Burgos Para el lote B-0313 la RD, paso de 59.3+3.1
a97.2+11.1 g i.a ha! mientras que para B-0314 se paso de 76.5+£3.9 a
113.8+9.5 g i.a ha! (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto del bromoxinil en diferentes biotipos de Papaver rhoeas
tratados en dos fenologias diferentes (media£ET).

Biotipo RD,, (gi.a ha?) Pendiente Factor de resistencia
P 1-F 2-F 1-F 2-F 1-F 2-F
B-0313 503 (:3.1) 07.2(¥11.1) -4.65(%0.9) -2.03 (x04) 1 1.8

B-0314 76.5 (£3.9) 113.8(£9.5) -3.10 (£0.4) -2.90 (0.9) 1.3 2.2
HR-S13 56.7 (£2.7) 46.5 (£6.3) -4.42 (+1.1) -1.73(£0.3)  -- -
BR-S13 59.4 (£5.1) 55.9 (£8.3) -2.22 (£0.3) -1.65 (0.3)

S* 58.2 (+2.7) 51.5(%4.7) -2.58 (£0.2) -1.70 (£0.2) 1 1

*Los valores de S se obtienen de ajustar una Unica curva para los dos biotipos sensibles
(HR-S13 y BR-S13).
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Figura 2. Curvas dosis-respuesta ajustadas para los lotes B-0313 y B-0314 de un biotipo
de Burgos y S (datos de BR-S13 y HR-S13) tratados con bromoxinil en la primera fenolo-
gia (A) y segunda fenologia (B).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo no nos permites afir-
mar que la falta de control en campo del bromoxinil es consecuencia de
la aparicion de una resistencia. La dosis maxima de registro del bromo-
xinil controla los lotes B-0313 y B-0314, cuando este se aplica a la fe-
nologia adecuada. Se ha observado que la sensibilidad de estos mismos
lotes decrece cuando la fenologia avanza, mientras que este fenédmeno
no ocurre en los dos estandares sensibles ensayados. Por lo tanto, se
recomienda tratar en estadios precoces de la amapola y no retrasar las
aplicaciones cuando se usan mezclas herbicidas que contengan bromoxi-
nil. Puesto que la resistencia debe de ser un caracter heredable, resulta
necesario obtener una F1 originaria de aquellas plantas que sobrevivie-
ron a la aplicacion de bromoxinil y realizar posteriormente experimentos
de dosis-respuesta de esta F1. Actualmente se estan cruzando los pa-
rentales a fin de poder realizar estos experimentos a lo largo del préximo
otoflo para confirmar si estamos ante un nuevo caso de evolucion de
resistencia.
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Resumen: Con el objetivo de estudiar el comportamiento del herbi-
cida Diurdn en el sistema suelo-agua, se realizaron ensayos de adsor-
cion-desorcién y de lixiviacion en columnas de suelos. Para la adsorcion
del herbicida diurdén en los suelos con propiedades fisico-quimicas di-
ferentes, las variables significativas fueron la materia organica (MO),
oxidos amorfos totales y la fraccidon arcilla. La desorcion de los suelos
presentd histéresis en todos los casos, aunque una histéresis positiva
cuando se extrajo con Ca (NO,), y una histéresis negativa cuando se uti-
lizo ciclodextrina (HPBCD). El porcentaje de diurdn eluido en las colum-
nas de suelos seleccionados alcanzé casi el 83,1% en un suelo arenoso
con contenido con MO <1%, por el contrario, en el suelo con mayor con-
tenido en MO, la cantidad eluida del herbicida fue sélo del 6,65%.

Palabras clave: Herbicida, HPBCD, adsorcion-desorcion, lixiviacion,
suelo.

Summary: Studying the behavior of diuron in soil-water sys-
tem. Use of cyclodextrins for soil remediation. In order to study
the behavior of the herbicide Diuron in the soil-water system, adsorp-
tion-desorption tests and leaching in soil columns were performed. For
the adsorption of diuron in soils with different physicochemical proper-
ties, significant variables were the organic matter (OM), total amorphous
oxides and clay fraction. Soil desorption hysteresis was observed in all
cases a positive hysteresis when extracted with Ca(NO,), and a negative
hysteresis when cyclodextrin (HPBCD) was used. The percentage of diu-
ron eluted from sore columns reached almost 83.1% in a sandy soil with
OM <1%; on the contrary, in a soil with higher OM content, the amount
of the herbicide eluted was 6.65%.

Keywords: Herbicide, HPBCD, adsorption-desorption, lixiviation, soil.
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INTRODUCCION

El herbicida diurén es considerado como una de las sustancias mas
peligrosas descrita por la Comisidon Europea (Malato et al., 2003), siendo
un compuesto altamente toxico que se acumula en el suelo y agua (So-
rensen et al., 2008). Por consiguiente, Diurdon ha sido incluido en la lista
de sustancias tdxicas prioritarias de la Comision Europea de Recursos de
Agua Dulce y se encuentra en la tercera lista de contaminantes priorita-
rios de aguas para consumo humano elaborada por la Agencia de Protec-
cion Medioambiental de los Estados Unidos.

Con el objetivo de acelerar la biodegradacion en el sistema suelo-agua
ciertos disolventes organicos y surfactantes han sido considerados para
mejorar la solubilidad de contaminantes organoclorados, como es el caso
de Diurdn, pero ambos presentan desventajas desde un punto de vista
medioambiental. Como alternativa, las ciclodextrinas pueden tener uso
potencial como agentes que aumenten su solubilidad en agua y por lo tan-
to su biodisponibilidad en el suelo, con la ventaja de que son oligosacaridos
ciclicos constituidos por un nimero variable de unidades de glucosa unidas
por enlaces a-(1,4). Estas moléculas son capaces de formar complejos de
inclusién con numerosos compuestos hidrofdbicos debido a su conforma-
cién toroidal, que delimita una cavidad relativamente apolar, mientras que
el exterior presenta una naturaleza hidrofilica (Badr et al., 2004).

La biodisponibidad de agentes contaminantes organicos gobierna su
toxicologia y degradacion en suelos contaminados. Este componente co-
loidal del suelo es el principal responsable de la adsorcion del herbici-
da Diurdn y de su biodisponibilidad, tanto para su lixiviacion en el suelo
como para ser biodegradado, siendo estos dos procesos los mas impor-
tantes respecto a las pérdidas que frecuentemente se dan en los herbici-
das aplicados sobre suelos agricolas.

Los objetivos de este trabajo son: 1) Llevar a cabo estudios de solu-
bilidad de Diurdn para evaluar el efecto de varias ciclodextrinas (CDs)
seleccionadas (agentes complejantes). 2) Estimar la potencial capacidad
de Diurdn para ser retenido en el suelo, a través de la realizacion de
isotermas de adsorcidon-desorcién. 3) Estudiar la movilidad de Diurdn en
columnas de suelos en presencia y ausencia de ciclodextrinas, mediante
la obtencion de curvas de lixiviacion.

MATERIAL Y METODOS
Materiales

Diurdn en polvo (pureza > 98%). Se han empleado dos ciclodextrinas
(CDs) de origen natural, B-ciclodextrina (BCD) y y-ciclodextrina (GCD),
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y otras dos de origen sintético; 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD)
y 2-hidroxipropil-y-ciclodextrina (HPGCD). Se usaron 7 suelos con dife-
rentes caracteristicas fisicoquimicas reflejadas en la Tabla 1. Estos suelos
proceden de diferentes zonas de Andalucia, Espaia.

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas de los suelos empleados.

sulos  BH G (o) C(ony my m)Textaral
FH 6,23 1,60 3,37 24,2 59,4 16,4 Franco limoso
AL 6,97 2,00 2,13 31,6 53,6 14,8 Franco limoso
™ 8,00 24,1 1,76 2,70 31,5 65,9 Arcilloso
VG 8,73 27,5 1,75 59,4 15,9 24,6 Franco arenoso
P44 5,50 0,00 1,56 49,8 34,5 15,7 Franco
LM 6,00 0,00 1,41 16,7 58,6 24,7 Franco limoso
CR 8,58 11,0 0,20 95,3 4,10 0,60 Arenoso

Métodos

Estudios de solubilidad de Diurdn en presencia de 4 ciclodextrinas. Los
estudios de solubilidad se llevaron a cabo de acuerdo con el método des-
crito por Higuchi & Connors (1965). El Diurdn se afiadié en cantidades
que excedian de su solubilidad tedrica a 25 °C, a distintas concentracio-
nes crecientes de CDs a 25 °C agitando durante una semana.

Estudios de adsorcion-desorcion de Diurdn en suelos. Para medir la
adsorcion se pesaron 10 g de cada uno de los suelos, y se pusieron en
contacto con 10 mL de solucién de Diurdn a 5 concentraciones diferentes
en un medio 0,01 M en Ca(NO,),. Los tubos se mantuvieron en agitacion
durante 72 horas. Posteriormente las suspensiones fueron centrifugadas
y se midieron por HPLC. Las isotermas de desorcién se llevaron a cabo
reemplazando la mitad del sobrenadante de los tubos de centrifuga, una
vez que el equilibrio de adsorcion se habia alcanzado, por Ca(NO,), o por
5 mL de una soluciéon de HPBCD de 10 mg L. Para las correlaciones de
estos estudios se empled el paquete estadistico IBM SPSS V. 21.

Estudios de movilidad de Diurén en columnas de suelo. Se emplearon
columnas de metacrilato de 20 cm de altura y 3 cm de didmetro interno.
Sélo se realizé en los suelos FH y CR. La cantidad afiadida de Diurdn fue
de 5 kg ha. Se realizan 4 replicados de columnas por cada suelo, a dos
de los cuales, se les afiadié HPBCD. Las curvas de elucién se obtuvieron
por la aplicacion sucesiva de 10 mL de agua hasta que el herbicida no fue
detectado en los lixiviados.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Diagramas de solubilidad de fases de Diuron con las diferentes CDs

Los diagramas de solubilidad obtenidos para Diurdn con las CDs natu-
rales empleadas (BCD y GCD) y con las CDs sintéticas (HPBCD y HPGCD)
se representan en la Figura 1.

6 -
——GCD
—e—HPGCD
——BCD

4 - —m—HPBCD

Diuron disuelto (mM)

0&v¢ 4441 . .

0 25 50 75 100
Concentracion de ciclodextrinas (mM)

Figura 1. Diagramas de solubilidad de Diurdn en presencia de las CDs estudiadas.

Los estudios de interaccion en medio acuoso Diurdn-ciclodextrinas han
mostrado que las ciclodextrinas empleadas, conducen a diagramas de
solubilidad de tipo A_de Higuchi y Connors. Los complejos formados en-
tre el plaguicida y estas CDs no poseen un limite de solubilidad definido,
siendo el aumento de solubilidad consecuencia de la formacion de un
complejo de inclusion entre Diurdn y las CDs empleadas. El hecho de
que los diagramas sean lineas rectas con pendientes menores a 1 indica
que los complejos formados presentan una estequiometria 1:1. Existen
publicaciones que indican la menor capacidad de HPBCD por adsorberse
sobre el suelo (Badr et al., 2004), por lo que hace mas disponible para
los microorganismos del suelo los contaminantes organicos (Allan et al.,
2006). Teniendo en cuenta los resultados HPBCD fue seleccionada para
los demas ensayos.

Adsorcion-desorcion de Diuron en suelos

En la Figura 2 se presentan las isotermas de adsorcidon del herbicida
Diuron sobre los suelos empleados.
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Figura 2. Isotermas de adsorcion de Diurdn en los suelos estudiados.

Tabla 2. Constante de Freundlich (K), coeficientes de correlacion (R?), K,
normalizada con el contenido de carbono organico (K ) y porcentajes de
desorcion con Ca(NO,), y HPBCD.

Suelos K, R Keoc %D Ca(NO,), %D HPBCD
FH 13,0 0,93 664 15,9 31,3
AL 13,8 0,91 1112 20,1 45,8
™ 13,2 0,99 877 11,2 21,8
VG 6,49 0,91 638 29,5 93,3
P44 2,90 0,97 320 43,3 81,8
LM 14,3 0,95 1738 10,7 25,1
CR 0,60 0,95 516 73,7 81,4

Las isotermas de adsorcion de Diurdn en suelos con diferentes propie-
dades fisico-quimicas se ajustaron a la ecuacion de Freundlich (Tabla 2). El
estudio estadistico de correlaciones bivariadas indicd que la adsorcion del
herbicida Diurdn no solo dependié del contenido en materia organica de
los suelos, sino también del contenido en 6xidos de aluminio (Ecuacion 1).

K. = 0,654 + 0,880 ALO, (%) + 0,156 Fraccion arcilla (%) (1)

Las desorciones del herbicida Diurdn resultaron ser siempre mas efec-
tivas en presencia de HPBCD. Las desorciones de Diurdn con solucién de
Ca(NO,), 0,01 M y con solucién de HPBCD se correlacionaron negativa-
mente con la constante de adsorcién de Freundlich, K, es decir, cuando
el suelo presentd una alta capacidad de adsorcidn por el herb|C|da éste
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mostrd una mayor resistencia a ser desorbido. Asi mismo, ambas desor-
ciones se correlacionan negativamente con el contenido en MO, y sdlo la
desorcion con Ca(NO,), fue afectada negativamente por la presencia de
oxidos amorfos (Ecuaciones 2 y 3).

%D Ca(NO,), = -0,94 K. - 0,66 MO - 0,87 OAT (2)
% D HPBCD = -0,77 K. -0,32 MO (3)

Lixiviacion de Diuron en suelos

En la curva de elucién del herbicida a través de un suelo franco limoso
con un contenido en MO mayor del 3% se determind un porcentaje de
elucion muy bajo (6,65%). Sin embargo, para un suelo arenoso con un
contenido en MO menor del 1% se observé una importante lixiviacion
(83,1%), debido al bajo contenido en MO y a su alta porosidad (Figura 3,
Tabla 3). Al emplear HPBCD x10 no se observaron diferencias significa-
tivas en comparacion con la lixiviacion en ausencia de HPBCD (Tabla 3).

SIN HPBCD CON HPBCD
0,03 - 0,03 -
0,025 - 0,025 -
0,02 - 0,02 SUELO FH
015 - 0,015 -

2,01 4 0,01 4

*] ’\I\\MM“AAM 0% “AWWW

0,2

C/Co

02 -
0,15 - 0,15 | SUELO CR

0.1 1 01 1

0,05 - 0,05

0 T T T 0 . . .
1] 2 4 6 0 2 4 6

Voliimenes de poro (Vp)

Figura 3. Curvas de elucion de Diurdn en los suelos FH y CR con y sin HPBCD.

Los residuos de Diurdn extraidos con metanol de las columnas en el
suelo arenoso presentaron una distribucién homogénea del herbicida a lo
largo de toda la columna. En cambio, para el suelo franco limoso con un
alto contenido en MO la mayor parte de Diurdn quedd retenida especial-
mente en el primer anillo de la columna.
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Tabla 3. Porcentaje de Diurén eluido y extraido de las columnas de suelo.

. FH CR |
Profundidad (cm) o " PBCD  Con HPBCD  Sin HPBCD  Con HPBCD
0-4 86,4 (+0,6) 81,4(+08) 2,75(+0,01) 2,73 (+0,05)
4-8 9,14 (+ 1,84) 8,73 (+0,01) 1,99 ( £0,04) 2,55 ( + 0,02)
8-12 0,46 (% 0,01) 0,49 ( +0,02) 2,08 (+0,06) 3,52 ( + 0,01)
12-16 0,49 (£0,02) 0,33 (%0,01) 2,91 (£ 0,03) 4,08 ( +0,03)
Total extraido (%) 96,5(£0,6) 90,9(%0,2) 9,73(+0,04) 12,9 (£0,1)
Total eluido (%) 6,65 (+1,20) 7,71 (*0,64) 83,1(=*1,2) 732(%2,0)
Total recuperado (%) 103,2(+0,9) 98,7(+0,4) 928(+0,6) 86,1(£1,0)

Como conclusion se puede decir que la concentracion de HPBCD aplica-
da ha mostrado una capacidad tanto de aumentar la solubilidad de Diurdn
como de provocar la desorcion del mismo, sin embargo, resultd no provo-
car un incremento en la capacidad de lixiviacién de Diurdn, resultando un
agente favorable para la descontaminacién de las aguas subterraneas.
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Summary: Alloxydim is an herbicide marketed as the E-isomer
applied at early stages of grass weeds. In the field, sunlight and tempe-
rature can induce the isomerization reaction of E-alloxydim to form the
mixture of E and Z isomers. A bioassay has been performed to compare
the herbicidal activity of E-alloxydim and its corresponding E/Z isomeric
mixture in wheat plants. The IC,, values calculated from the root lengths
of wheat for E-alloxydim and alfoxydim mixture were 0.37 and 0.70 mg
L1, respectively. The Z isomer of alloxydim in the isomeric mixture has no
phytotoxic effect on the wheat germination whereas E-alloxydim inhibited
the seed germination at low concentrations (from 0.0 to 4.0 mg L?).

Keywords: Degradation, cyclohexanodione oxime, isomerization, ger-
mination bioassay.

Resumen: Estudio fitotoxico de los isomeros E/Z del herbicida
alloxidim en trigo. Aloxidim es un herbicida comercializado como el
isdmero E que se aplica en los estadios tempranos de las malas hierbas.
En el campo, la luz solar y la temperatura pueden inducir las reaccion de
isomerizacion de E-aloxidim para formar la mezcla de los isomeros Ey Z.
Se ha llevado a cabo un bioensayo para comparar la actividad herbicida
de E-aloxydim y su correspondiente mezcla de isémeros E/Z en trigo.
Los valores de IC,, calculados a partir de la longitud de raiz de trigo de
E-aloxidim y la mezcla 0,37 y 0,70 mg L!, respectivamente. El isome-
ro Z-aloxidim en la mezcla isomérica no tiene efecto fitotdxico sobre la
germinacién de trigo, mientras que E- aloxidim inhibe la germinacién de
semillas a bajas concentraciones (de 0,0 a 4,0 mg L1).

Palabras clave: Degradacion, ciclohexanodiona oxima, isomerizacion,
bioensayo de germinacion.
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INTRODUCTION

The herbicide alloxydim is marketed in Japan as the E isomer for the
post-emergence control of gramineous weeds in sugar beet, vegetables
and other broadleaf crops. Once applied, this herbicide degradates to di-
fferent by-products under various environmental conditions. One of the
main reactions is a rapid isomerization to the Z isomer (Figure 1). In our
group, different studies have shown that E-isomer suffers isomerization
under different irradiation intensities and temperatures in environmental
waters in few minutes (Sevilla-Moran et al., 2008; Sandin-Espafia et al.
2013). The identification of the Z-isomer was performed by HPLC-QToF-
MS spectrometry (Sevilla-Moran et al., 2008). Nowadays, one of the major
challenges in environmental analytical chemistry is the identification of
unknown by-products of pesticides generated in different degradation pro-
cesses in the environment. This task is highly interesting since some of the
degradation products present different properties to the parent compound.
In fact, some of them have more persistence and/or toxicity/phytotoxicity
(Osano et al., 2002; Boxall, 2009). In the case of alloxydim, to the best of
our knowledge, there are no previous studies in the scientific literature on
the phytotoxic activity of the different isomers of alloxydim.

In the present work we compare the phytotoxic effects of the herbi-
cide alloxydim (E isomer) and its corresponding isomeric E/Z mixture in
wheat by means of seed germination bioassays. These studies are also
interesting in order increase knowledge on the efficacy and phytotoxicity
of different isomer of pesticides.

§/\O

o NI o >N
OH OH
e

(O e] oo

E-alloxydim Z-alloxydim

Figure 1. Chemical structure of E-alloxydim and Z-alloxydim.

MATERIAL AND METHODS
Chemical reagents

The analytical standard of E-alloxydim was acquired from Dr. Ehrens-
torfer GmbH (Augsburg, Germany) (98% purity). As the Z-isomer was
not commercially available, it was obtained as a mixture of E/Z isomers
from E-alloxydim (see next section).
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Ultrapure water was obtained from a Millipore system (Milli-Q-50 18
m<) and MeOH (HPLC grade) were supplied by Labscan (Stillorgan, Co.,
Dublin, Ireland).

Obtaining of isomeric mixture of alloxydim

To obtain the mixture of E/Z, a thermic isomerization reaction of
E-alloxydim was performed as follows; a methanolic solution of E-alloxy-
dim (20 mg L!) was exposed to 80 °C for 40 min in a thermostatic bath.
Thereafter, the solvent was removed with the use of a vacuum centrifuge
(Eppendorf AG, Hamburg, Germany) and the residue was dissolved in
the appropriate ultrapure water volume to obtain a final concentration of
20 mg L.

This procedure allows obtaining an E/Z alloxydim mixture with a ratio
of 42/58.

Seed germination bioassays

The study was conducted with a wheat species (Triticum aestivum L.
cv Castan) in a growth chamber with a cycle of 16 h of light (illumination
100 pE m?2st) at 22 £ 1 °C and 8 h of darkness at 16 £ 1 °C.

Twenty-five seeds wheat were distributed in a Petri dish (13 cm diame-
ter) on double-layered Whatman No. 1 filter paper. The seeds were then
treated with 15 mL of either E-alloxydim or with E/Z alloxydim mixture at
ten different concentrations (0.0; 0.2; 0.4; 0.6; 0.8; 1.0; 1.2; 1.6; 2.0;
4.0 mg L1).

The experimental work followed a completely randomized design by to
replicates and appropriate control systems containing no herbicide (with
ultrapure water) were included in each experiment.

The effects of E-alloxydim and E/Z alloxydim mixture were measured
by the main germination parameters of the seeds (root length and co-
leoptile length) recorded 3 days after seeding. The ratio of E/Z alloxydim
was stable during the whole experiment.

Statistical analysis

The IC,, values (herbicide concentration required to cause a 50% in-
hibition of root growth) for alloxydim and E/Z alloxydim mixture were
determined by means of direct plots of root length vs. the concentration
of these compounds (Figure 2) assuming a non-linear regression given
by the log-logistic equation (Seefeldt et al., 1995). The equation of these
curves is:
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D-C
Tog(X) Tog(iCq)] (1)

Y=C+
1+e"l

where Y is the root length (cm), X is the herbicide concentration (mg
1), D is the upper asymptote (maximum root growth of plants), C is the
lower asymptote (minimum root growth of plants), b is the slope of the
curve around the IC,, and IC, is the concentration giving 50% root len-
gth inhibition.

50/

RESULTS AND DISCUSSION

Root and coleoptile lengths were measured to evaluate the effects of
E-alloxydim and E/Z alloxydim mixture in the germination bioassays. The
root length of wheat was significantly affected at low concentrations of
E-alloxydim regarding the concentrations assayed (Figure 2a) and E/Z
alloxydim mixture (Figure 2b). Coleoptile was less sensitive to both com-
pounds, therefore only the effects on root lengths were considered.

2a 2b

Root length (cm)
Root length (cm)

[E -alloxydim] (mg L") [E/Z alloxydim mixture] (mg L")

Figure 2. Dose-response curves for E-alloxydim (a) and E£/Z alloxydim mixture (b) from
seed germination bioassays for the root length of wheat.

The IC,, values calculated from the coleoptile length were higher
than those obtained from the root length, indicating that the roots of
the wheat specie Triticum aestivum L. cv Castan were more sensitive to
E-alloxydim and E/Z alloxydim mixture.

The log-logistic equations obtained from the experimental data are the
following:
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E-alloxydim E/Z alloxydim mixture
2,93-0,86 _ 309-1,03
Y =086+ 1+ o7 loe(X) 10g(037)] Y =103+ 1 + @&15log(X)-10g (0.70)]
R2=77.52 R?=83.06

The IC,, values calculated from the root lengths of wheat for E-alloxy-
dim and E/Z alloxydim mixture were 0.37 and 0.70 mg L?, respectively.
The data indicate that E/Z alloxydim mixture exert less phytotoxic effect
than E-alloxydim in the seed germination T. aestivum cv Castan. These
findings suggest that the Z isomer of alloxydim in the isomeric mixture
has no phytotoxic effect on the wheat germination, resulting in @ minor
effectiveness for the control of this cereal if the mixture of both isomers
of alloxydim were formed in the field.

CONCLUSIONS

The isomerization of the marketed E-alloxydim in the field could lead
to a reduction of the efficacy of this herbicide. Furthermore, the easy and
rapid formation of the Z-isomer generates an increase of xenobiotics in
the environment. This isomer has unknown impacts in the environment.
Thus, further studies would be desirable to improve the knowledge of the
fate of this herbicide.
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Resumen: Se han estudiado diferentes sistemas de GIMh en una po-
blacién de Papaver rhoeas con resistencia multiple a tribenurén-metil
y 2,4-D. Se establecieron cuatro sistemas de GIMh, con dos tipos de
labores del suelo (siembra directa 0 minimo laboreo), que incluyen rota-
cion con girasol, retraso de la fecha de siembra, o aplicaciones herbicidas
en diferentes momentos. Las densidades de amapola fueron mayores
en siembra directa que en minimo laboreo. Los sistemas de GIMh mas
eficaces en el manejo de P. rhoeas fueron aquéllos con una rotacién
con girasol y aplicaciones tempranas de herbicidas (pre-emergencia y/o
post-emergencia precoz). La eficacia del retraso de la fecha de siembra
difirié entre campafas. En cereales de invierno, es posible el desarrollo
de sistemas de GIMh para el control de poblaciones resistentes de P.
rhoeas integrando herramientas quimicas y culturales.

Palabras clave: Amapola, rotacion de cultivo, gestion integrada de
malas hierbas (GIMh), manejo del suelo, momento de aplicacion.

Summary: Management options for Papaver rhoeas with mul-
tiple herbicide resistance. Different integrated weed management
(IWM) systems have been studied in a multiple herbicide resistant P.
rhoeas population to tribenuron-methyl and 2,4-D. Four systems were
established with two types of soil management (direct drilling and mi-
nimum tillage), which included rotation with sunflower, sowing delay or
different herbicide application timings. Corn poppy densities were higher
during the experiment in direct drilling compared to minimum tillage.
Most efficient IWM systems for P. rhoeas were those that included rota-
tion with sunflower and early herbicide application timings (pre-emergen-
ce and/or early post-emergence). Sowing delay effectiveness depended
on the growing season conditions. In winter cereals, the development of

177



Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural

IWM systems to manage herbicide resistant P. rhoeas populations is pos-
sible integrating chemical and cultural tools.

Keywords: Corn poppy, crop rotation, integrated weed management
(IWM), soil management, application timing.

INTRODUCCION

Papaver rhoeas L. (amapola) es una de las malas hierbas dicotiledo-
neas mas problematicas en los cereales de invierno de la Peninsula Ibé-
rica y del sur de Europa. Su capacidad persistencia e infestacion se debe
a su alta fecundidad, extenso periodo de emergencia, y larga viabilidad
de sus semillas (Torra & Recasens, 2008). A su vez, desde hace unas dé-
cadas, han aparecido en la mitad norte peninsular (desde Castilla y Ledn
hasta Catalufa) biotipos resistentes a herbicidas inhibidores de la enzima
ALS (Acetolactato sintetasa) y/o a las auxinas sintéticas. Se estima que
un 40% de los campos con amapola tienen biotipos resistentes a estos
herbicidas (CPRH, 2015). Por lo tanto, el desarrollo de estrategias de
gestién integrada de malas hierbas (GIMh) para esta especie resulta im-
prescindible, especialmente ante la nueva Directiva Europea 2009/128/
CE relativa al Uso Sostenible de Fitosanitarios, que tiene su transposicion
en Espafia a través del Real Decreto 1311/2012. El presente Real Decre-
to tiene por objeto “establecer el marco de accién para conseguir un uso
sostenible de los productos fitosanitarios mediante la reduccion de los
riesgos y los efectos del uso de los productos fitosanitarios en la salud
humana y el medio ambiente, y el fomento de la gestion integrada de
plagas y de planteamientos o técnicas alternativos, tales como los méto-
dos no quimicos”. Hay que afiadir que la nueva Politica Agraria Comuni-
taria 2015-2020 (Real Decreto 1075/2014) obliga a la diversificacion de
cultivos, es decir, a tener un minimo de tres cultivos diferentes por ex-
plotacion agraria de mas de 30 ha. Por lo tanto, resulta necesario saber
qué efectos pueden tener los diferentes métodos no quimicos (rotaciones
de cultivos, variaciéon de la fecha de siembra, etc.) en la dinamica pobla-
cional de P. rhoeas en los cereales de invierno. A su vez, el desarrollo de
estrategias de GIMh sera aun mas necesario en el futuro ante la mas que
probable exclusion del registro (Anejo I) de algunos herbicidas amplia-
mente utilizados para el control de esta mala hierba.

Con este propdsito se plantea el presente estudio cuyos objetivos son
evaluar la eficacia de diferentes sistemas de GIMh en una poblacion de
Papaver rhoeas resistente a herbicidas durante dos campafas.
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MATERIAL Y METODOS
Area de estudio

Se establecid un ensayo en un campo comercial de cereal de invierno
durante dos campafias consecutivas (2013/14 y 2014/15) en la localidad
de Cubells, provincia de Lleida.

Caracterizacion del biotipo de P. rhoeas

En junio de 2013 se cogieron semillas de al menos 50 plantas esco-
gidas el azar realizando un transecto en zigzag en la parcela. Posterior-
mente, las semillas se pusieron a germinar juntamente con un estandar
sensible (Herbiseed) en Placa de Petri con agar al 1,4% en camara de
germinacién con 16 horas de luz durante dos semanas a 5/15°C. Se
trasplantaron cinco plantulas por maceta (7x7x7 cm) rellenada con una
mezcla de turba, arena y perlita (4:3:3), de las cuales se dejaron final-
mente tres. En el estadio de 5-6 hojas, las plantas del biotipo estudiado
fueron tratadas con tribenuron-metil (Granstar 50 SX, DuPont, 50%) a
1200, 600, 150, 37,5, 18,7, 9,3, 4,6, 2,3y 0 g m.a. ha™!, y 2,4-D (Es-
teron 60, Dow AgroSciences, 60%) a 4800, 1200, 600, 300, 150, 75 y
0 g m.a. ha'. El biotipo sensible fue tratado a 18,7, 9,3, 4,6, 2,3, 1,1,
0,5, 0,25y 0 g m.a. ha! de tribenuron-metil, y 600, 300, 150, 75, 37,5,
18,7, 9,3 y 0 g m.a. ha™! de 2,4-D. Se incluyeron un total de cuatro re-
peticiones para cada dosis. Los herbicidas se aplicaron utilizando un pul-
verizador de precision de mesa a 200 | ha™!, a una presion de 215 kPa.
Cuatro semanas después de los tratamientos, se recogid la parte aérea
de las plantas y después de secar las muestras a 65 °C durante 48h, se
estimo para cada biotipo el peso seco y el porcentaje de reduccién de
peso seco de las plantas tratadas respecto a los testigos no tratados.

Disefio experimental

Se consideraron cuatro sistemas de GIMh, todos con dos tipos de
labores del suelo (siembra directa y minimo laboreo) en un disefio en
split-plot con tres repeticiones. Los sistemas de manejo incluian rota-
cion de cultivos con girasol, retraso de la fecha de siembra, densidad de
siembra o aplicaciones herbicidas en diferentes momentos. En el siste-
ma 1 (Temprano) la primera campana se sembro girasol cv. Express-
Sun® (09/04); la segunda campafa se retraso la fecha de siembra de
la cebada (14/12 cv. Gustav y 13/12 cv. Graphic para minimo laboreo y
siembra directa, respectivamente) y se aplicé pendimetalina (3 I/ha) en
pre-emergencia (17/12). En el sistema 2 (Tardio) la primera campafia
se sembrd el mismo girasol; la segunda campafia se retrasé la fecha de
siembra de la cebada como en el sistema 1 y se aplicd una formulacién
experimental en post-emergencia (04/03). En el sistema 3 (Quimico) la
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primera campafia, sin variacion en la fecha de siembra de la cebada cv.
Meseta (25/11 y 9/11 para minimo laboreo y siembra directa, respecti-
vamente), se aplicd una formulacién experimental en post-emergencia
(05/03); la segunda campana, sin variacion en la fecha de siembra de
la cebada cv. Meseta (16/11 para minimo laboreo y siembra directa), se
aplicd pendimetalina (3 I/ha) en pre-emergencia (17/11). En el sistema
4 (Cultural) se retrasé la fecha de siembra de la cebada cv. Gustav tan-
to en la primera campafia (27/12 para minimo laboreo y siembra direc-
ta) como en la segunda campafa (como en el sistema 1); los dos afios
la densidad de siembra fue 25% superior a la normal (200 kg ha en el
resto de sistemas).

Analisis estadistico

Los datos del experimento de dosis respuestas fueron analizados usan-
do un modelo de regresidn no lineal con el paquete drc (Knezevic et al.,
2007) en el programa estadistico de cddigo libre R (R Core Development
Team 2012). La dosis de herbicida que causa el 50% de reduccion de
crecimiento en peso seco de las plantas (RC50) fue calculado usando una
curva logistica de cuatro de parametros del tipo:

- (@d-o
Y =€+ T T EXP[b (log(x) —10g(RC50)]

donde c es el limite inferior, d es el limite superior, b la pendiente en la
RC50, y RC50 la dosis de herbicida para reducir el crecimiento un 50%.
En esta ecuacidn, la dosis herbicida (g ha) era la variable independiente
(x) y el peso seco (porcentaje de reduccion del control no tratado para
cada poblacion) era la variable dependiente (y). Posteriormente se calcu-
16 el factor de resistencia para los dos herbicidas como la proporcion de
las RC50 entre el biotipo resistente y el sensible.

Para el experimento de campo, cada campafa se realizaron dos con-
teos, uno en invierno antes de la primera aplicacién en post-emergencia,
y otro al final de la campafia. Los conteos se realizaron ubicando al azar
cinco cuadrados de 0,1 m? en cada parcela elemental y se estimoé la den-
sidad en plantas m; en el Gltimo muestreo, realizado en floracion de la
mala hierba, se contaron todos los individuos de P. rhoeas presentes en
cada parcela. Posteriormente se realizd un andlisis de la varianza para
cada fecha de muestreo con el programa estadistico Sigmaplot 11.0,
considerando dos factores: tipo de manejo del suelo (dos niveles, mini-
mo laboreo y siembra directa) y el sistema de manejo (cuatro niveles,
temprano, tardio, quimico, cultural). Ante la significacién de los factores,
se realizd una separacién de medias mediante el test de Tukey (P<0,05).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion del biotipo de P. rhoeas

El estudio de curvas dosis-respuesta confirmaron la presencia de una
poblacidn de P. rhoeas con resistencia multiple a tribenurén-metil y 2,4-
D en la localidad estudiada (Tabla 1). La resistencia a sulfonilureas se
puede considerar fuerte (FR=882) mientras que la resistencia al 2,4-D es
moderada (FR=12).

Tabla 1. Efecto de los herbicidas tribenuron-metil y 2,4-D para dos poblaciones
de Papaver rhoeas: RC50, b (pendiente), c (limite inferior), d (limite superior)
(g hat), suma de cuadrados de los residuos (Res SS) y factor de resistencia
(RF) (media £ error estandar; n=4).

Poblacion RC50 b c d Res SS RF
2,4-D
Cubells 794 + 198 -0,9+0,2 936+ 17 636768 + 3900 7236 12
Sensible 68,6 + 10,2 -1,2+0,16 429 + 116 60328 + 2616 23693 1
Tribenuron-metil
Cubells 69,5+23,1  -0,5+0,1  1,90+0,28 1957 + 958 12858 882
Sensible 0,1+0,0 -0,4+0,1 0,09 + 0,05 1897 +71 4894 1

Sistema de manejo GISh

Durante las dos campafas las densidades de amapola fueron signi-
ficativamente menores en minimo laboreo que en siembra directa, con
densidades iniciales la primera campafa de 67 y 291 plantas m?, y la
segunda 61 y 514 plantas m, respectivamente. En la Figura 1 se puede
apreciar la diferencia en los niveles de infestacién entre una parcela con
minimo laboreo y una bajo siembra directa.

T — A e L [ A IO

Figura 1. Niveles de infestacion de Papaver rhoeas en el campo de cereal de invierno en
Cubells (Lleida). 1a) Bajo minimo laboreo; 1b) Bajo siembra directa.
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Cabe considerar la posibilidad de que el banco de semillas inicial fuera
mas elevado en parcelas bajo siembra directa que en aquellas con mi-
nimo laboreo a pesar de las tres repeticiones de las parcelas (Dorado &
Lépez-Fando, 2006). Dentro de un mismo manejo del suelo la infestacion
fue homogénea entre los diversos sistemas al no haber diferencias esta-
disticas (Tabla 2).

Los sistemas de GIMh que se mostraron mas eficaces en el control de
P. rhoeas fueron aquéllos que incluian una rotacion con girasol y aplica-
ciones tempranas de herbicidas (pre-emergencia y/o post-emergencia
precoz), tanto en minimo laboreo como bajo siembra directa. Los siste-
mas mas efectivos en la primera campafia fueron los sistemas Temprano
y Tardio (con girasol el primer ano), y en la seqgunda campafia lo fueron
los sistemas Temprano y Quimico (con pendimetalina en pre-emergen-
cia) (Tabla 2). El girasol no se adaptd bien a la baja pluviometria de la
Zona, pero en zonas mas humedas, es una alternativa a considerar.

Tabla 2. Densidad de Papaver rhoeas (plantas m2) durante dos campaiias
(2013-14 y 2014-15) en un campo de cereal de la localidad de Cubells (Lleida)
con cuatro sistemas de manejo bajo dos tipos de labores del suelo (minimo
laboreo y siembra directa) en dos fechas (antes de los tratamientos de post-
emergencia y al final de la campaiia) (media + ET; n=3).

2013-2014 2014-2015
Sistemas de manejo 13/02/2014 03/06/2014 03/12/2014 27/04/2015
Minimo laboreo
Sistema Temprano 74 £20a 0+0a 27 £ 18 a 0+x0a
Sistema Tardio 114+ 34 a 0+£0a 107 £ 65 a 0,3+0ab
Sistema Quimico 51+ 18a 04+0a 3+£2a 0+0a
Sistema Cultural 26 £ 18 a 0,7£0a 106 £ 53 a 08£0b
Siembra directa
Sistema Temprano 493 + 266 a 0,3+0a 355+ 70b 0,1+0a
Sistema Tardio 490 £ 277 a 0,2£0a 276 £ 70 a 04+0a
Sistema Quimico 130 £ 53 a 13+£1a 17+ 12a 0£0a
Sistema Cultural 49+ 14 a 29+1b 1408 + 242 ¢ 1,3+0b
P 0,013 0,011 <0,001 n.s.

P representa la significacion del factor manejo del suelo (P<0,05) sin considerar el sistema de ma-
nejo. Diferentes letras denotan diferencias estadisticamente significativas entre los sistemas con un
mismo manejo del suelo mediante el test de Tukey.

Todos los sistemas, excepto el Cultural en siembra directa, han con-
seguido reducir o contener, la segunda campana, la densidad inicial de
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amapola. Hay que tener en cuenta que la segunda campafia en el siste-
ma Quimico se aplicd pendimetalina en pre-emergencia en noviembre. El
sistema Cultural, sin control quimico, no ha sido suficiente para contener
la infestacion de amapola. En este sistema, 2.9 plantas m= al final de
la primera campana ha sido suficiente para incrementar notablemente,
durante la segunda campafia, la densidad de P. rhoeas. El retraso de
la fecha de siembra so6lo se mostré mas efectivo la segunda campafia,
ya que en la primera, debido a la sequia durante el otofio, hubo pocas
emergencias de P. rhoeas antes de la fecha retrasada de siembra. Es-
tudios previos (Torra et al., 2011), mostraron, en cebada, la efectividad
de un retraso de tres meses (hasta enero) de la fecha de siembra. Un
menor retraso (mes y medio), como el establecido en este estudio, po-
dria ser igualmente suficiente aunque dependera de la climatologia de la
campaia. Este ensayo continuara una tercera campafia, y se espera ver
a medio plazo el efecto de estos sistemas en el manejo de P. rhoeas.

CONCLUSIONES

La rotacién con girasol, el retraso de la fecha de siembra y/o apli-
caciones herbicidas tempranas son estrategias a considerar para el
desarrollo de sistemas de GIMh para poblaciones de P. rhoeas con re-
sistencia multiple.
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Resumen: En 2012 se confirmd la resistencia de Lolium perenne a
glifosato en vifiedos en Douro (Portugal). Se tratdé de validar con L. pe-
renne un método rapido desarrollado para reducir el tiempo de obtencion
de resultados de resistencia, anteriormente validado para Lolium rigidum
por Ballot et al. (2009). Se midié cada coledptilo, tras una semana de in-
cubacion de las plantulas en placa ELISA conteniendo diferentes concen-
traciones de glifosato hasta 50e.a.L!. Se seleccionaron dos poblaciones
confirmadas como resistentes en ensayos de planta entera. Las plantulas
de L. perenne crecieron mas rapido que en L. rigidum, siendo mas sensi-
bles a glifosato. El periodo de preincubacién fue mas corto y las concen-
traciones mas bajas marcaron mayor diferencia entre las poblaciones R
y S. Se obtuvo una alta correlacién entre los métodos de planta entera y
en placa ELISA (R?=0,77).

Palabras clave: Resistencia a herbicida, vifedos, coledptilo, placa
ELISA, ballico.

Summary: Validation of a quick method to confirm Lolium pe-
renne resistance to glyphosate. In 2012 glyphosate resistant Lolium
perenne populations were confirmed in Douro vineyards (Portugal). This
study intends to validate for L. perenne a quick test, to shorten the test
duration for resistance confirmation, originally developed for Lolium ri-
gidum. The method relies on measuring coleoptile length after a week
incubation of seedlings in the wells of ELISA plates containing glypho-
sate concentrations until 50e.a.L. Two populations already confirmed
resistant with dose-response bioassays were selected for this validation.
Seedlings growth of L. perenne was faster than L. rigidum and were
more sensitive to glyphosate. The preincubation was shortened and the
concentrations needed to discriminate between R and S populations were
adapted to a narrower range in the lowest concentrations. High correla-
tion (R?2=0.77) was found by the two methods: pot bioassay and ELISA
plate.
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Keywords: Herbicide resistance, vineyards, coleoptile, ELISA plate,
perennial ryegrass.

INTRODUCCION

Las practicas de manejo de malas hierbas en vifiedos se basan princi-
palmente en la aplicaciéon de herbicidas en la linea de las cepas y cubierta
vegetal entrelineas. En los vifiedos de Douro (Norte de Portugal) existe
una intensa presion de selecciéon impuesta por el herbicida glifosato que
se ha estado aplicando desde hace mas de 15 afos, a menudo mas de
una vez al ano (Portugal et al., 2012). Las aplicaciones de herbicida re-
dujeron la poblacién de muchas malas hierbas anuales, lo cual favorecié
la expansion de malas hierbas perennes (inversion floral) y también la
seleccidn de biotipos resistentes de especies que previamente eran sus-
ceptibles. En 2012 se confirmd la resistencia de Lolium perenne a gli-
fosato en estos vinedos (Portugal et al., 2011). Lolium perenne (ballico
perenne) es una planta perenne longeva, cespitosa, nativa de Europa.
Esta clasificado como hierba que forma macollas, se propaga principal-
mente por semilla y presenta polinizacién alégama cruzada anemdfila
(Kloot, 1983). Se han llevado a cabo bioensayos de dosis-respuesta con
glifosato para confirmar resistencia en poblaciones de L. perenne con
planta entera (Calha et al., 2013). Para reducir el tiempo de obtencién de
resultados resistencia a herbicidas, se han desarrollado métodos rapidos
con semillas, plantulas y clones (Moss, 2000; Cirujeda et al., 2001; Nad-
ler-Hassar & Rubin, 2003; Boutsalis, 2004; Barroso et al., 2010; Kaun-
dun et al., 2011).

El objetivo de este trabajo es: Validar con Lolium perenne un método
rapido para reducir el tiempo de obtencidn de resultados de resistencia.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron tres poblaciones de L. perenne, dos resistentes a glifo-
sato (P02 y P11) y una susceptible de referencia (PVIC) para ensayos de
dosis-respuesta en maceta (Perez-Jones & Kogan, 2003) y placa ELISA
(Ballot et al., 2009).

Experimento dosis-respuesta con planta entera

El herbicida glifosato (RoundUp Extra 360 g s.a.L?, SL, Bayer) fue apli-
cado en plantas de distintas poblaciones con 2 a 3 hojas (BBCH 12-13)
en una escala logaritmica (0; 62,5; 125; 250; 500; 1000 y 2000 g e.a.
ha) con un OPS (Oxford Precision System) calibrado para aplicar 169
L ha de herbicida (275 kPa) (Perez-Jones & Kogan, 2003). Las plantas
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fueron cortadas a ras de suelo y se anotd el peso verde y el porcentaje
de supervivencia 21 dias después de la aplicacién (DDA).

Método rapido en placa ELISA

El método seguido fue la medicion de la longitud del coledptilo, tras
una semana de incubacion de las plantulas en placa ELISA, conteniendo
diferentes concentraciones de glifosato (0; 0,39; 0,78; 1,6; 3,125; 6,25;
12,5; 25; 50 e.a.L'!). Se seleccionaron para este experimento dos pobla-
ciones confirmadas como resistentes en ensayos de planta entera.

Analisis estadistico

Se ajusté un modelo de regresion no lineal de tipo logistico (Knezevic
et al., 2007).

d-c

y =100 =t i (x/ EDw) ©

En la expresion y corresponde al peso verde (g) o a la longitud del co-
ledptilo (mm); x a la dosis (e.a. ha') o concentracion (e.a. L''); d y ¢ co-
rresponden a las asintotas superior e inferior de la curva dosis-respuesta
respectivamente; b al declive de la curva obtenido al nivel del punto in-
flexion con valor de la dosis o concentracion causante de un 50% de
dafio (ED,, o EC,)). Los valores ED,  (EC,,) para cada poblacion se ob-
tuvieron a partlr ‘de las curvas dosis respuesta representadas en los dos
tlpos de ensayo, asi como el calculo del respectivo factor de resistencia.

, (EC,,) es la dosis (o concentracion) de herbicida que causa el 50 %
de Teduccion del crecimiento de las plantas.

RESULTADOS Y DISCUSION
Experimento dosis-respuesta con planta entera

Las poblaciones resistentes de L. perenne (P02 y P11) presentaron
una reduccién gradual del peso verde con respecto al aumento de la do-
sis de glifosato. De las poblaciones P02 y P11 se registraron, sin diferen-
cias significativas entre si, un peso verde significativamente superior al
de PVIC para cada una de las dosis. Fue posible ajustar un modelo no
lineal de tipo logistico en todas las poblaciones (Figura 1) y se obtuvieron
los valores de ED,, de 2,55 x 10°; 1,84 x 10° g e.a. ha' y unos Factores
de Resistencia (FR metodo rapldo EC,,R/EC,S; FR experimento con
planta entera ED, R/ED,S) de 13,7y 8, 1 para P82 y P11 respectivamen-
te (Tabla 1). Estos datos permitieron conﬁrmar que se trata de poblacio-
nes resistentes a glifosato.
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Figura 1. Curvas de dosis-respuesta a glifosato para las poblaciones P02 e P11 de
L. perenne. Ensayo en maceta con planta entera.

Método rapido en placa ELISA

Todas las poblaciones presentaron una reduccién gradual de la lon-
gitud de los coledptilos con respecto el aumento de la concentracion de
glifosato (Figura 2). Se ajustd un modelo lineal tipo logistico en todas
las poblaciones y se obtuvieron valores de EC,, de 0,43; 596y 2,65 g
e.a.L'! para PVIC, P02 y P11 respectivamente. Los valores de FR fueron
similares a los encontrados para cada poblacidn en el ensayo con planta
entera (Tabla 1) correspondiendo a una elevada correlacion entre los dos
métodos (R?=77 %) como se demuestra en la Figura 3.

Tabla 1. Correlacion entre los métodos con planta entera y en placa ELISA.

= FR FR

Poblacion método rapido experimento con planta entera
PVIC - B
P02 13,72 13,70
P11 6,05 8,10

80

longitud (mm)
N
o
|

20 4

concentracién (g e.a.L”)

Figura 2. Curvas de dosis-respuesta a glifosato para las poblaciones P02, P11 y VIC de
L. perenne. Método rapido en placa ELISA.
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Figura 3. Correlacion entre los métodos con planta entera y en placa ELISA.

CONCLUSIONES

La duraciéon do método rapido (placa ELISA) con Lolium perenne fue
de 10 dias, revelando elevada sensibilidad al herbicida. Por ello, el perio-
do de preincubacion en glifosato fue de solo dos dias y la concentracién
discriminatoria de 0,39 e.a. L'! marcaba mayor diferencia entre las pobla-
ciones R y S. Se obtuvo una alta correlacion de los métodos con planta
entera y placa ELISA (R?=0,77) para confirmar la resistencia a glifosato.
Concluimos asi que este método permite reducir significativamente el
tiempo de respuesta respecto a los ensayos de dosis-respuesta en estufa
de 90 a apenas 10 dias.
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Resumen: En estudios previos se detectd una importante acumula-
cion de quinato en la parte aérea de las plantas tratadas con herbicidas
inhibidores de la biosintesis de aminodcidos, lo que podria explicar su
capacidad de inducir la respuesta toxica. También se evalud el potencial
efecto fitotoxico en funcién del modo de aplicacion exdgena, que fue
superior tras aplicaciones radicales que foliares. En este trabajo se plan-
ted valorar la utilizacidon del quinato, pulverizado exégenamente, para
el control del crecimiento de ciertas malas hierbas. Se realizaron aplica-
ciones foliares de quinato mediante pulverizaciéon en post-emergencia
sobre plantas en diferentes estados fenoldgicos de Sinapis alba, Papaver
rhoeas, Lolium rigidum, Bromus diandrus y Cynodon dactylon. Los re-
sultados muestran que dicho compuesto presenté un mayor control y un
efecto fitotdxico mas evidente en las especies dicotiledoneas que en las
monocotileddneas, siendo P. rhoeas la Unica especie susceptible de ser
controlada en sus estadios iniciales con este compuesto. En S. alba Uni-
camente se produjo una reduccidon temporal del crecimiento sin llegar a
ser letal.

Palabras clave: Sinapis alba, Papaver rhoeas, Lolium rigidum, Bro-
mus diandrus, Cynodon dactylon.

Summary: Assessment of weed control via foliar application
of quinate. In previous studies quinate was accumulated in leaves of
plants treated with amino acid biosynthesis inhibiting herbicides, which
begged the question of whether quinate have the capacity of inducing
the toxic effects of the herbicides. The phytotoxic effects of exogenous
application were more evident when quinate was applied to the nutrient
solution than when it was sprayed onto the foliage. The objective of this
study was to evaluate whether sprayed quinate could control the growth
of some weed species. This was evaluated by spraying quinate to the
leaves of plants of Sinapis alba, Papaver rhoeas, Lolium rigidum, Bro-
mus diandrus and Cynodon dactylon at different phenological states in
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postemergence. Exogenous application of quinate was more phytotoxic
on dicotyledonous species than monocotyledonous species. Papaver
rhoeas was the only species tested that would be potentially affected and
controlled with the application of quinate, specifically in the initial states
of plant development. Growth of S. alba was only temporally arrested af-
ter quinate application, but the treatment was not lethal.

Keywords Sinapis alba, Papaver rhoeas, Lolium rigidum, Bromus
diandrus, Cynodon dactylon.

INTRODUCCION

A pesar de que la aplicacidon de herbicidas es una practica util y efi-
caz en el control de malas hierbas, el uso indiscriminado y repetido de
herbicidas de sintesis con el mismo mecanismo de acciéon ha generado
diversos problemas, relacionados con la aparicién de malas hierbas resis-
tentes y la acumulacion de residuos herbicidas en el suelo y aguas super-
ficiales y subterraneas.

Como alternativa a la aplicacién de los herbicidas convencionales de
sintesis esta el empleo de compuestos naturales, compuestos que serian
no residuales al tener mayor probabilidad de ser degradados bioldgica-
mente, aspecto muy importante desde el punto de vista medioambien-
tal, ademas de presentar distinto mecanismo de accidn.

En estudios previos se detectd una importante acumulaciéon de quinato
tras la aplicacion de dos tipos de herbicidas inhibidores de la biosintesis
de aminoacidos (Orcaray et al., 2010). La acumulacién de quinato, com-
puesto sintetizado en una ramificacion de la ruta del siquimato, como
efecto comun de diferentes tipos de herbicidas permitié plantear su po-
tencial caracter fitotoxico. El estudio de la posible letalidad provocada por
el quinato (dentro de la tendencia actual de buscar nuevos ingredien-
tes activos a partir de compuestos naturales) mostré que en guisante la
aplicacion exdgena de este compuesto a través de la solucion nutritiva
es letal y mas fitotdxica que su aplicacién foliar (Zulet et al., 2013). Sin
embargo, al tratarse de un compuesto natural su persistencia en suelo es
baja, lo que obligaria a una utilizacién practica mediante aplicacion foliar
en postemergencia.

El objetivo del presente trabajo es seguir profundizando en la utili-
zacion del quinato en el control de malas hierbas valorando si la pulve-
rizacion de forma exdgena con quinato controla el crecimiento de las
diversas malas hierbas (dos dicotiledoneas y tres monocotileddneas) y si
resulta letal para las mismas.
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MATERIAL Y METODOS

Se evalud el efecto del quinato sobre diversas especies de malas hier-
bas a diferentes dosis, entre 50 y 400 mM. Se utilizaron dos dicotiledd-
neas: Sinapis alba L. y Papaver rhoeas L. y tres monocotiledoneas Lolium
rigidum Gaudin, Bromus diandrus Roth y Cynodon dactylon (L.) Pers.
Se realizaron aplicaciones foliares de quinato mediante pulverizacién en
post-emergencia sobre plantas crecidas en invernadero y se evalu6 pos-
teriormente el crecimiento (peso fresco y peso seco de las plantas) asi
como los efectos visuales a diferentes tiempos desde la aplicacién.

La siembra de las semillas de S. alba, P. rhoeas, L. rigidum y C. dacti-
lon se realizd distribuyéndolas al azar por toda la parcela elemental. En
este ensayo se utilizaron bandejas de plastico de dimensiones de 50 x
35 x 7cm (superficie 0,125 m?) que contenian una mezcla de perlita y
turba fertilizada en relacion 1:1. La germinacion de B. diandrus se realizd
en placas de agar y posteriormente se transplantaron las plantulas a las
bandejas.

La aplicacion foliar del quinato se realiz6 con un aerdgrafo (Mod. Defi-
nik; Sagola) conectado a un compresor. El quinato (Aldrich) fue aplicado
foliarmente a unas dosis de 50, 100, 200 y 400 mM (9,6; 19,2; 38,4y
76,8 g L!) disolviéndolo en agua con un surfactante alquiléter sulfato
sddico (Biopower al 27,65% p/v, Bayer CropScience) al 5,4% v/v. Cada
bandeja fue dividida en dos. Una mitad se pulverizd con la soluciéon de
quinato (20 mL) y la otra mitad se utilizd como control (Unicamente se
les aplicd Biopower). Una vez obtenido el caldo a aplicar, se ajusto el pH
a 6-6,5 con NaOH para aplicar los tratamientos a pH controlado. La apli-
cacién de todos los tratamientos fue a través de las hojas de las plantas
cuando éstas alcanzaban un estado fenoldgico determinado.

Se realiz6 una comparacion de medias segun la t de Student (p<0,05)
para muestras independientes, comparandose los tratamientos control
y quinato para cada especie y cada concentracion. Como los resultados
estaban expresados en porcentajes se realizd la conversidon arcoseno
(x/100)¥2 previa al analisis.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la dicotileddnea S. alba, las plantas tratadas con quinato fueron
afectadas de manera temporal. La reduccién del crecimiento fue tran-
sitoria, dando una inhibicidn significativa de la biomasa a los 21 dias de
evaluacion (Tabla 1 y Figura 1a) aunque después se recuperaban parcial-
mente. Los bordes de las hojas se presentaban quemados por la accién
del compuesto (Figura 1b).
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Tabla 1. Efecto de la pulverizacion de quinato sobre S. alba (mediaxSE; n=3-6).
* indica diferencias significativas entre plantas control y tratadas con quinato
en el momento del muestreo.

Estado fenoldgico Muestreo Dosis quinato g PF /m? g PS /m?
al tratar (dias) (mM) (% del control) (% del control)
2 hoias 7 400 89,3+ 4,2 88,1+7,9
) 21 400 84,1+3,7* 85,5 + 4,9%

Figura 1. Estado de las plantas de S. alba. 1a) estado a los 21 dias tras el tratamiento:
C=control; Q=quinato; 1b) estado a los 2 dias del tratamiento: detalle de los bordes de
las hojas afectados por el quinato.

En la dicotiledonea P. rhoeas (Tabla 2), se pudo observar que, con la
misma concentracién que se aplicaba al resto de las especies, 400 mM,
el dafio producido en las plantulas era total. La muerte de las plantulas
fue muy rapida y se hacia evidente a las 24 horas desde la aplicacion con
quinato. En el caso de esta especie se evaluaron diferentes concentracio-
nes del compuesto, para ver cudl era la menor que podria seguir man-
teniendo un control significativo sobre ellas. Aunque las concentraciones
mas bajas estudiadas (50 y 100mM) si que producian una reduccién del
crecimiento de las plantulas, no se producia la letalidad observada con
las concentraciones mas altas (200 y 400mM) (Tabla 2 y Figura 2). Los
mayores efectos se consiguieron con la dosis mas alta de 400 mM.

Tabla 2. Efecto de la pulverizacion de quinato sobre P. rhoeas (mediaxSE;
n=3-6).* indica diferencias significativas entre plantas control y tratadas con
quinato en el momento del muestreo.

Estado fenoldgico Muestreo Dosis quinato g PF/m? g PS/m?
al tratar (dias) (mM) (% del control) (% del control)
cotiledones 21 400 6,7 £ 2,3* 59 £ 2%
21 50 49,3 +6,9 46,4 £ 9,9
2 hojas 21 100 33,7+38,9 31,2+ 4,6
21 200 52,9+ 23,9 49,7 £ 21,5
21 400 21,7 £ 11,3 * 26,7 £ 10,9 *
4 hojas 21 200 12,1 +54* 16,2 £ 6,5 *
21 400 12,5 £ 4,4 * 12,3 + 4,0 *
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Figura 2. Estado de las plantas de P. rhoeas tratadas en estado fenoldgico de
2 hojas a los 21 dias. 2a) Q,,=50 mM quinato; C= control. 2b)
Q,,,=400 mM guinato; C= control.

En L. rigidum (Tabla 3 y Figura 3a) tampoco pudieron observarse efec-
tos visuales claros tras la aplicacién de quinato. Se realizaron dos tipos
de ensayo, uno en el que el muestreo se realizaba a los 7 dias y otro en
el que se realzaba a los 21 dias, y el Unico efecto significativo se pudo
observar en la evaluacién a los 21 dias del tratamiento, con un 25% de
reduccién del mismo. Los experimentos realizados con B. diandrus (Tabla
3 y Figura 3b), no resultaron muy significativos ni concluyentes ya que
tras realizar la aplicacién las plantulas quedaban tumbadas sobre la su-
perficie del sustrato, sin vigor (Figura 3b). Dentro de la limitacion de los
resultados obtenidos, la aplicacion de quinato no resulta fitotoxica para
esta mala hierba. La aplicacion de quinato no provocd ningun efecto fito-
téxico sobre las plantas de C. dactylon (Tabla 3 y Figura 3c).

Tabla 3. Efecto de la pulverizacion de quinato sobre L. rigidum, B. diandrus y
C. dactylon. (mediaxtSE; n=4-6).* indica diferencias significativas (dentro
de la misma especie) entre plantas control y tratadas con quinato en el
momento del muestreo.

Altura de Dosis

. Muestreo . PF/m? PS/m?
Especie {?a':?r“(tgnf)' (dias) qz‘,":‘a? (% del c/ontrol) (% del c/ontrol)
L. rigidum 10 7 400 86,4 £ 3,2 94,5 £ 5,2
21 400 78,7 £ 6,5 * 75,4 4,7 *
B. diandrus 6-8 21 400 82,1 £22,2 71,7 £ 16,4
C. dactylon 5 21 400 103,2 + 24,1 115,9 £ 37,3
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Figura 3. Estado de las plantas a los 21 dias de la pulverizacion de Q= 400 mM quina-
to, C=control. 3a) L. rigidum; 3b) B. diandrus; 3c) C. dactylon.

CONCLUSIONES

La aplicacién foliar de quinato produjo un efecto fitotoxico y un control
mas evidente en las especies dicotileddneas que en las monocotiledd-
neas evaluadas. El quinato produjo una reduccion temporal del creci-
miento de plantas de S. alba, seguido de una recuperacién parcial. P.
rhoeas fue la Unica especie que podria llegar a controlarse con quinato,
ya que este compuesto produjo una letalidad completa tras aplicaciones
de quinato 400 mM sobre plantulas en todos los estadios evaluados y
una importante reduccion del crecimiento (50-90%) tras aplicaciones
de 200 mM sobre plantas con 2 0 4 hojas. Ninguna de las tres especies
monocotileddneas evaluadas L. rigidum, B. diandrus y C. dactylon se vio
afectada significativamente por el tratamiento con quinato.
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Resumen: El objetivo de este estudio fue optimizar el angulo de po-
sicionamiento del sensor Kinect para la reconstruccion de la estructu-
ra tridimensional de Xanthium strumarium L., Datura stramonium L. y
Chenopodium album L., utilizando para ello algoritmos que permiten
la captura y combinacidon de imagenes de profundidad y RGB. Se han
comparado diferentes angulos, fijando en cada uno de ellos el sensor
Kinect de forma estatica respecto de la planta objetivo. Los resultados
han confirmado la correlacidon entre la biomasa de malas hierbas y el
area estimada con el sensor. La estimacion de la altura de las plantas
también fue adecuada, con una media de 2cm de error dependiendo de
la posicion del sensor. Sin embargo, aunque el sensor ha mostrado su
capacidad para la creacion de modelos tridimensionales, el adecuado po-
sicionamiento del sensor es fundamental para la correcta reconstruccion
de plantas. La posicién ideal del sensor debe ser elegida de acuerdo a la
especie a medir y su estado fenoldgico. Estos resultados sugieren que
Kinect es una herramienta Util para caracterizar de forma rapida y fiable
las malas hierbas, con importantes ventajas sobre otros sensores debido
a su bajo coste, bajo requerimiento energético y alta frecuencia de trans-
mision de imagenes.

Palabras clave: Kinect, agricultura de precision, sensores.

Summary: 3D reconstruction of weeds using depth cameras. The
objective of this study was to optimize the positioning angle of a Kinect
sensor for reconstructing the three dimensional structure of weeds, using
Kinect fusion algorithms to generate a 3D point cloud from the depth video
stream. The sensor was mounted in different positions facing the plant in
order to obtain depth (RGB-D) images from different angles. The results
confirmed the correlation between ground truth (e.g. weed biomass) and
the measured area with Kinect. In addition, plant height was accurately
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estimated with a few centimeters error. However, although the Kinect sen-
sor has shown its ability for plant reconstruction, proper positioning of the
sensor is critical for correct reconstruction of plants. The best position of
the sensor must be chosen according to the species to be measured and
their growth stage. These results suggest that Kinect is a promising tool
for a rapid and reliable weed characterization, with several important ad-
vantages such as low cost, low power requirement and a high frame rate.

Keywords: Kinect, angle of view, plant structure characterization.

INTRODUCCION

Los sistemas de caracterizacion geométrica de plantas pueden ser uti-
lizados por sistemas especificos para manejar de forma mas eficiente
los insumos en las explotaciones agricolas. Por ejemplo, existen nume-
rosas técnicas para adquirir informacion con la que generar modelos 3D
de plantas, los cuales pueden utilizarse para una aplicacion diferenciada
de productos fitosanitarios. Entre estas técnicas pueden citarse siste-
mas que utilizan sensores radar (Bongers, 2001), rayos (Stuppy et al.,
2003), resonancia magnética, imagen digital, ultrasonidos (Andujar et
al., 2011), laser (Méndez et al., 2014), visidén estereoscopica (Andersen
et al., 2005), etc. Actualmente, una propuesta novedosa consiste en uti-
lizar cdmaras de profundidad. Quienes defienden el empleo de este tipo
de camaras, lo justifican por su bajo coste de adquisicion y sus grandes
posibilidades de uso (Dal Mutto et al., 2012). Entre los sistemas mas co-
nocidos se encuentran Asus Xtion™ o Microsoft Kinect™ (Microsoft, Red-
mond, USA), dos sistemas capaces de adquirir nubes de puntos de una
forma rapida y con informacion asociada del espectro RGB. Estas cama-
ras proporcionan una imagen con informacion de profundidad en cada
pixel, asignando un valor entre 1 y 4000 para representar el valor en
milimetros de la distancia hasta el primer objeto que detecta la camara.
Una de las aplicaciones de este tipo de cdmaras en agricultura es el feno-
tipado de plantas (plant phenotyping), es decir, definir las caracteristicas
fisicas de las plantas, especialmente aquellas caracteristicas que se pue-
den detectar, pudiendo asi relacionar la genética con la ecofisiologia ve-
getal y la agricultura. Existen varios antecedentes en este sentido: Chen
et al. (2012), utilizando un sensor Kinect consiguieron construir modelos
de plantas de maiz, reconstruyendo su estructura y calculando parame-
tros como el indice de area foliar (LAI) y el angulo de distribucién de ho-
jas (LAD). Chéné et al. (2012) identificaron con éxito la forma de hojas,
mejorando los resultados obtenidos con una camara RGB.

El objetivo principal del presente trabajo consistié en valorar las posi-
bilidades de uso de camaras tipo Kinect para la reconstruccion de malas
hierbas en estado temprano de desarrollo, contrastando diferentes angu-
los de visién del sensor para la obtencion de modelos digitales.
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MATERIAL Y METODOS

En este estudio se utilizé un sensor Kinect para Windows v1 (Microsoft
Corporation) instalado en una estructura fija que permitia modificar el
angulo de visién de la cdmara respecto a la planta objetivo. Kinect esta
integrado por una camara RGB, un sensor de profundidad y un proce-
sador interno con software que permite la captura de nubes de puntos
en 3D. La cdmara cuenta con dos tipos de resolucion grafica (320x240
y 640x480 pixeles) a una frecuencia de actualizacion de 30 fps (frames
per second). Cada una de las lecturas tiene un campo de visién horizon-
tal y vertical de 57 y 43 grados respectivamente con una profundidad
de visién de hasta 4 m. Para detectar la profundidad, Kinect utiliza un
emisor IR (infrarrojo) para la creacién de una nube de puntos. Es decir,
Kinect calcula la distancia entre cada punto y el sensor. Para las lecturas
fue necesario el SDK (Software de Desarrollo de Kinect) de Kinect desa-
rrolladores, que permite acceso al cddigo y las herramientas para realizar
aplicaciones en entornos Windows.

Las medidas se realizaron en laboratorio bajo condiciones controladas
de iluminacién debido a las interferencias de alta iluminacién sobre el
sensor IR de Kinect. El proposito de las mediciones fue evaluar la preci-
sion de los modelos 3D obtenidos con plantulas de malas hierbas desde
un angulo fijo, utilizando para ello una cdmara de profundidad. Debemos
tener en cuenta que la identificacion de malas hierbas tiene una particu-
laridad debida a la ventana de tiempo existente entre su deteccién y el
posterior tratamiento dirigido a su control. Es decir, se necesita un rapido
procesamiento de la informacién. Sin embargo, la obtencion de mode-
los tridimensionales completos desde mdultiples angulos es técnicamente
costosa dada la elevada resolucion espacial y, consecuentemente, el gran
requerimiento en la velocidad de procesamiento. En este sentido, el an-
gulo de vision (i.e. el posicionamiento del sensor sobre una plataforma
movil) se convierte en un parametro fundamental a la hora de crear el
mejor modelo de las plantulas objetivo.

Las medidas se hicieron en 10 plantas de Xanthium strumarium L.,
Datura stramonium L. y Chenopodium album L. modelizadas en un esta-
do fenoldgico BBCH 11 a 15 susceptible de recibir un tratamiento herbici-
da (Hess et al., 1997). Las medidas fueron tomadas a 0,8 m de distancia
entre la planta y el sensor desde diferentes angulos: visiéon cenital (0°),
lateral (45°) y frontal (90°) (Figura 1). Para ello, cada planta se coloco
en una plataforma giratoria, realizandose un giro completo de la planta,
manteniendo el sensor colocado en cada uno de los angulos citados so-
bre la estructura de fijacion. Las medidas se tomaron durante un tiempo
de 10 segundos en cada una de las posiciones, utilizando el software
Skanect® que permite la fusion de las nubes de puntos proporcionadas
por el sensor, mediante el acceso al SDK. La verdad terreno para validar
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los diferentes modelos 3D consistié en las medidas de biomasa y altura
reales de las plantas, calculando el grado de acuerdo entre valores reales
y valores estimados con el sensor.

Figura 1. Posicionamiento esquematico del sensor: 1) vision cenital (0°);
2) vision lateral (459); y 3) vision frontal (900°).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados mostraron que este tipo de camaras permite una re-
construccién rapida en pocos segundos vy fiable de las plantas. La pre-
cision del sistema mejord sustancialmente en estados fenoldgicos mas
avanzados. Por ejemplo, las malas hierbas con una altura de 8-11 cm
fueron correctamente reconstruidas, pudiéndose reconocer su estructura
basica (Figura 2).

Figura 2. Reconstruccion 3D de Xanthium strumarium (arriba) y Chenopodium album
(abajo) creada por superposicion de nubes de puntos usando un sensor Kinect a 0,8 m
de distancia y un angulo de inclinacién de 45°.
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Debido a que el soporte de la planta era visible en la reconstruccion
tridimensional, la altura fue facil de medir y mostré errores inferiores
a 2 cm en la mayoria de los casos, excepto en las medidas tomadas a
900. Un caso similar se encontrd en un estudio con plantas de Salix spp.,
donde las ramas pequefias inferiores a 6 mm eran imposibles de detectar
con camaras de profundidad (Nock et al., 2012).

Respecto al angulo de posicionamiento del sensor, se han observado
diferencias en funcion de la especie analizada, debido fundamentalmente
a su estructura. En el caso de X. strumarium y D. stramonium, la vision
cenital permitid una correcta caracterizacion de la estructura de la plan-
ta. Sin embargo, la reconstruccion fue peor en el caso de la vision fron-
tal, posiblemente por la disposicion perpendicular de las hojas respecto
al sensor. En general, se ha encontrado una buena correlaciéon entre los
valores reales de altura y biomasa, y los valores estimados de altura y
area utilizando angulos de 0° y 459, En cambio, la vision frontal no mos-
trd ningun valor significativo (Tabla 1). Estos resultados sugieren que la
arquitectura de estas especies dicotiledoneas, con las hojas orientadas
en paralelo a la superficie del suelo, favorece la reconstrucciéon del mo-
delo 3D desde los angulos cenital y lateral comparados con la posicion
frontal del sensor. Los valores obtenidos para C. album fueron diferentes,
mostrando un menor grado de acuerdo con las medidas reales. Sola-
mente, la altura resultd significativa, mientras que la biomasa no fue co-
rrectamente estimada.

La problematica asociada a la caracterizacion de malas hierbas en es-
tadios tempranos es un reto interesante. La reconstruccion de plantas
en estadios mas avanzados es mas fiable y facil. Sin embargo, en el mo-
mento éptimo de tratamiento, las plantas tienen un tamafio menor dificil
de captar con camaras de bajo coste con limitaciones en cuanto a resolu-
cion de la cdmara. A este problema se unen ciertas restricciones relativas
a las condiciones ambientales. Por ejemplo, la alta radiacion solar impide
la toma de datos en dias soleados.

Tabla 1. Coeficientes de correlacion entre medidas reales de biomasa y
altura respecto a los parametros de area y altura estimados por Kinect desde
diferentes angulos de vision.

Xanthium strumarium Datura stramonium Chenopodium album
Angulo Biomasa Altura Biomasa Altura Biomasa Altura
0° 0,750** 0,89** 0,840%** 0,92%* 0,530 0,76*
450 0,815** 0,91** 0,790%** 0,92%* 0,330 0,79%*
90° 0,260 0,57 0,350 0,81* 0,660 0,62

*Correlacién significativa a P<0,05; ** Correlacién significativa a P<0,01.
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La problematica asociada a las mediciones con Kinect v1 podria ser re-
suelta con nuevos algoritmos y hardware para la realizacion de medidas
en las condiciones de luminosidad de campo. Debido a los problemas de
iluminacion en los cuales la radiacion IR afecta a su uso en exteriores, las
mediciones con condiciones de alta luminosidad impide su uso en tareas
agricolas a pleno dia. El uso de filtros 0 medios de sombreo posibilita me-
jorar la calidad de las mediciones, aunque para llegar a un grado acep-
table de reconstruccion es necesario que se realicen estas mediciones
durante la manana, tarde o en dias con alta nubosidad. La nueva version
del sensor (Kinect para Windows v2) mejorara notablemente las pres-
taciones en cuanto a trabajo en exteriores, ya que incorpora un sensor
de medicidn por tiempo de vuelo que permite la lectura bajo cualquier
condicién de iluminacidn, con mayor precision y penetracion en la planta.
Ademas, dispone de una cdmara en alta definicién (HD) que permite ma-
yor resolucién en el espectro RGB. La nueva version del sensor permitira
obtener imagenes mas claras y precisas; sin embargo, el procesamiento
y la mayor cantidad de informacién hace necesario disponer de nuevos
y mejores algoritmos para poder trabajar en agricultura. Por otro lado,
todas estas caracteristicas mejoradas no tienen validez si el sensor no es
correctamente colocado y orientado para la deteccion de malas hierbas
en el cultivo. Otras utilidades del sensor podrian estar en los sistemas de
guiado o cualquier otra aplicacion en el campo de la robética agricola.
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Resumen: Los vehiculos aéreos no tripulados (UAVs) son una tec-
nologia emergente en el estudio de parametros agricolas por sus ca-
racteristicas y por portar sensores en diferente rango espectral. En este
trabajo se ha detectado y cartografiado rodales de malas hierbas en
fase temprana mediante analisis OBIA para elaborar mapas que opti-
micen el tratamiento herbicida localizado. Se ha aplicado resampling
(resampleo) sobre imagenes tomadas en campo desde un UAV (UAV-I)
para crear una nueva imagen con distinta resolucion espacial. A las ima-
genes resampleadas (RS-I) se les evalud la calidad espacial y espectral
y la eficacia de nuestro analisis en la deteccién de malas hierbas. Los
resultados de las imagenes RS-I muestran una precision similar a las
imagenes UAV-I siendo factible su utilizacién en tecnologias de manejo
localizado de malas hierbas. Se discuten las ventajas del uso de la téc-
nica de resampling en imagenes UAV.

Palabras clave: Agricultura de precision, teledetecciéon, mapas, drones.

Summary: Evaluation of resampling applied to UAV imagery for
weed detection using OBIA. Unmanned aerial vehicles (UAV) are an
emerging technology for the study of agriculture parameters due to its cha-
racteristics and the availability of embedding sensors with different spectral
range. In our study, the detection and mapping of weeds in early pheno-
logical stage allowed to design a strategy for the optimizing of herbicide
treatment. In this work, resampling is used to create a new version of an
image with a different spatial resolution, using real UAV imagery. A spatial
and spectral quality evaluation was carried out to resampled images (RS-I),
and then, our workflow for weed detection applied. The results showed that
RS-I and UAV-I showed similar accuracy on weed detection and thus could
be used for site-specific weed management achieving a percentage of sa-
vings in the herbicide. Opportunities of using RS-I are discussed.

Keywords: Precision agriculture, remote sensing, maps, UAV.
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INTRODUCCION

La distribucion en rodales y la variabilidad en densidad y especie de
las malas hierbas en los cultivos ha sido demostrada (Lopez-Granados,
2011). Sin embargo, para controlarlas, en la mayoria de los casos, se
aplica herbicida de forma uniforme en el campo generando gastos inne-
cesarios. Esta situacion puede solventarse mediante un control localiza-
do de las infestaciones presentes en el campo de cultivo. Para estados
fenoldgicos tardios se han creado mapas de malas hierbas a partir de
imagenes de satélite y aéreas; pero en fase temprana, la baja resolu-
cion espacial que presentan dichas imagenes (>50cm/pixel) no permite
distinguir la mala hierba del cultivo. El UAV surge como alternativa que
cumple los requisitos de generar imagenes con alta resolucion espacial
y espectral. Pefia et al. (2013) emplearon el analisis de imagen basado
en objetos (Object-Based Image Analysis, OBIA) para la discriminacion
temprana de malas hierbas en maiz mediante imagenes UAV sin mosai-
car. No obstante, para cubrir la superficie de toda la parcela y localizar
los rodales es necesario emplear imagenes orto-mosaicadas.

El Resampling es una técnica matematica usada para crear una nueva
imagen (RS-I) con un tamafo diferente de pixel (Dogson, 1992) que se
ha empleado desde los afos 70 para la fusion de imagenes de satéli-
te con distinta resolucién. En el caso de aplicar resampling a imagenes
tomadas con UAV (UAV-I), se persigue obtener una nueva imagen que
simule una altura de vuelo mayor (con menor resolucion espacial) a par-
tir de una imagen de baja altitud (alta resolucion espacial) para reducir
costes econdmicos (menor nimero de vuelos), tiempos y optimizar el
analisis (mapas se obtienen en menor tiempo).

Por lo anterior, los objetivos de este trabajo fueron: 1) resamplear
imagenes UAV a diferentes alturas de vuelo y evaluar su calidad espa-
cial y espectral, 2) aplicar el proceso OBIA en RS-I y UAV-I, 3) comparar
los mapas de malas hierbas resultantes en cada tipo de imagenes, y 4)
valorar las ventajas del resampling en relacion a la optimizacion de la
tecnologia UAV.

MATERIAL Y METODOS

Localizacion, vuelos y sensores

El estudio se realizd en dos campos de girasol de 1 ha (Campol y
Campo2) en la provincia de Sevilla (coordenadas UTM X=295.400m
Y=4.156.107m, y X=295.112m Y=4.155.611m, respectivamente). El
estado fenoldgico tanto de las malas hierbas como del cultivo era: fase
principal 1, de 4 a 6 hojas verdaderas segun escala BBCH (Meier, 1997).
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Las imagenes fueron tomadas mediante un quadrocopter UAV modelo
md4-1000. Se tomaron las imagenes utilizando dos sensores, una cama-
ra convencional visible (RGB) Olympus PEN E-PMI y una multiespectral
Tetracam mini-MCA-6 (TTC; RGB+NIR, infrarrojo cercano), el dia 7 de
mayo 2014 a diferentes alturas de vuelo: 30, 60 y 100m. No obstante, el
vuelo a 60m con RGB en el Campol no ha podido ser estudiado por pro-
blemas de descarga de las imagenes en el ordenador. Informaciéon mas
detallada de la configuracién de los vuelos y especificaciones del vehiculo
y cdmaras pueden encontrarse en Torres-Sanchez et al. (2013). Para
mosaicar las imagenes se empled el software Agisoft Photoscan Profes-
sional Edition (Agisoft LLC, St. Petersburg, Rusia).

Resampling: degradacion espacial de imagenes de alta calidad

La UAV-I generada del vuelo a 30m (resolucién espacial 1,07cm para
RGB y 1,16cm para TTC) fue degradada para simular las resoluciones
espaciales de vuelos a 60 y 100m de altura. Para crear las RS-Is se em-
pled el método de resampling del vecino mas préximo (nearest neighbor,
NN) en el software ENVI (ENVI 5.0, Research Systems Inc. Boulder, CO,
USA). Se opta por la técnica NN si la nueva imagen ha de ser clasificada
por dos motivos: mantiene los niveles digitales de los pixeles al realizar
simplemente un reajuste posicional (se asigna al nuevo pixel el valor del
mas cercano de la imagen de partida), y por la sencillez de su implemen-
tacion (Dogson, 1992). Se crearon 7 imagenes, 3 para Campol y 4 para
Campo2.

A las RS-Is se les realizé una evaluacion visual y matematica de la
calidad espacial y espectral. La fiabilidad posicional (calidad espacial) fue
estimada mediante un test de la American Society of Photogrammetry
and Remote Sensing (ASPRS, 1990). Dicho test establece tres categorias
de calidad acorde al Error Medio Cuadratico (RMSE, de las siglas en in-
glés Root-Mean-Square Error) siendo clase 1 la mas precisa, con un valor
maximo de 1,25cm, y las restantes categorias dos y tres veces menos
exactas. El RMSE en este caso corresponde a la diferencia en las coorde-
nadas entre las RS-Is y UAV-Is de 20 puntos de muestreo seleccionados.
Los valores espectrales se compararon mediante histogramas para com-
probar que no se habian modificado los niveles digitales de los pixeles.

Deteccion de malas hierbas

Como primer paso, se delimito el area a estudiar con el fin de com-
parar superficies iguales. A las RS-Is y UAV-Is se les aplicd un algoritmo
OBIA para la deteccidon de rodales de malas hierbas desarrollado en el
software eCognition Developer 8.9 (Trimble GeoSpacital, Munich, Ger-
many) y basado conceptualmente en el algoritmo OBIA disefiado para
cultivo de maiz en imagenes no mosaicadas por Pefa et al. (2013). Para
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determinar la idoneidad de la aplicacion del algoritmo OBIA en las RS-Is
se compararon los resultados obtenidos con los de las UAV-Is reales to-
madas en campo (mismo sensor, alturas y campo) del area infestada de
malas hierbas que requeria tratamientos localizados. Ademas, se evalud
la discriminacion de mala hierba dentro de 32 marcos de 1 m? distribui-
dos por todo el campo. Estos marcos de muestreo fueron representativos
del grado de infestacién observado en cada campo. Los marcos se cla-
sificaron visualmente en 4 categorias: 0 correspondidé a la no presencia
(zona libre de mala hierba), 1 a baja infestacion (30-50 pixeles infesta-
dos en la UAV-I de 30m), 2 a media infestacion (unos 75 pixeles) y 3 a
alta infestacién (mas de 100 pixeles). Por otra parte, se establecieron
7 umbrales de deteccion en base al porcentaje de cobertura de mala
hierba como regla de decisidn para la aplicacion de herbicidas. Desde el
0% (herbicida se aplica en el momento que la presencia es detectada)
al 15% de drea infestada (tratamiento si la cobertura de mala hierba es
>15%) con incrementos de 2,5. Los marcos de muestreo fueron clasifi-
cados en Tratar o No_tratar en funcion de si el umbral era rebasado en la
RS-Iy la UAV-I para cada campo, altura y cdmara.

RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacion de la similitud y calidad entre RS-I and UAV-I

Las resoluciones espaciales de RS-Is y UAV-Is a 60 y 100m fueron
analogas debido a que el tamafio de pixel es funcidn de la altura y sensor
empleado. Los resultados del test de calidad espacial llevado a cabo en-
tre los dos tipos de imagenes mostraron que todos los valores de RMSE
obtenidos fueron menores a 1,25cm. Por lo tanto, las RS-Is creadas per-
tenecieron a la clase 1, la de mayor calidad segun el test ASPRS. Ade-
mas, los histogramas de las imagenes fueron semejantes (test de calidad
espectral), indicando que la técnica de resampling elegida no modific
los valores digitales.

Deteccion de mala hierba: mapeo y fiabilidad

Se localizaron las lineas de cultivo con un 95% de exactitud. Este he-
cho no se consiguidé Unicamente por la buena ejecucién del resampling
sino por el mosaicado realizado para construir la UAV-I de 30m. Si los
mosaicos no hubiesen mostrado alta calidad, las lineas de cultivo hu-
bieran aparecido interrumpidas sin una buena georreferenciacion y el
proceso de clasificacion se hubiese visto afectado negativamente (Go-
mez-Candon et al., 2014). La correcta union y el mosaicado de las fotos
es imprescindible para lograr la deteccidon de mala hierba localizada entre
las lineas de cultivo y es mas complejo en escenarios agricolas que en
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otros casos debido al patron de distribucion repetitivo de las hileras de
cultivo y a la carencia de elementos invariantes en las parcelas.

Como primer resultado, se obtuvo el area a tratar para ambos cam-
pos, camaras Y alturas en las RS-Is y UAV-Is. En todos los casos, excepto
para RGB a 100m de altitud, en las RS-Is se tendié a detectar mayor
cobertura de mala hierba y por consiguiente, el area a tratar fue mayor.
Desde un punto de vista agronémico, la sobreestimaciéon de infestacion
es preferible ya que los agricultores prefieren tratar mas superficie, aun
incluyendo zonas sin presencia, para no asumir riesgos y asegurar el
control de las malas hierbas (Pefa-Barragan et al., 2007). Aunque di-
fieran ambos tipos de imagen, se consiguié un importante ahorro de
herbicida frente al manejo tradicional. La discrepancia pudo deberse a
la calidad de la informacion espectral: los pixeles de las RS-Is a 60m de
altura de vuelo preservaron el valor espectral original de la UAV-I a 30m
(pixel de 1,07cm para RGB y 1,6cm para TTC) frente a los pixeles de
UAV-I a 60m que pudieron presentar mezcla espectral debido a su mayor
tamafo (2 y 3,2cm respectivamente).

La deteccion de mala hierba entre RS-I y UAV-I se realizd en toda la
superficie del campo (Figura 1) evaluando el porcentaje de acierto en la
clasificacién en los 32 marcos de muestreo en funcion de los umbrales
establecidos.

Figura 1. Ejemplo de mapas de malas hierbas (en oscuro) en Campol a 60m con TTC:
1a) UAV-I; 1b) RS-I. Se muestra también la discriminacién de las hileras de siembra y
del suelo desnudo.

En la Tabla 1 se observan los mejores resultados en las RS-Is pro-
cedentes de UAV-Is tomadas con TTC llegando a alcanzarse 100% de
acierto (misma clasificacién en todos los marcos). La tendencia fue que
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el porcentaje de acierto aumenta con el umbral. Se debe a que OBIA
detecta mejor una mayor cobertura de mala hierba al abarcar mayor
numero de pixeles lo que aumenta la diferencia espectral frente al sue-
lo. Ello se comprobd examinando los marcos por niveles de infestacion.
En el Campo1l se obtuvo un 100% de acierto en las categorias 2 y 3,
mientras que en las otras dos se alcanzd un 70%. En el Campo 2, el
100% se logro en la categoria 3, siendo un 70% en las categorias 0, 1
y 2. Desde un punto de vista agronémico, es deseable detectar con ma-
yor precision las categorias correspondientes a las mayores densidades
de malas hierbas (es decir, 2 y 3), y de este modo ser mas efectivo en
los tratamientos de control.

Tabla 1. Porcentajes de acierto en la clasificacion de los marcos de muestreo
(Camara visible: RGB; Camara multiespectral, TTC: RGB + NIR).

Umbrales
Campo Sensor Altura (m) 0 5 10 15
1 RGB 100 84 88 88 81
TTC 60 81 100 94 97
100 84 97 100 91
2 RGB 60 84 88 91 94
100 63 75 88 91
TTC 60 84 94 97 94
100 69 91 91 94

Segun la precision de los resultados obtenidos, la metodologia UAV
puede beneficiarse del resampling. Por ejemplo, la aplicacién de OBIA
en la UAV-I de 30m tarda aproximadamente 90 minutos y para la
RS-I de 100m se tarda 15 minutos (85% menos). Al ser la cartogra-
fia de los rodales de malas hierbas en la RS-I a 100m similar a la de
UAV-I, se sugiere no volar a dicha altura y resamplear la UAV-I de
menor altitud para evitar las posibles distorsiones por viento en alti-
tudes altas. Ademas, si el rodal de malas hierbas es menor al tamano
de pixel de la UAV-I a 100m (5,4cm) se produciria una mezcla entre
el suelo y la mala hierba dentro del pixel. Igualmente seria posible
crear RS-I cuando un conjunto de imagenes a distintas alturas tiene
que ser comprobado y ocurre alguna incidencia que no permite ter-
minar la toma de imagenes para acabar el experimento. También se
sugiere aplicar RS-I en un test preliminar donde se quieren extrapo-
lar los resultados a dreas mas extensas facilitando la toma de deci-
sion de la realizacidon del vuelo a mayor altitud si los resultados son
satisfactorios.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos muestran la idoneidad del uso del resam-
pling-NN para optimizar las limitaciones que se presentan a lo largo de
todo el proceso de obtencidon de mapas de mala hierba. Hasta el momen-
to, no habia sido publicada ninguna evaluaciéon cuantitativa de la calidad
de RS-I procedentes de UAV-I orto-mosaicada para deteccion temprana y
mapeo mediante OBIA. El hecho de realizar nuestro estudio con dos ca-
maras y en dos campos indica que nuestros resultados son consistentes.
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OP’TIMIZACI()N DE ALGORITMOS PARA SEGMENTA-

CION POR VALOR UMBRAL APLICADO A DETECCION

DE MALAS HIERBAS EN IMAGENES PROCEDENTES DE
VEHICULOS AEREOS NO TRIPULADOS
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Lopez-Granados F.

Instituto de Agricultura Sostenible, IAS-CSIC,
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Resumen: En este trabajo se ha buscado la implementacién de una
alternativa al método de Otsu (1979) desarrollada por Hui-Fuang Ng
(2006), el cual maximiza la diferencia entre varianzas espectrales y rea-
liza una busqueda multiumbral. En el estudio se emplearon imagenes
procedentes de vehiculos aéreos no tripulados (UAVs) tomadas en culti-
vos de maiz y girasol. Con una Unica ejecucion del algoritmo en un en-
torno de andlisis orientado a objetos, se discriminan aquellos objetos
correspondientes a la fraccidén vegetal del suelo desnudo y se estima un
umbral diferenciador entre cultivo y malas hierbas que contribuya a un
subsiguiente proceso de clasificacion. La técnica de Hui-Fuang detect6 un
mayor porcentaje de vegetacidn en todos los casos estudiados, oscilando
el incremento entre un 3% y un 20%.

Palabras clave: Agricultura de precisién, drones, sensores remotos,
teledeteccion.

Summary: Optimizing algorithms for thresholding segmentation
applied to weed detection on UAV remote images. This works aimed
to implement an alternative to Otsu’s method (1979) developed by Hui-
Fuang Ng (2006), which maximizes the difference between spectral va-
riances and performs a multithreshold seeking. Unmanned aerial images
taken in maize and sunflower crops were used in the research. In a single
algorithm execution applied to an Object Based Image Analysis environ-
ment, the objects corresponding to both the vegetation fraction and bare
soil are discriminated and a threshold to separate crop from weeds was
also estimated, making easier a subsequent classification process. Fui-
Huang'’s technique provides a higher percentage of vegetation detection in
all the cases, with an improvement which ranges from 3% to 20%.

Keywords: Precision agriculture, drones, sensors, remote sensing.
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INTRODUCCION

El Analisis Orientado a Objetos (OBIA, Object Based Image Analysis)
permite estudiar las imagenes remotas atendiendo a criterios espaciales
y espectrales (Pefia et al., 2013). A diferencia de los métodos basados en
pixeles, mediante OBIA se segmentan las imagenes agrupando pixeles
en objetos, otorgandoles atributos y estadisticas que facilitan la clasifica-
cion de las mismas. OBIA puede resultar muy Util para deteccién de ma-
las hierbas ya que éstas suelen presentar una distribuciéon en agregados
y los objetos obtenidos de la agrupacion de pixeles infestados de malas
hierbas pueden posibilitar su discriminacion y posterior cartografia. Antes
de realizar cualquier tipo de analisis sobre la fraccion vegetal (malas hier-
bas + cultivo) presente en las imagenes, el primer paso es separar suelo
desnudo de vegetacion. Empleando el software apropiado y un algoritmo
de determinacion de umbral entre varianzas espectrales (Otsu, 1979)
se puede automatizar este proceso para obtener objetos diferenciados
de ambas categorias (suelo + vegetacidn) y posteriormente seguir los
procedimientos de andlisis para discriminar entre cultivo y malas hierbas.

Gracias a los Vehiculos Aéreos no Tripulados o UAV (Unmanned Aerial
Vehicles) es posible realizar vuelos a muy baja altura que generan ima-
genes de muy alta resolucidn espacial, permitiendo la deteccion de suelo
desnudo, hileras de cultivo y rodales de malas hierbas en emergencia
temprana. La clasificacion por umbrales Otsu es efectiva para separar
suelo de fraccidn vegetal aunque en ocasiones presenta limitaciones para
distinguir posteriormente malas hierbas de cultivo, como por ejemplo
ocurre en el cultivo de trigo dada su escasa separacién entre hileras (To-
rres-Sanchez et al., 2014).

Los objetivos de este trabajo son: 1) estudiar una variante del método
Otsu desarrollada por Hui-Fuang Ng (2006), que propone un modo alter-
nativo de calcular el umbral de separacion de varianzas, 2) determinar la
fraccion vegetal (malas hierbas + cultivo) que detecta cada método, y 3)
estimar el porcentaje de vegetacion de cada tipo detectado dentro de la
fraccion vegetal total.

MATERIAL Y METODOS
Areas de estudio

El estudio se realiz6 en dos campos, uno de maiz (provincia de Cordo-
ba, coordenadas WGS84: 37,938N, 4,625W) y otro de girasol (provincia
de Sevilla, coordenadas WGS84: 37,524N; 5,318W). El campo de maiz
se sembrd el 14 de abril de 2014 a una dosis de siembra de 6 kg ha' y
estaba infestado de Sorghum halepense L. Pers. El campo de girasol se
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sembro el 25 de marzo de 2014 y presentaba infestaciones de Amaran-
thus blitoides L., Sinapis arvensis L y Convolvulus arvensis L. Tanto los
cultivos como las malas hierbas estaban en estado fenoldgico temprano
con 4-6 hojas verdaderas o inicio de encafiado (BBCH extended scale
code 14, Meier, 2001). La pendiente media en ambos campos no supera-
ba el 1% de elevacién.

Sobre cada campo se tomo un vuelo los dias 6 y 7 de mayo de 2014
en maiz y girasol, respectivamente. La altura de toma de las imagenes
en los dos casos fue de 30 metros sobre el nivel del suelo. Para el estudio
del Girasol, adicionalmente, se emplearon técnicas de remuestreo espa-
cial en la imagen de 30 metros para obtener otra de 60 metros y poder
comparar la influencia de la altura en la efectividad de los algoritmos.
Como puntos de muestreo fueron establecidos 49 marcos rectangulares
de 1 m? cada uno, en disposicion regular de 7 x 7 m. Dos de los marcos
quedaron fuera durante la toma de imagen en el campo de maiz, redu-
ciendo en su caso el total a 47 muestras.

Caracteristicas del UAV y preparacion de las imagenes

Se empled un UAV multirrotor modelo MD4-1000 (microdrones GmbH,
Siegen, Alemania) en el que se instalé una camara PEN E-PM1 (Olympus
Corporation, Tokyo, Japdn) capaz de tomar imagenes de 12 megapixeles
en el rango visible RGB, con 8 bits de resolucién radiométrica y equipado
con zoom Optico de 14-42 mm.

Para la segmentacion de cada imagen en objetos se transformaron las
bandas RGB a sus versiones normalizadas, aplicando posteriormente el
indice de vegetacion Excess Green para facilitar una mayor precision en
la clasificacion de la fraccion vegetal en las alturas de vuelo utilizadas
(Torres-Sanchez et al., 2014):

R G B
Brv=%37¢+8 “““%T3cs8 " ®3icso

Otsu-Valley (Hui-Fuang, 2006)

La alternativa a Otsu (1979) propuesta por Hui-Fuang (2006) esta-
blece que el umbral éptimo para separar la imagen en clases diferen-
ciadas reside en el valor del histograma espectral situado entre sus dos
picos maximos (de ahi su denominacién en inglés como Valley). La ecua-
cion para calcular dicho umbral otorga un peso a cada valor potencial de
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umbralizacién que es mayor cuanto menor sea su frecuencia p, de apari-
cion, considerando como otras variables significativas la probabilidad w y
la media py de cada clase que resulte de realizar la clasificacion:

£ = n:I?_:lfLsIl{l 1—p i wq(B)ui(t) +wa(tiui(t))]

Este método puede generalizarse para calcular simultdneamente mas
de un umbral de separacién. Aplicado de esa manera, el algoritmo trata
de determinar durante la ejecucion un valor de umbral que separe el
suelo desnudo de las malas hierbas y otro para separar las malas hierbas
del cultivo. La ecuacién para el nuevo método es:

M-1
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RESULTADOS Y DISCUSION

A cada imagen procedente de cada campo, se aplicaron tanto el al-
goritmo de Otsu (1979) tradicional como la alternativa Valley, buscando
los porcentajes detectados de cultivo, malas hierbas y fraccién vegetal
total mediante el software eCognition Developer 9.0. Para cada uno de
los marcos colocados sobre el terreno sobrevolado, estos porcentajes
se contrastaron con aquellos calculados gracias a los datos graficos y
posicionales de verdad-terreno recopilados durante la ejecucion de los
vuelos, arrojando un porcentaje global de deteccion por cada categoria
(fraccidn vegetal total, cultivo y malas hierbas).

En todos los casos estudiados, Valley logré detectar una mayor canti-
dad de vegetacion, ofreciendo ademas un umbral preliminar de subdivi-
sidn entre las malas hierbas y el cultivo. La diferencia es especialmente
significativa para el caso de malas hierbas, ya que el método Valley me-
jora entre un 15% y un 20% la deteccidn con respecto al método Otsu
(1979). En la discriminacion de la fraccion vegetal, ambos métodos ofre-
cen una buena tasa de deteccidn, proporcionando Valley una mejoria del
4-8%. Para los cultivos este porcentaje se reduce al 3-6%, resultando
practicamente igual en la imagen de girasol tomada a 30 metros.

Tabla 1. Porcentaje de vegetacion (cultivo + malas hierbas) detectada en el
campo de girasol utilizando el vuelo a 30m (media + DE; n° de marcos para
verdad terreno = 49). En negrita se destacan los porcentajes mas elevados.

% Fraccion Vegetal % Cultivo % Malas Hierbas Umbral
Método Otsu 91,62 + 11,58 99,04 £ 3,99 70,13 £ 31,53 0,04
Método Valley 95,89 + 7,00 99,73 + 1,45 87,00 + 19,36 0,017 +0,1
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Tabla 2. Porcentaje de vegetacion (cultivo + malas hierbas) detectada en el
campo de girasol utilizando el vuelo a 60 m (media + DE; n°® de marcos para
verdad terreno = 49). En negrita se destacan los porcentajes mas elevados.

% Fraccion Vegetal % Cultivo % Malas Hierbas Umbral
Método Otsu 86,37 £ 16,03 94,89 + 10,87 46,62 + 36,87 0,04
Método Valley 92,20+ 11,73 97,61 +9,01 66,50 + 33,36 0,017 + 0,09

Tabla 3. Porcentaje de vegetacion (cultivo + malas hierbas) detectada en el
campo de maiz utilizando el vuelo a 30m (media * DE; n° de marcos para
verdad terreno = 47). En negrita se destacan los porcentajes mas elevados.

% Fraccion Vegetal % Cultivo % Malas Hierbas Umbral
Método Otsu 90,62 +8,17 93,70+ 6,74 83,06 + 27,50 0,06
Método Valley 98,74 + 2,70 99,28 + 1,89 96,94 + 9,87 0,01 +0,1

La variante propuesta por Hui-Fuang (2006) al método de Otsu (1979)
incrementa el porcentaje de vegetacion que se discrimina del suelo des-
nudo. Al emplear un criterio de separacion doble se logra también un
umbral preliminar de diferenciacién entre malas hierbas y cultivo, que
facilitara la elaboracion de una clasificacion definitiva mediante la aplica-
cion de subsiguientes algoritmos y técnicas de OBIA mas elaboradas que
estan actualmente en estudio.
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Figura 1. Comparativa del porcentaje de fraccion vegetal detectada por ambos métodos.
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Resumen: La automatizacién en el manejo de las malas hierbas de
forma individualizada estd siendo una realidad cada vez mas cercana,
atendiendo a objetivos tanto de eficiencia como de beneficios econdmi-
cos. En un futuro muy proximo la mecanizacion y su disefio tendra que
contemplar técnicas de monitorizacién o deteccion de precision. El ob-
jetivo de este estudio fue evaluar la capacidad de un sensor dptico para
determinar la distancia entre las plantas de una misma linea de cultivo
en condiciones de laboratorio y campo. En concreto, se ha investigado la
deteccion de plantas con un sensor fotoeléctrico de infrarrojo (880 nm)
en modo opuesto. El sensor fotoeléctrico fue capaz de detectar la planta
de tomate y por tanto permitir conocer la separacién entre ellas de forma
muy precisa. El uso de sistemas de deteccién como este puede dar lugar
a una nueva era que permita el control en la linea de cultivo de la mala
hierba de forma mas econdmica y a la automatizacion de la operacion.

Palabras clave: Deteccidon de plantas, sensor optico, control preciso
de mala hierba.

Summary: Determination by optical systems of the inter-plant
real distance for precise weed control. Automation of individual
crop plant care in commercial vegetable crop fields has increased prac-
tical feasibility and improved efficiency and economic benefit. Its sys-
tems approach is taken in the mechanization engineering design by the
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incorporation of precision sensing techniques. The objective of this study
was design-sensing capabilities in an implement for measuring plant spa-
cing under different test conditions: laboratory and field. The optical sen-
sor provided tomato plant detection and therefore the spacing between
tomato plants was determined with accuracy. The use of this detection
system may result in a new era that allow for an online control of ag-
gressive weeds and the automation of weeding tools, which we plan to
pursue through future research.

Keywords: Tomato detection, infrared sensor, precise crop protection.

INTRODUCCION

Estudios recientes en el sector agricola han identificado que las prin-
cipales barreras para conseguir una agricultura sostenible se encuentran
en muchas de las técnicas actuales de cultivo y se pone de manifiesto
que el sector esta inmerso en grandes cambios en la forma de recopilar,
analizar, y utilizar la informacién para conseguir agregar valor a su pro-
duccién (Fennimore et al., 2010). En los ultimos afios se han conseguido
grandes retos y se han introducido mejoras sustanciales en lo concer-
niente a las practicas agricolas en los cultivos en lineas (e.g. remola-
cha azucarera, tomate, etc.) (Norremark et al., 2007; Pérez-Ruiz et al.,
2012). No obstante, y dada la tendencia a la disminucidn del proteccio-
nismo agricola por parte de Europa, es obligatorio reorientar la produc-
cion, de forma que estos cultivos sean mas competitivos por si mismos.
Desde este punto de vista, la automatizaciéon de las tareas de proteccion
de cultivos puede ser el punto de partida de una nueva filosofia produc-
tiva, mas competitiva, mas econdmica, mas eficiente y mas respetuosa
con el medio ambiente.

En la forma convencional de trabajar en areas donde no existe o existe
poca cantidad de mala hierba, se aplica la misma cantidad de herbicida
que en aquellas otras donde la densidad de mala hierba es mayor. Se
esta trabajando fundamentalmente en dos metodologias para conocer la
localizacion de la mala hierba en el campo: a) detecciéon en tiempo-real
basada en sensores y b) la generacion de mapas de infestacion. Con res-
pecto a esta Ultima metodologia, Pérez-Ruiz et al. (2015) presentan los
resultados del proyecto RHEA (Robot Fleets Highly Effective Agriculture
and Forestry Management) donde se ha conseguido una reduccién de
herbicida de hasta un 75% del liquido aplicado por hectarea. Estos resul-
tados muestran la viabilidad de uso de los equipos inteligentes de aplica-
cion y abre una nueva era en el control de infestaciones, logrando con la
automatizacién una operacién mas econdmica, sostenible y eficiente.
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En los ultimos 10 afios un gran numero de trabajos cientificos han
abordado diferentes tecnologias para la deteccién de la mala hierba en
tiempo real (e.g. Brown & Noble, 2005; Slaughter et al., 2008; Christen-
sen et al., 2009; Weis & Sokefeld, 2010; Cope et al., 2012). Algo clave
y coincidente en todos los trabajos es la limitacion en la adopcion del
control automatico de mala hierba por la falta de un método de detec-
cion robusto y asequible. Otros autores han decidido abordar el control
automatico de la mala hierba localizando los cultivos con precisiéon cen-
timétrica durante la operacion de siembra (Ehsani et al., 2004) o planta-
cion (Sun et al., 2010) utilizando un sistema de posicionamiento global
en tiempo real (GNSS-RTK). Asi mismo, la localizacion de forma precisa
de la planta de cultivo, ademas de posibilitar el control automatico de la
mala hierba, también posibilita un tratamiento individualizado planta a
planta (e.g. fitosanitarios, nutrientes).

El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad de un sistema de
sensores opticos para determinar la distancia entre las plantas de tomate
de una misma linea de cultivo en diferentes condiciones: laboratorio y
campo.

MATERIAL Y METODOS
Plataforma de Laboratorio

La plataforma de laboratorio esta formada por 4 elementos esenciales
para poder detectar las plantas de tomate y de esta forma estimar la se-
paracion entre ellas.

a) Detector éptico de barrera en modo opuesto (Mini-Beam SM31 EL/RL).
En este modo, el emisor de luz infrarroja (880 nm) y el receptor estan
ubicados en posiciones opuestas entre si pero alineados, de modo que
la luz del primero incide directamente sobre el segundo. La deteccidn
se produce cuando la planta interrumpe el haz de luz emitido.

b) Encoder dptico (Grayill modelo 63R256) para medir posiciones angu-
lares, de 256 pulsos por revolucion.

c) Para monitorizar y almacenar las sefiales procedentes de ambos sen-
sores, se ha utilizado el microcontrolador ATme32u4 (Arduino modelo
Leonardo). Este controlador recibe de forma simultanea la seial de
bloqueo del haz y los pulsos generados por el encoder, mostrando
esta informacién en pantalla y almacenandola en una tarjeta de me-
moria SD para su posterior procesado.
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d) Bandeja de trasporte de plantas artificiales 3D, simulando una linea
de cultivo. Un motor eléctrico unido a un sistema de transmision
permite mover una cadena, a una velocidad lineal de 0,378 m/s, en
cuyos eslabones se colocan las plantas artificiales separadas 10 cm
entre si. Las plantas han sido disefiadas en el programa AutoCAD 3D
e impresas en la impresora Prusa i3 Hephestos (Mundo Reader S.L.,
Madrid), el disefio de las mismas ha sido modular, consiguiendo de
esta forma la misma geometria de todas las plantas para su estudio
en laboratorio (Figura 1).

(@) (b) ©

Figura 1. Planta modular 3D utilizada para su deteccidn en laboratorio.

Plataforma de Ensayos de Campo

En las medidas realizadas sobre plantas reales (en campo) se ha
utilizado el mismo detector dptico y encoder que en laboratorio. Para
los ensayos de campo fue disefiada una estructura de arrastre para
colocar y ajustar la pareja de sensores a las condiciones de campo
(Figura 2).

Para el sistema de adquisicidn de la plataforma sensérica utilizada
en campo, las sefiales de salida del sensor han sido conectados a un
mddulo digital bidireccional (NI 9403, National Instruments Co., Aus-
tin, Texas, EE.UU.), mientras que la sefal del encoder se conectd a un
mddulo de entradas digitales (NI 9411, National Instuments Co., Aus-
tin, Texas, EE.UU.). Ambos moddulos se integran en un NI cRIO 9004
(NI 9411, National Instuments Co., Austin, Texas, EE.UU.), y todos los
datos se registraron utilizando el programa Labview de National Ins-
turments Co.

Se realizaron medidas en tres lineas de cultivo de tomate, de 20
metros de longitud cada una, las que constituyeron las tres repeticio-
nes del ensayo.
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Receptor

Rueda con
Encoder

Figura 2. Emisor y receptor fotoeléctrico usado en la plataforma de campo para la
deteccion de plantas de tomate.

Caracterizacion de la planta con el detector optico

En el ensayo de laboratorio, la altura efectiva de emisor y receptor fue
de 4 cm vy la altura de las plantas 3D de 13 cm, en el ensayo de campo
el sensor fue colocado a 12 cm del suelo (altura media de plantas reales
19,5 cm) para evitar obstaculos propios del campo (e.g. piedras, peque-
flos desniveles, etc.). El receptor fue configurado para obtener un pulso
TTL de salida en cada ocasion que el haz de luz fuese bloqueado por
alguna parte de la planta. Esta forma de trabajar permite monitorizar vy,
posteriormente, analizar la distancia entre plantas dentro de una misma
linea de cultivo. Para el andlisis del los datos registrados en el estudio fue
empleado el programa Matlab (MATLAB R2015b, The MathWorks, Inc.,
Natick, MA, EE.UU.).

La calibracién del sistema fue llevada a cabo mediante el empleo de
33 plantas artificiales en laboratorio y 122 plantas de tomate reales en
campo.

RESULTADOS Y DISCUSION
Resultados en los ensayos de laboratorio

A modo de ejemplo se muestra las Figuras 3a y 3b del ensayo niumero
3 llevado a cabo en laboratorio. La Figura 3a muestra las posiciones de
las detecciones de los tallos de tomate y la distancia estimada entre ellos.
En cada uno de los tres ensayos realizados en laboratorio el 100% de los
tallos fueron detectados. No olvidemos que en condiciones de laboratorio
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no se encuentran obstaculos en la linea de cultivo, situacién que dista de
lo que podemos encontrar en campo. La Figura 3b muestra el didmetro
del tallo medido para una de las plantas del ensayo 3 de laboratorio, va-
lor medio estimado de didametro 11,2 mm y el valor real del tallo 10 mm.
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Figura 3. a) Posiciones de los tallos de las 11 plantas en el ensayo de laboratorio nimero
3y b) posicion media de la planta durante un recorrido de unos 11 mm.

La Figura 4 muestra, para los tres ensayos de laboratorio, el histogra-
ma para las distancias estimadas entre tallo y tallo de planta. La distancia
media estimada de tallo a tallo para los tres ensayos es 102,5 mm, la dis-
tancia real medida entre plantas es de 100,0 mm. La desviacion estandar
media para los tres ensayos es de 2,2 mm. Si nos centramos en el ensayo
3, ultimo gréfico en la Figura 5, se observa como todas las distancias entre
plantas fueron estimadas entre los valores de 100,1 mm y 103,8 mm.
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Figura 4. Histograma para las distancias estimadas entre tallo y tallo de planta
en laboratorio (mm).

228



XV Congreso de la Sociedad Espaiiola de Malherbologia. Sevilla 2015

Resultados en los ensayos de campo

A modo de ejemplo se muestra la Figura 5a y 5b del ensayo nimero
uno llevado a cabo en campo. A diferencia de las detecciones realizadas
en laboratorio, en los datos registrados y analizados de campo, la distan-
cia determinada entre tallo y tallo presenta mayor variabilidad. Esta va-
riabilidad se produce fundamentalmente por falta de plantas en la linea
de cultivo o por encontrar alguna mala hierba muy proxima al tallo de la
planta a detectar. En la Figura 5b se observa como se establecen varias
posiciones para los posibles candidatos (aspa), siendo la planta potencial
sélo una (circulo).
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Figura 5. a) Posiciones de los tallos de las 41 plantas en el ensayo de campo nimero 1y
b) posicion de la planta denominada potencial.

En la Tabla 1 se muestra el ensayo de campo ndmero uno. En este
ensayo se produjeron 41 detecciones cuando existian 32 plantas reales
en la linea de cultivo, esto ha supuesto para este ensayo un error en el
numero de detecciones del 22%. En cambio en el ensayo numero dos se
produjeron 32 detecciones de tallos cuando existian 34 plantas reales en
la linea, esto significd un 94% de acierto. En el ensayo numero tres el
acierto fue del 98%.

Tabla 1. Porcentajes de acierto en la deteccion de tallos en campo.

Plantas Reales Plantas Detectadas % Aciertos
Ensayo 1 32 41 78
Ensayo 2 34 32 94
Ensayo 3 48 49 98

CONCLUSIONES

Estos primeros resultados muestran que el uso de un detector optico
representa una tecnica util para localizar el tallo de plantas en lineas y
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estimar con precision la distancia entre los tallos. Entre otros logros de
este trabajo pueden citarse:

- Construir una plataforma sensdrica con éxito para los ensayos de
laboratorio y de campo, consiguiendo registrar medidas Opticas (de-
tector) y posiciones (encoder) de forma simultanea para una linea
de cultivo.

- Alto porcentaje (100%) de tallos detectados con éxito en labora-
torio, con un valor bajo de error en la localizacién y por tanto en la
distancia estimada entre tallos.

- Un 90% como porcentaje medio de tallos detectados en campo, con
una mayor variabilidad en la estimacion de distancia entre tallos de
plantas.

El uso de sistemas de deteccion como este puede dar lugar a un cam-
bio de paradigma que permita el control de la mala hierba en la linea
de cultivo de forma mas sostenible econdmica y ambientalmente, y a la
completa automatizacion de la operacion. El control preciso de la mala
hierba es un reto importante para este grupo constituyendo una de sus
principales lineas de investigacion.
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Summary: Usually, weed-infested crops require the use of herbicides
as a useful manner of controlling the quality and quantity of crop produc-
tion. Although there are weed-free areas, the most common approach is
to broadcast herbicides entirely over crop fields, resulting in a potential
reduction of profits. Recently, patch spraying has allowed the applica-
tion of site-specific weed management by using precise and timely weed
maps at very early phenological stage obtained either by ground sam-
pling or proximal or remote sensing. Remote imagery from piloted planes
and satellites are not suitable for this purpose given their low spatial and
temporal resolutions; however, unmanned aerial vehicles (UAV) repre-
sent an excellent alternative. This paper presents a new classification
framework for weed monitoring via UAV showing promising results and
accurate generalisation in different scenarios.

Keywords: Precision agriculture, unmanned aerial vehicles, remote
sensing, post-emergence.

Resumen: Un método para cartografiar malas hierbas median-
te imagenes de vehiculos aéreos no tripulados y la transformada
de Hough. Las infestaciones de malas hierbas precisan del uso de her-
bicidas para controlar la calidad y el rendimiento de los cultivos. Aunque
las malas hierbas con frecuencia se distribuyen en rodales o agregados,
la practica mas extendida es la aplicacion de herbicidas en todo el culti-
vo, resultando en un aumento de los costes. El control localizado de ma-
las hierbas se hace mediante muestreos en campo, deteccion proxima o
teledeteccidn. En este Ultimo caso es necesaria la obtencién de mapas
de emergencias de malas hierbas en fases fenoldgicas tempranas para
utilizarlos para su control en post-emergencia. Las imagenes remotas
de aviones pilotados o satélites no son Utiles debido a su baja resolucion
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espacial y temporal. Sin embargo, este no es el caso de los vehiculos aé-
reos no tripulados. Este articulo presenta un nuevo método para monito-
rizacién de malas hierbas mediante este tipo de plataformas, mostrando
resultados prometedores.

Palabras clave: Agricultura de precision, drones, teledeteccion,
post-emergencia.

INTRODUCTION

Precision agriculture referred to weed control is usually based on the
design of early post-emergence site-specific control treatments according
to weed coverage. The development of this type of agricultural approa-
ches has been motivated by the potential economical and environmental
risks derived from over application of herbicides. In this sense, the recent
inclusion of patch spraying in the treatment equipment has supported the
feasibility of using site-specific weed management via the use of weed
coverage maps. Weed maps can be obtained either by ground sampling
or by proximal or remote detection. However, in early growth stages, the
spectral and appearance characteristics of crops and weeds are similar,
thus imposing an additional handicap when using remote platforms.

Previous works have mapped weeds at late growth stage (e.g. flowe-
ring) using piloted aircrafts or QuickBird satellite imagery (De Castro et
al., 2013). However, this technology cannot be applied in early detection
because of the poor spatial resolution of the remote data captured. No-
netheless, recently, a new aerial platform has joined the traditional ones,
the Unmanned Aerial Vehicle (UAV), which represents a suitable option
for this purpose.

In this paper, we study how to combine UAV imagery with a crop row
detection method to improve the performance of the classification me-
thod, given the spectral similarities of crops and weeds at the early phe-
nological stage. Two sensors (three and six band multispectral cameras)
and flight altitudes (30 and 100 meters) are also compared in our expe-
riments. The experiment in this paper is mainly intended to test the di-
fference in performance using the proposed feature based on the Hough
transform, as well as to analyse the impact of the flight height and sen-
sor used.

MATERIALS AND METHODS

This section exposes the studied area and the method used for the
classification based on pixels performed in this paper.
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Study area

The UAV system was tested in a sunflower field situated at the priva-
te farm La Monclova (Seville, southern Spain). The sunflower crop was
sown at the end of March 2014 at 6 kg ha=! in rows 0.7m apart, and
was naturally infested by the following broadleaved weeds: Amaranthus
blitoides S. Wats (pigweed), Sinapsis arvensis L. (mustard) and Con-
volvulus arvensis L. (bindweed). The set of aerial images were collec-
ted on May 15th, just when post-emergence herbicide or other control
techniques are recommended Several visits were periodically made to
the field from crop sowing to monitor crop growth and weed emergence
and, finally, to select the best moment to take the set of remote images.
The sunflower was at the stage of 4-6 leaves unfolded. The weed plants
had a similar size or, in some cases, were smaller than the crop plants.
An experimental plot of 100 x 100m was delimited within the crop-field
to perform the flights. A systematic on-ground sampling procedure was
carried out the day of the UAV flights. The procedure consisted of placing
49 square white frames of 1 x 1m distributed regularly throughout the
studied surface. Every frame was georeferenced with a GPS and pho-
tographed in order to compare on-ground weed infestation and output
from image classification. These numbered cards were also utilised as
artificial terrestrial targets (ATTs) to perform the imagery orthorectifica-
tion and mosaicking process. In the course of the UAV flights, a barium
sulphate standard spectralon panel (Labsphere Inc., North Sutton, NH,
USA) of 1 x 1m was also placed in the middle of the field to calibrate the
spectral data.

UAV flights, sensors and image preprocessing

A quadrocopter platform with vertical take-off and landing, model
md4-1000 (microdrones GmbH, Siegen, Germany), was used to collect
the set of aerial images over the experimental crop-field (for different al-
titudes). The whole UAV system consists of the vehicle, the radio control
transmitter, a ground station with the software for mission planning and
flight control and a telemetry system. Three persons were employed for
the secure use of the UAV: a radio control pilot, a ground station opera-
tor and a visual observer. Two sensors with different spectral and spa-
tial resolutions were separately mounted on the UAV to be tested in this
experiment: a still point-and-shoot camera, model Olympus PEN E-PM1
(Olympus Corporation, Tokyo, Japan), and a six-band multispectral ca-
mera, model Tetracam mini-MCA-6 (Tetracam Inc., Chatsworth, CA,
USA). The Olympus camera acquires 12-megapixel images in true colour
(Red, R; Green, G; and Blue, B, bands) with 8-bit radiometric resolu-
tion and is equipped with a 14-42mm zoom lens. The camera’s sensor
is 4, 032 x 63, 024 pixels. The mini-MCA-6 is a lightweight multispectral
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sensor composed of six individual digital channels arranged in a 2x3
array. Each channel has a focal length of 9.6mm and a 1.3 megapixel (1,
280 x 61, 024 pixels) resolution. The camera has user configurable band
pass filters (Andover Corporation, Salem, NH, USA) of 10-nm full-width
at half-maximum and centre wavelengths at B (450 nm), G (530 nm), R
(670 and 700 nm), R edge (740 nm) and near-infrared (NIR, 780 nm).
These bandwidth filters were selected across the visible and NIR regions
with regard to well-known biophysical indices developed for vegetation
monitoring (Kelcey & Lucieer, 2012). Different overlapped images were
collected for this study to cover the whole experimental field. This is due
to UAV images flying at low altitudes (according to Spanish regulation
maximum altitude is 120m for UAV < 25kg) that can not cover the whole
field, and this causes the need to take a sequence of multiple overlapped
(end-lap or lateral-lap and side-lap or longitudinal-lap) images. One of
the crucial steps of the image analysis procedure developed in this pa-
per is the combination of these individual images via a process of image
orthorectification and mosaicking. The Agisoft Photoscan Professional
Edition (Agisoft LLC, St. Petersburg, Russia) software was employed for
this task.

Applied method

The classification method developed in this paper is based on the we-
[I-known Support Vector Machine paradigm (SVM), a machine learning
classifier that has been widely used for remote sensing (Mountrakis et
al., 2011). Machine learning classifiers receive a set of training data and
construct a model based on these patterns in order to generalise over
new unseen data. The first step of the classification process is therefo-
re the selection of a training set. In this case, we consider a very small
set of data, in order to alleviate the user intervention and analyse the
capabilities of the method in such a situation. More specifically, we have
selected a square of 10x10 pixels for each class (soil, weed and crop) for
each image considered in the experiments.

The next step of the classification process is to decide the data featu-
res to include. The most straight-forward idea would be to use the spec-
tral information of each pixel. This is our first option for the experiments.
However, other information could be included as well. In this case, we
consider the use of the Hough transform for crop row detection (Duda &
Hart, 1972; Comba et al., 2015) for developing a new data feature that
helps in the classification. This is motivated by the fact that usually, in
early growth stages, the spectral and appearance characteristics of crops
and weeds are similar. However, crops are distributed in rows and this in-
formation could be then of interest to train a classification model.
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The Hough transform is usually computed over binary images. Two ve-
getation indexes have been selected for this purpose: the excess green
vegetation index (ExG) (Woebbecke et al., 1995) for the Olympus came-
ra and the normalised difference vegetation index (NDVI) (Gitelson et
al., 2002) for the Tetracam sensor. A thresholding step using the Otsu’s
algorithm (Otsu, 1979), was applied to binarise these indexes. Then,
crop rows are detected using this binary image via the Hough transform.
After detecting the crop rows, an unsupervised method was designed
to optimize a different threshold to obtain a buffer for these crop rows.
This method is based on the use of the ROC curve. After this step, we
would have a binary image that indicates whether each pixel belongs to
a crop row according to the detected lines and the computed buffer. The
new characteristic included in the processing is simply the multiplication
of the vegetation index and this feature indicating the belonging to crop
rows. In this sense, this new proposed characteristic would differentiate
between pixels that lie within and outside crop rows (also considering the
vegetation index of these, which is crucial to detect weeds lying within
Crop rows).

The parameters associated to the SVM classification method and
the Hough transform have been cross-validated using a 5-fold pro-
cedure. For the evaluation of the results 32 frames of ground truth
have been considered for each image. For each frame, the approxi-
mate percentages of soil, crop and weed number of pixels have been
computed. These percentages will be compared to the ones obtai-
ned. In order to evaluate and compare the performance, the Mean
Average Error (MAE) is used. The measure is equivalent to the ge-
neral mean deviation from the expected percentages computed di-
fferently for each class. In this case, we only consider the deviation
obtained for the weed class.

RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows the results obtained for the experiments considered.
Several conclusions can be drawn in this case. Firstly, the flight altitude
is an important factor to consider, being the results at 100m worst than
the ones at 30m. Secondly, the inclusion of the proposed feature helps
to improve the results (i.e., decrease MAE) in all the cases considered.
Moreover, the results for each camera do not differ to a great extent, al-
though Tetracam seems to be better suited for greater altitudes. It is also
noticeable the good synergy presented by the use of the Tetracam sen-
sor and the proposed feature. However, in this case, the authors consider
that the use of the Olympus camera could be more interesting, given the
greater cost of the Tetracam sensor. Finally, the general tendency of the
results (a mean deviation of 3% from the 32 original weed percentages)
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indicates that the use of this approach and the inclusion of very few tra-
ining information lead to promising results for this crop. This can also be
appreciated analysing the results presented in Figure 1.

Table 1. Mean MAE (Mean Absolute Error) results obtained for two sensors, two
flight altitudes and two different approaches. Recall that MAE is to be minimised.

Cameras and flight altitudes

Olympus Tetracam
Features 30m 100m 30m 100m
Spectral features 0.037 0.252 0.053 0.172
Spectral features + proposed feature 0.032 0.138 0.039 0.042

Figure 1. The image in the left part shows a selected part of the experimental field at
30m; the figure on the right shows the classification results obtained by the procedure
proposed.

CONCLUSIONS

This paper has explored the use of UAV-imagery for the purpose of
weed monitoring in sunflower crops. The proposal of this paper is to com-
plement a well-known classification technique with a crop row detection
method. This is based on the assumption that the classification method
will benefit from the crop row information, given that the spectral and
appearance characteristics of crops and weeds are similar. The results
show that such an approach leads to promising results in all the cases
considered (two different cameras and flight altitudes), therefore opening
a future line of research using the Hough transform for UAV-imagery.
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Resumen: El proyecto RHEA (Robot Fleets for Highly Effective Agri-
culture and Forestry Management) financiado por el 7° Programa Marco
de la CE se centro en el disefio, desarrollo y evaluacion de una nueva
generacion de sistemas robotizados para el control tanto quimico como
fisico de plagas incluyendo malas hierbas. RHEA abordd las aplicaciones
mediante una flota de robots compuesta por vehiculos aéreos no tripu-
lados (UAV) y vehiculos terrestres no tripulados (UGV), equipados con
sistemas avanzados de percepcion, aperos inteligentes y algoritmos de
toma de decisiones. Este articulo describe aspectos importantes de la
arquitectura RHEA y detalla los ensayos llevados a cabo en la Finca Ex-
perimental La Poveda del CSIC (Madrid) donde se tratd, con el sistema
descrito, mas del 97% de las zonas infestadas de malas hierbas en dos
parcelas de trigo.

Palabras clave: Agricultura de precisién, drones, robots auténomos,
teledeteccion.

Summary: Detection and accurate treatment of weeds with a
fleet of autonomous aerial and ground robots. The RHEA project
(Robot Fleets for Highly Effective Agriculture and Forestry Management)
funded by the 7th EC Framework Programme focused on the design,
development and assess of a new generation of automated and robotic
systems for both chemical and physical management of pests including
weed control. RHEA addressed the crop treatments by a reconfigurable
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fleet of robots composed by unmanned aerial vehicles (UAV) and unman-
ned ground vehicles (UGV) equipped with advanced perception systems,
intelligent implement and enhanced decision-making algorithms. This
paper describes important aspects of the RHEA architecture and details
the trials conducted at the Experimental Farm La Poveda (Madrid) where
over 97% of the weed infested areas in two wheat crops were treated by
the described system.

Keywords: Precision agriculture, drones, autonomous robots, remote
sensing.

INTRODUCCION

El control seguro y efectivo de las malas hierbas segun los principios
preconizados por la Agricultura de Precision requiere una tecnologia es-
pecifica, avanzada y de coste asumible dentro de los margenes de be-
neficio. El uso de plataformas mdviles autdnomas tanto terrestres como
aéreas equipadas con sistemas de percepcion innovadores, sistemas in-
teligentes de toma de decision y herramientas que permitan la aplicacion
precisa de los tratamientos herbicidas, reduce el coste asociado a la ope-
racion asi como los potenciales dafios ambientales y el riesgo para los
agricultores. Varios son los grupos internacionales de investigacion dedi-
cados al desarrollo de tecnologia roboética capaz de optimizar las opera-
ciones complejas implicadas en un tratamiento de precision.

El desarrollo de sistemas auténomos de ayuda al control preciso de
malas hierbas es el objetivo principal del proyecto RHEA (Robot Fleets for
Highly Effective Agriculture and Forestry Management), financiado por el
79 Programa Marco de la CE y dirigido a minimizar los insumos (agroqui-
micos, combustible, etc.) a la vez que se garantiza la calidad y seguridad
del producto asi como la cobertura total del campo independientemente
del tamano que éste tenga. RHEA propone utilizar una flota de robots
pequefos/medianos tanto aéreos como terrestres para la inspeccion/mo-
nitorizacion y posterior aplicacion de fitosanitarios, lo que presenta mul-
tiples ventajas frente al tratamiento basado en una maquina de mayores
dimensiones mas tradicional. Entre otras, una flota de robots de tamano
pequefio/mediano reduce el impacto sobre la compactacion del suelo e
interactia de un modo mas seguro con los operarios ya que la detec-
cion e interaccidon se puede distribuir en varios sistemas de deteccién y
gestion de fallos. Ademas, con un buen método de planificacion (Conesa
et al., 2012) es posible determinar el nimero 6ptimo de vehiculos para
cubrir con coste minimo un area concreta, o determinar un nuevo plan
de ruta para los vehiculos en el caso de que alguno de ellos falle. Esta
capacidad de planificacion convierte la propuesta en escalable o lo que
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es lo mismo, la dimension de la flota se adapta facilmente al tamafio del
campo Y las necesidades de las tareas a realizar.

A continuacion se describen los aspectos mas importantes de los mé-
dulos que integran la arquitectura RHEA y se presenta un resumen de los
resultados de los ensayos de campo llevados a cabo en enero y mayo de
2014 en la Finca Experimental La Poveda (CSIC, Madrid).

MATERIAL Y METODOS

En RHEA se consideran dos tipos de misiones: 1) de inspeccién/moni-
torizacion realizadas por los UAV (en inglés unmanned aerial vehicles) de
la flota, cuyo objetivo es la captura de un nimero suficiente de imagenes
aéreas que permita la construccidn posterior del mapa de distribucién de
malas hierbas y 2) de aplicaciones llevadas a cabo por los UGV (en inglés
unmanned ground vehicles) de la flota y cuyo objetivo es la realizacion
de un tratamiento preciso basado en los mapas previos de infestacién de
malas hierbas obtenidos con los UAVs (percepcidon remota) o en la infor-
macion suministrada en tiempo real por el equipo de percepcion a bordo
de los UGVs. El enfoque es generalista abordando tres tipos de escena-
rios: la pulverizacion de precisién de malas hierbas en cultivos de cereal,
el control térmico y mecanico de las malas hierbas en cultivos de maiz y
la pulverizacién de arboles, en particular de olivos.

RHEA esta constituido principalmente por seis subsistemas que se or-
ganizan de forma jerarquica (véase Figura 1): 1) La Interfaz Gréfica de
Usuario (GUI), que permite al operador definir la mision y controlar la
flota de robots. 2) El Director de Misiones, que establece el plan de ru-
tas y las actuaciones tanto para los vehiculos aéreos como terrestres
(en la Figura 1 Planificador Aéreo y Planificador Terrestre) y gestiona el
control automatico de los vehiculos auténomos, aéreos y terrestres, su-
pervisandolos durante la misién (en la Figura 1 Supervisor de Mision de
Inspeccion y Supervisor de Mision de Tratamiento). Tanto el subsistema
GUI como el subsistema Director de Misiones, que son la parte supe-
rior de la jerarquia, estan alojados en un ordenador que se encuentra
en la Estacion Base. 3) Las Unidades Mdviles, vehiculos tanto aéreos
como terrestres no tripulados (UAVs y UGVs) controlados por sistemas
inteligentes de toma de decisiones de alto nivel (AUHLC para los UAVs y
HLDMS para los UGVs) (Emmi et al., 2014). 4) Los Aperos transportados
por los UGVs, que pueden realizar un control térmico-mecanico (Frasconi
et al., 2014) o quimico de las malas hierbas (Pérez- Ruiz et al., 2014) o
una aplicacién de plaguicidas dirigida a arboles. 5) Sistemas de Percep-
cién tanto los embarcados en los UAVs, encargados de la recogida de
las imagenes aéreas (Torres-Sanchez et al., 2014), como los que van a
bordo de los UGVs, responsables de la deteccion de las malas hierbas en
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tiempo real, de los obstaculos asi como de las lineas de cultivo que son
la base de la navegacién auténoma de los UGV en cultivos como el maiz
(Guerrero et al., 2012). 6) Sistemas de Localizacion y Comunicaciones
(Drenjanac et al., 2014), que proporcionan la ubicacion de las unidades
mdviles a partir de receptores GNSS-RTK y que gestionan el intercambio
de informacion entre los equipos fijos y mdviles.

< 200

m 4
Generacion

Mapa de malas =y
_ hierbas

i
| DISPOSITIVO

1
! PORTATIL
{

Figura 1. Esquema que describe la arquitectura de RHEA: Subsistemas principales y la
interconexion entre ellos.

Otros modulos de interés mostrados en la Figura 1 son: el Dispositivo
Portatil, especialmente Util en la reparacion de vehiculos en campo ya
que permite la monitorizacién y el control de la flota a pie de maquina,
y el Despachador, encargado de gestionar las solicitudes realizadas por
el operario, es decir las ordenes que proviene de la GUI o del Dispositivo
Portatil, transmitiéndolas al correspondiente mddulo especializado de la
arquitectura RHEA.

Los ensayos llevados a cabo tenian por objeto la evaluacion principal-
mente de dos aspectos: 1) la precision de la operacidén de pulverizacion
(velocidad de aplicacion 8 km h! y el volumen de agua de 200L ha') y 2)
la desviacién de las trayectorias de los UGVs del plan de ruta establecido.
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Para evaluar el primer aspecto, se establecieron artificialmente nueve
rodales de malas hierbas en un cultivo de trigo de invierno, sembrando
semillas de mostaza en cuadrados de 9 m? y protegiendo estos cuadra-
dos con una lamina de plastico cuando se realizaban los tratamientos
herbicidas necesarios para mantener el resto de la superficie libre de
malas hierbas. En cada rodal se distribuyeron cinco tiras de 10 cm de
ancho de papel blanco, en la direccion de la marcha del UGV y dispuestas
en paralelo con una separacion de 1 metro, es decir, tres tiras dentro y
dos fuera del rodal. El objetivo era medir con precision centimétrica el
desplazamiento de la zona de pulverizacion debido al retraso en la aper-
tura/cierre de las boquillas, asi como estimar los porcentajes de las areas
objetivo; tanto pulverizadas como no pulverizadas. Asimismo se distribu-
yeron al azar un total de 100 etiquetas de papel de 10 cm x 10 cm para
comprobar que no se pulverizaban zonas que no fuesen objetivo, es de-
cir las no infestadas. La pulverizacién la realizaba un UGV que transpor-
taba el equipo de pulverizacién accionandolo en funcién de un plan (ruta
y ordenes de apertura/cierre de boquillas) elaborado por el Planificador
Terrestre a partir del mapa de distribucién de malas hierbas obtenido con
los UAVs (mision de inspeccion). Para la evaluacion de la precision del
tratamiento se aplicd agua tenida con un colorante azul, lo que permitia
definir claramente las zonas tratadas.

Para medir la desviacion del plan de ruta establecido por el Planifica-
dor, la trayectoria objetivo o de referencia se marcd con una cinta blanca
de 80 m que conectaba dos extremos de la parcela y la trayectoria real-
mente seguida por el UGV se extrajo de la huella producida por las rue-
das durante el recorrido. Se realizaron dos mediciones en dos momentos
diferentes, registrando la distancia entre trayectorias (referencia y real)
en 24 puntos separados 3 m (prueba 1) y en 16 puntos separados 5 m
(prueba 2).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados muestran que se pulverizd mas del 97% de las areas
objetivo (rodales de malas hierbas) aunque se observaron ligeros retrasos
en la apertura y cierre de las boquillas en los bordes de los rodales (Figura
2a). Una aplicacion que garantice un tratamiento efectivo tiene que corre-
gir el ligero retraso en la apertura a fin de evitar que una parte de rodal
quede sin tratar, esto se puede lograr adelantando la orden de apertura
considerando las limitaciones del equipo y evitando utilizar mas herbicida.

En cuanto a las trayectorias, la Figura 2b muestra que el vehiculo au-
ténomo siguid con gran precision la trayectoria sin apenas desviarse del
plan de ruta establecido. Teniendo en cuenta que las continuas correc-
ciones de la trayectoria del vehiculo deben hacerse en tiempo real, se
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observaron desviaciones inferiores a 7 cm en las medidas comprendido
entre los percentiles 25 y 75 respecto a la trayectoria definida en las dos
pruebas realizadas.
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Figura 2. (a) Precision en la apertura y cierre de las boquillas de pulverizacion de herbici-
da respecto al drea objetivo. (b) Diferencias en las dos pruebas realizadas entre trayec-
toria real seguida por el vehiculo y la trayectoria establecida.

La flota se evalué también en otros dos escenarios: 1) El control fisico
de malas hierbas en maiz con la deteccidn en tiempo real de la infesta-
cidn a partir de una cdmara RGB situada en la parte delantera del robot.
En este escenario, en la zona entre hileras se realizd un control mecanico
no selectivo (cultivador) y dentro de la hilera un control térmico selectivo,
consistente en quemadores de gas de petrdleo licuado (LPG) que actuaban
cuando se detectaba la infestacidn. 2) La aplicacion de plaguicidas en oli-
vos como ejemplo de la utilizacidn de la flota en el tratamiento de arboles.

Por ultimo para probar el buen funcionamiento cooperativo de los
vehiculos terrestres, en cada tipo de tratamiento uno de los vehiculos
transportaba el apero adecuado mientras que los otros dos vehiculos se
movian simulando la realizaciéon del tratamiento. Los resultados mostra-
ron que los tres tractores auténomos eran capaces de trabajar juntos
siguiendo los planes de ruta establecidos, con la supervision continua del
Director de Misiones que detectaba y resolvia las situaciones de conflicto
(Conesa-Mufioz et al., 2015).

En la pagina web del proyecto RHEA (www.rhea-project.eu/) se pue-
den encontrar videos de los dos dias de demostracion realizadas en ene-
ro y mayo de 2014.

A la vista de los resultados se puede concluir que los prototipos disefia-
dos, desarrollados y evaluados muestran la validez de un nuevo concepto

246



XV Congreso de la Sociedad Espaiiola de Malherbologia. Sevilla 2015

que propone la aplicacion de una flota de robots autonomos aéreos y te-
rrestres de pequefa/mediana envergadura que colaboran para lograr un
tratamiento preciso de malas hierbas.
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DETECCION AUTOMATICA DE VEGETACION EN ESTADO
DE PLANTULA EN IMAGENES PROCEDENTES DE UN
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Resumen: Investigaciones recientes han demostrado la capacidad de
las imagenes procedentes de vehiculos aéreos no tripulados (UAV) para
la cartografia de malas hierbas en fase de plantula, entre otros usos. El
primer paso para su deteccion es la discriminacion de suelo desnudo y
vegetacion (malas hierbas + cultivo). Para ello, es necesario definir un
método que calcule automaticamente el umbral éptimo del indice de ve-
getacién que facilita su deteccion. Uno de los métodos de calculo de um-
brales mas extendido es el método de Otsu. Se presenta la adaptacion
de este método a un entorno de andlisis de imagen orientado a objetos
para su utilizacién en imagenes UAV de girasol, maiz y trigo tomadas con
dos sensores de distinto rango espectral a bordo de un UAV. Se obtuvie-
ron valores de R? en torno a 0,7 para la relacion entre la vegetacion ob-
servada y la detectada automaticamente.

Palabras clave: indices de vegetacion, sensores remotos, teledetec-
cion, multiespectral, segmentacion, aplicacién localizada de herbicidas.

Summary: Automatic detection of vegetation in early season
for weed detection in UAV images. Recent research has demonstra-
ted the ability of Unmanned Aerial Vehicle (UAV) images for weed ma-
pping in early season. First step is the discrimination between bare soil
and vegetation (weeds + crop) throughout the definition of a method for
optimal thresholding of the vegetation indices that allows vegetation de-
tection. One of the best known thresholding procedures is the Otsu’s me-
thod. The adaptation of this method to an Object-based image analysis
framework is presented for its application for vegetation detection in UAV
images acquired over sunflower, maize and wheat crops. R? values about
0.7 were achieved for the regression between observed and automatica-
lly detected vegetation.
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INTRODUCCION

Investigaciones recientes han demostrado la idoneidad de las image-
nes procedentes de vehiculos aéreos no tripulados (UAVs, por las siglas
en inglés de Unmanned Aerial Vehicle) para la deteccidn tanto de es-
pecies invasoras como de malas hierbas en cultivos (Pena et al., 2013;
Hung et al., 2014), incluso en condiciones dificiles como la fase de plan-
tula, en que la mala hierba y el cultivo son dificilmente diferenciables.
La idoneidad de esta tecnologia se justifica por diferentes causas: 1) las
imagenes pueden ser tomadas con el UAV en el momento en que sea
necesario, lo que permite adaptarse muy bien a las condiciones del cul-
tivo; 2) al poder realizarse vuelos a baja altura las imagenes tienen una
alta resolucién espacial, haciendo posible la deteccién de las plantas in-
cluso en sus fases mas tempranas de crecimiento; y 3) el desarrollo de
técnicas de andlisis de imagen orientado a objetos (OBIA, por las siglas
en inglés de Object Based Image Analysis), que posibilitan mediante la
agrupacion de pixeles en “objetos”, un adecuado manejo de la elevada
cantidad de informacion presente en las imagenes de alta resolucion
espacial, y una mayor precision en las clasificaciones que la obtenida
usando el analisis basado en pixeles (Blaschke, 2010).

Uno de los primeros pasos para la deteccidon de malas hierbas en
estado de plantula mediante el analisis de imagenes UAV es la discri-
minacion de la vegetacion (malas hierbas + cultivo), a partir de la cual
se discriminan las malas hierbas en pasos posteriores. La deteccidon de
la vegetacion se realiza mediante el uso de indices de vegetacion, que
son combinaciones matematicas de los valores espectrales procedentes
de las imagenes. Para separar el suelo de la vegetacidén es necesario
encontrar el valor del indice que discrimina entre las dos clases. Por
tanto, para conseguir la total automatizacion de los algoritmos de cla-
sificacién de malas hierbas, es necesario definir un método que calcule
automaticamente el umbral, es decir, el valor éptimo del indice para la
discriminacion entre vegetacion y suelo desnudo. Uno de los métodos
de calculo de umbrales mas extendido en el analisis de imagen es el
método de Otsu (1979). Por tanto, en el presente trabajo se presenta
la adaptacion de este método a un entorno OBIA para la deteccién de
vegetacion en imagenes procedentes de UAV con el objetivo final de
discriminar las malas hierbas en cultivos de girasol, maiz y trigo en es-
tado de plantula.
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MATERIAL Y METODOS
UAV y sensores

El UAV empleado fue un multirrotor MD4-1000, con capacidad para
llevar acoplado un sensor de hasta 1,25 kg y una autonomia de vuelo
de 45 minutos. Este modelo de despegue y aterrizaje vertical estad do-
tado de un receptor GNSS que le permite volar de manera automatica
siguiendo una ruta previamente programada por el piloto. El sistema de
manejo del UAV incluye una emisora de radiocontrol, una estacion base
para recepcion de datos de telemetria, asi como un paquete de software
para disefio de rutas, configuracion del vehiculo e interpretacion de la te-
lemetria. A bordo del UAV se instalaron por separado dos sensores para
sendas evaluaciones, una camara convencional Olympus PEN E-PM1 y
una camara multiespectral Mini-MCA, con el fin de comprobar la influen-
cia de la altura de vuelo sobre la resolucién espacial de las imagenes
obtenidas con dichos sensores. La camara Olympus tiene un sensor de
12 Megapixeles y registra imagenes en rango visible (canales rojo, verde
y azul). La cdmara Mini-MCA es un sensor multiespectral formado por 6
objetivos o0 sensores CMOS con una resolucion de 1,3 Megapixeles. Cada
uno de los objetivos lleva acoplado un filtro para captar informacién en
un rango de 10 nm en torno a seis longitudes de onda, de manera que
se obtienen datos espectrales en las siguientes bandas: azul (450 nm),
verde (530 nm), rojo (670 y 700 nm), rojo limite (740 nm) e infrarrojo
cercano-NIR (780 nm). De estas seis bandas, tres se usaron para com-
poner imagenes con falso color compuestas por los canales infrarrojo,
rojo y verde. Mas detalles de la configuracion del UAV y los sensores con-
sultar Torres-Sanchez et al. (2013).

Area de estudio

El ensayo fue realizado en la finca publica dedicada a la investigacion
“Alameda del Obispo” (Cérdoba) en un area de 250 m?2. Se tomaron ima-
genes a 30 m de altura con los dos sensores sobre cultivos herbaceos de
invierno y verano infestados de manera natural por malas hierbas: gira-
sol, maiz, y trigo. Esta altura resulté en un tamafio de pixel de 1,14 cm
para la cdmara visible y de 1,63 cm para la multiespectral. En el momen-
to de la adquisicién de las imagenes (29/01/12 para trigo, y 04/06/12
para girasol y maiz) los cultivos estaban en el estado 1 de la escala BBCH
(Meier, 2001). Las diferencias entre sensores, la distancia entre hileras
de cultivo (17, 70 y 75 cm para trigo, girasol y maiz, respectivamente) y
la diversidad de malas hierbas infestantes (dos monocotiledéneas, Pha-
laris spp y Lolium rigidum; y una dicotileddénea, Convolvulus arvensis)
permitieron la validacidon del algoritmo dada la variedad de escenarios
considerados.
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Funcionamiento del algoritmo

El algoritmo presentado es una adaptacion a un entorno OBIA del
método de calculo de umbrales de Otsu. Este ha sido usado con an-
terioridad en la discriminacion de vegetacién en imagenes agricolas
(Guijarro et al., 2011; Torres-Sanchez et al., 2014), pero no en entorno
OBIA. Este método de calculo de umbrales se basa en métodos estadis-
ticos que determinan el valor de referencia que mejor separa dos clases
en una imagen. Partiendo de un valor inicial, el método va probando de
forma iterativa sucesivos valores para clasificar la imagen calculando
para cada uno de ellos la varianza de las dos clases resultantes y un
parametro conocido como varianza entre clases que cuantifica como
de diferentes son. A lo largo de este proceso iterativo se busca el valor
umbral que maximice la varianza entre clases a la vez que reduce al
minimo la varianza dentro de las dos clases resultantes. Este proceso
iterativo de prueba de valores umbral y calculo de varianzas se pro-
gramo en forma de bucle dentro del software eCognition 8.9 (Trimble
GeoSpatial, Munich, Alemania).

Validacion del algoritmo

El algoritmo se utilizd para calcular el valor necesario para clasificar
los cultivos en las imagenes tomadas en los tres cultivos utilizando
dos indices de vegetacion. Los indices utilizados fueron ExG (Ecuacion
1) para la camara visible y NDVI (Ecuacién 2) para la cdmara multi-
espectral, dichos indices en el espectro visible y el infrarrojo han sido
ampliamente utilizados en la deteccion de vegetacién (Woebbecke et
al., 1995).
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Antes de aplicar el algoritmo a cada una de las imagenes, éstas fue-
ron segmentadas mediante eCognition ajustando los parametros para
obtener objetos cuya forma y dimensiones se ajustaran a las plantas
de girasol, maiz, y trigo. Finalmente se compard el porcentaje de area
cubierto por vegetacion detectado por el algoritmo con el porcentaje
observado delineando manualmente la vegetacidn sobre la imagen en
30 zonas de 1 m2.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 1 muestra la representacion grafica de la comparacion en-
tre la vegetacidn detectada automaticamente y la observada de manera
manual, asi como los parametros definitorios de las regresiones lineales
entre dichos valores. Con excepcidn de la clasificacion del maiz en la
imagen con infrarrojo y del trigo en la imagen convencional o visible,
todos los coeficientes de regresidon son >0,7, llegando a alcanzarse un
valor de 0,84 y 0,80 para el girasol en la imagen convencional y la in-
frarroja respectivamente. Estos resultados son satisfactorios ya que en
la mayoria de los casos la discriminaciéon de la vegetacion es correcta,
si bien R2 a veces es mas bajo por datos andmalos que pueden deberse
a fallos en la hilera de siembra. También se constata que incluso en los
casos con menor R?, el RMSE tiene un valor reducido (10,02 en el ma-
yor caso).El hecho de que los mejores resultados se produzcan en gira-
sol se debe a que la planta es mayor que el trigo y tiene una forma mas
compacta que el maiz, lo que provoca que la segmentacion de image-
nes de girasol genere objetos mejor ajustados a la forma de la planta y
por tanto mas facil de detectar. La Figura 2 muestra varias ilustraciones
de las clasificaciones conseguidas en las imagenes analizadas de los di-
ferentes cultivos.
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Figura 1. Relacion entre la vegetacion observada en la clasificacion manual y la detectada

por el algoritmo automatico de calculo de umbrales para girasol, maiz y trigo en los dos

tipos de imagen. La linea sdlida representa la recta de regresion ajustada, la discontinua
representa la linea 1:1.
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Figura 2. Muestras de la imagen original y la segmentacion clasificada usando los umbrales
calculados de manera automatica por el algoritmo para girasol (a), maiz (b), y trigo (c).

Estos resultados indican que la clasificacion automatica de vegetacion
en imagenes aéreas-UAV de cultivos herbaceos se puede llevar a cabo de
manera precisa, lo que permite la automatizacion de otros procesos en
los que la discriminacidon de vegetacidon sea un paso previo crucial como
ocurre con la deteccién de malas hierbas. Otro hecho que avala la posible
integracion del método presentado en analisis mas complejos es que el
proceso de calculo de umbral se llevd a cabo de manera rapida, tardan-
do en todos los casos salvo en el trigo menos de 1 s en un ordenador
convencional. En el caso del trigo en la imagen con infrarrojo el proceso
requirio de 33 s debido a que los objetos generados para adaptarse al
cultivo eran muy pequefios y por tanto abundantes lo que requiere un
incremento del tiempo.

CONCLUSIONES

El algoritmo desarrollado para la deteccién automatica de vegetacién
en imagenes de cultivos herbaceos tomadas con UAV permite la total
automatizacion de la clasificacién de vegetacion de cara a la posterior
discriminacion de malas hierbas en cultivos herbaceos en estado de plan-
tula. Asimismo ha demostrado ser robusto, fiable y rapido, lo que permi-
te su implementacion en los complejos algoritmos que se requieren para
deteccidn de malas hierbas en cultivos herbaceos.
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