IMPACTO DE DIFERENTES TRATAMIENTOS DE REMOCION DE LA VEGETACION EN
PASTURAS DE FESTUCA ALTA INFECTADA CON ENDOFITO ASEXUAL

Impact of different vegetation removal treatments on tall fescue pastures
infected with asexual endophyte

Petigrosso, L.R.}, Laboranti, M.A.%, Vignolio, O.R.%, Echeverria, M.M.!y Castafio, J.A.%?
Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Mar del Plata, Argentina.
INTA, Centro Regional Buenos Aires Sur, EEA Balcarce, Argentina.

RESUMEN

El objetivo de este experimento fue analizar en microcosmos de pasturas de festuca alta infectadas con Epichloé coenophiala
a) el impacto de diferentes tratamientos de remocién de la vegetacion, desarraigo manual y tratamientos quimicos con dos
herbicidas; b) el establecimiento de plantulas de festuca y otras especies de la comunidad vegetal a partir de las semillas
presentes en el banco del suelo; c) la viabilidad del endéfito en las plantulas de festuca emergidas y d) la produccién de
semillas de festuca de las plantulas emergidas y/o de las plantas que sobrevivieron al tratamiento y la transmisidn vertical del
endofito en las semillas. Se extrajeron y acondicionaron 24 microcosmos de una pastura en estado vegetativo de mds de 15
afios de implantacion, dominada por festuca. Se aplicaron 8 niveles de remocion de la vegetacidn: 1. testigo con corte
mecanico a 80 mm de altura (T); 2. desarraigo manual de plantas (Rem); 3 y 4. herbicida glifosato (3l/ha) con y sin posterior
eliminacién de la vegetacion superficial, HGRem y HG, respectivamente; 5 y 6. herbicida metsulfuron (5 g/ha) con vy sin
eliminacién de la vegetacion superficial, HMRem y HM, respectivamente; 7 y 8. ambos herbicidas con y sin posterior
eliminacién de la vegetacion superficial, HGMRem y HGM, respectivamente El disefio experimental fue completamente
aleatorizado con 3 repeticiones. Con remocién manual de la vegetacidn hubo mayor establecimiento de plantulas de festuca
desde el banco de semillas respecto a aquellos con tratamientos quimicos. Las plantulas de festuca originadas del banco
conservan la viabilidad del endéfito. En los tratamientos HM, HMRem, HG y HGRem se observé una modificacidn sustancial
de la riqueza de especies durante el avance del tiempo y se registrd la pérdida de leguminosas forrajeras como Lotus tenuis,
Trifolium repens y T. subterraneum. La remocién quimica disminuyd la produccidn de semillas por planta respecto a la
remociéon manual. Las semillas cosechadas en los tratamientos T, Rem, HM y HMRem fueron positivas al diagndstico de
endofito, es decir, no se registraron fallas en la transmisién del endéfito. En los tratamientos HG, HGRem, HGM y HGMRem
se registro una falla total en la transmision del enddéfito por semillas, dado que directamente no hubo produccién de
semillas. En base a estos resultados, es posible que la erradicacién de plantas de festuca infectadas no sea efectiva con los
métodos de manejo propuestos si no se tiene presente el tamafio del banco de semillas del suelo de dicha especie y/o la
regeneracion de las plantas infectadas que sobrevivieron al tratamiento.

Palabras clave. Schedonorus arundinaceus, Epichloé coenophiala, glifosato, metsulfuron, banco de semillas.

SUMMARY

The objective of this experiment was to analyze, in microcosms of tall fescue pastures infected with Epichloé coenophiala a)
the impact of different treatments of vegetation removal, manual uprooting and chemical treatments with two herbicides; b)
the establishment of tall fescue seedlings and other species of the plant community from the seeds in the soil bank; c) the
viability of the endophyte in the emerged fescue seedlings and d) the production of fescue seeds from emerging seedlings
and / or plants that survived the treatment and vertical transmission of the endophyte in the seeds.. Twenty four
microcosms were extracted and conditioned from a pasture in a vegetative state of more than 15 years old of implantation,
dominated by tall fescue. Eight levels of vegetation removal were applied: 1, control, cutting with hand scissors to 80 mm
above ground level (T); 2, handheld uprooting of all plants species (Rem); 3 and 4, glyphosate herbicide (3 I/ha) with and
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without later elimination of dead plant cover, HGRem and HG, respectively; 5 and 6, metsulfuron herbicide (5 g/ha) with and
without removal of dead plant cover, HMRem and HM, respectively; 7 and 8, both herbicides with and without removal of
dead plant cover, HGMRem and HGM; respectively. The experimental design was completely randomized with 3 repetitions.
With manual removal of the vegetation there was a bigger establishment of tall fescue seedlings from the soil seed bank
compared to those with chemical treatments. The fescue seedlings originated conserve the viability of the endophyte. In the
HM, HMRem, HG and HGRem treatments a substantial modification of the species richness was observed during the advance
of time and the loss of forage legumes such as Lotus tenuis, Trifolium repens and T. subterraneum was recorded. The
chemical removal reduced the production of seeds per plant respect to the manual removal. The seeds harvested in the T,
Rem, HM and HMRem treatments were positive for the diagnosis of endophyte, that is, no failures were recorded in the
transmission of the endophyte. In the treatments HG, HGRem, HGM and HGMRem there was a total failure in the
transmission of the endophyte by seeds, since directly there was no seed production. Based on these results, it is possible
that the eradication of infected fescue plants will not be effective with the proposed management methods if the size of the

soil seed bank of this species is not considered and / or plant regeneration infected which survived the treatment.
Key words. Schedonorus arundinaceus, Epichloé coenophiala, glyphosate, metsulfuron, seed bank.

Introduccién

Festuca alta es una forrajera de clima templado muy
valorada por su rusticidad y plasticidad fenotipica, en los
sistemas de produccién extensivos ganaderos en varios
lugares del mundo (Mazzanti et al, 1992; Hannaway et al,
1999; Gibson y Newman, 2001; Lattanzi et al, 2007). Esta
especie se propaga por semillas y, al igual que otras
gramineas Cs, puede establecer una relacidn simbidtica con
hongos enddfitos asexuales de transmision vertical a través
de semillas infectadas, en adelante E+ (Clay y Schardl, 2002).
La importancia agrondmica de esta asociacion esta dada, por
un lado, por los efectos beneficiosos observados en la
graminea, sobre su crecimiento y la tolerancia a estreses
bidticos y abidticos (Malinowski y Belesky, 2000; White y
Torres, 2009; Omacini et al, 2013). Por otro lado, la
importancia de dicha asociacién se debe a la toxicidad
provocada en el ganado que consume plantas infectadas,
ocasionando la patologia denominada festucosis (Bacon et
al, 1977; Hoveland, 1993; De Battista et al, 1995). En tal
sentido, en los establecimientos ganaderos, se busca reducir
la presencia del hongo en las pasturas (Bacon et al, 1977;
Stuedemann et al, 1988; Odrizola et al, 2002; Strickland et
al, 2011).

En Argentina existen investigaciones sobre el manejo y
control de pasturas de festuca alta infectada con enddfito
(Battista et al, 1997; Elizalde y Riffel, 2015; Petigrosso et al,
2018, 2019), sin embargo, en los ultimos afios se ha
registrado un creciente niumero de reportes de casos de
intoxicacién con festuca infectada en la Depresién del
Salado (Elizalde y Riffel, 2015; Cantén et al, 2016; Garcia et
al, 2017). En este sentido, pasturas de festuca alta
sembradas con semilla libre de endéfito son susceptibles a la
invasion por plantas infectadas procedentes de la resiembra
natural y, por consiguiente, el porcentaje de infeccion se
incrementa con el avance del tiempo (Shelby y Dalrymple,
1993). Asi, se ha relevado que poblaciones de festuca alta
establecida en pasturas, pastizales y banquinas de rutas de
la Depresién del Salado presentan cerca de un 100% de
infeccion (Colabelli et al, 2006; Petigrosso et al, 2013).

Investigaciones recientes (Israel et al, 2016) se han centrado
en limitar la formacién de inflorescencias y produccién de
semillas en pasturas de festuca infectadas, mediante el uso
de herbicidas como el metsulfuron (herbicida selectivo post-
emergente). Por otro lado, algunos autores encontraron
resultados transitorios en la erradicacion de pasturas de
festuca tdxicas usando glifosato (herbicida total de amplio
espectro), solo o combinado con otros herbicidas, variando
las épocas de aplicacion y dosis (Hoveland et al, 1986;
Bagegni et al, 1994; Hill et al, 2010). Estas practicas
resultaron a largo plazo ineficientes debido a que la
poblacion de festuca se restablecid, tanto en la pastura
como en el pastizal (Defelice y Henning, 1990). En tal
sentido, es posible hipotetizar que la persistencia de la
poblacién de festuca guarda relacion con el banco de
semillas presentes en el suelo. Asi, Fernandez et al (2007)
encontraron que la remocién del horizonte superficial (0 a 5
cm) del suelo a través del desarraigo del material vegetal en
pasturas infectadas, promueve la germinacion y emergencia
de plantulas de festuca que conservan la viabilidad del
enddfito.

Frente a la incertidumbre de erradicaciéon por método
quimico de las poblaciones de festuca E+ establecidas en
pastizales y pasturas y el impacto del control sobre la
estructura y el funcionamiento de la vegetacidén (i.e.
disminucion o eliminacion total de algunas especies segun
Rodriguez y Jacobo, 2012), surge la necesidad de realizar
estudios basicos que permitan evaluar el efecto de
diferentes practicas de manejo que realizan los productores
ganaderos para erradicar plantas de festuca alta E+, y saber
cual es el rol del banco de semillas del suelo. El objetivo del
presente trabajo fue analizar en microcosmos de pasturas
de festuca alta infectadas con Epichloé coenophiala: a) el
impacto de diferentes tratamientos de remocién de la
vegetacion, desarraigo manual y tratamientos quimicos con
dos herbicidas; b) el establecimiento de plantulas de festuca
y otras especies de la comunidad vegetal a partir de las
semillas presentes en el banco del suelo; c) la viabilidad del
enddéfito en las plantulas de festuca emergidas y d) la
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produccion de semillas de festuca de las plantulas emergidas
y/o de las plantas que sobrevivieron al tratamiento y la
transmision vertical del endodfito en las semillas. Finalmente,
los resultados se discuten teniendo presente el impacto que
tienen las distintas practicas de manejo sobre la poblacion
de festuca E+.

Materiales y Métodos
Instalacién del experimento

Se identificéd una pastura en estado vegetativo de mas de
15 afos de implantacién, dominada por festuca alta,
Schedonorus arundinaceus (Schreb.) Dumort [sindnimos:

Festuca arundinacea Schreb., Lolium arundinaceum
(Schreb.) S.J. Darbyshire, Schedonorus phoenix (Scop.)
Holub], 100% infectada con hongo enddfito Epichloé

coenophiala (Leuchtmann et al, 2014), anteriormente
clasificado como Neotyphodium Glenn, Bacon & Hanlin
(Glenn et al, 1996). La pastura esta ubicada sobre un relieve
de media loma, en el establecimiento ganadero “San
Alberto” del partido de Loberia (latitud: 38° 9'14" S;
longitud: 58° 25'28" O, altitud: 68 m.s.n.m.). Para ello,
previamente se realizd un muestreo de plantas de festuca
en la pastura segun la metodologia propuesta por Peretti y
Crenovich (1992). En el laboratorio se corrobord la presencia
del hongo en las plantas de festuca mediante el andlisis
microscopico en las vainas de los macollos segun la técnica
de Belanger (1996). El 22/06/2017 se extrajeron 24
microcosmos (prismas de suelo y vegetacion intactos de
0,50 m de largo x 0,30 m de ancho x 0,20 m de profundidad)
de dicha pastura. Una vez acondicionados, los microcosmos
fueron ubicados en contenedores (unidades experimentales)
en un predio de la Unidad Integrada Balcarce, Facultad de
Ciencias Agrarias, UNMdP — EEA Balcarce, INTA (latitud: 37°
45' 48" S; longitud: 58° 17' 51" O; altitud: 130 m.s.n.m.). El
5/07/2017 se realizd un corte de limpieza de la vegetacidn
de los microcosmos para homogeneizar todas las unidades
experimentales a 80 mm desde el nivel del suelo y se
registr6 que en promedio (x * error estandar) los
microcosmos tenian 36 + 6 plantas de festuca alta antes de
la aplicacion de los tratamientos. Las unidades
experimentales fueron mantenidas libres de ataques de
herbivoros y regadas durante el periodo experimental.

Tratamientos experimentales

El 21/07/2017 se aplicaron los tratamientos de remocion
de la vegetacion sobre los microcosmos. Se simularon las
practicas realizadas por los productores ganaderos para
erradicar poblaciones de festuca E+ en los pastizales y
pasturas de la Pampa Deprimida. En total se evaluaron 8
tratamientos: 1) T, testigo con corte mecanico (con tijera) a
80 mm; 2) Rem, remocidon manual (desarraigo) de toda la
cobertura vegetal y disturbio de los primeros 50 mm de
suelo (remocion superficial); 3) HG, tratamiento quimico con

herbicida total (glifosato 48% ia, en solucion al 5%;
equivalente a 3 I/ha.), sin disturbio del suelo y sin posterior
eliminacidn la cobertura vegetal; 4) HGRem, tratamiento
quimico con herbicida total (glifosato) sin disturbio del suelo
con posterior eliminacion de la cobertura vegetal (corte al
ras del suelo); 5) HM, tratamiento quimico con herbicida
selectivo (metsulfuron, equivalente a 5 g/ha, sin disturbio
del suelo y sin posterior remocién de la cobertura vegetal; 6)
HMRem, tratamiento quimico con herbicida selectivo
(metsulfuron) sin disturbio del suelo y con posterior
eliminacion de la cobertura vegetal (corte al ras del suelo);
7) HGM, tratamiento quimico con mezcla de herbicida
(glifosato,3 I/ha y metsulfuron, 5 g/ha) sin posterior
eliminacion de la cobertura vegetal;, 8) HGMRem,
tratamiento quimico con mezcla de herbicida (glifosato, 3
I/hay metsulfuron, 5 g/ha) con posterior eliminacion de la
cobertura vegetal (corte al ras del suelo). El glifosato es un
herbicida no selectivo utilizado para el control post-
emergente de malezas anuales y perennes y pre-emergencia
del cultivo. Es de accion sistémica, absorbido por hojas y
tallos verdes y traslocado hacia las raices y odrganos
vegetativos subterrdneos, ocasionando la muerte total de
las malezas emergidas. Actla sobre la sintesis de los
aminoacidos fenilalanina, tirosina y triptéfano, inhibiendo la
enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS). Los
efectos son lentos, sobre todo en las especies perennes,
donde después de transcurridos 4-5 dias desde la aplicacién
comienza una clorosis y marchitamiento de hojas y tallos
que culminan con la muerte total de las malezas sin dejar
efectos residuales (CASAFE, 2005; Manual Fitosanitario,
2016). Por su parte, el metsulfuron es un herbicida selectivo
post-emergente utilizado para el control de malezas
latifoliadas en cereales de invierno. Esta formulado a base
de metsulfuron metil como granulos dispersables al 60%,
perteneciente al grupo de las sulfonilureas. La selectividad
esta dada porque en los cultivos no sensibles, el producto se
metaboliza en compuestos inactivos. Se absorbe por raiz y
hoja. Actua afectando la sintesis de aminoacidos alifaticos
de cadena ramificada, debido a la inhibicién de la enzima
acetolactato sintetasa (ALS). Inhibe la division y el
crecimiento celular de las plantas. Este efecto es rapido en
los puntos de crecimiento de las raices y tallos de las
especies sensibles. Los sintomas (clorosis y enrojecimiento
internerval) no son apreciados hasta 1-3 semanas después
de su aplicacion, dependiendo de las condiciones de
crecimiento de la maleza y la susceptibilidad. La residualidad
de metsulfuron se prolonga por 2-3 semanas, lo que permite
proteger al cultivo de la germinacion de nuevas malezas
(CASAFE, 2005; Manual Fitosanitario, 2016).

En los microcosmos con tratamientos quimicos y con
posterior eliminacion de la cobertura vegetal, la remocion
de la vegetacion seca se realizé el 13/09/2017, a los 53 dias
de aplicados los herbicidas. Se procurd no disturbar el suelo.
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Determinaciones

-Riqueza de especies vegetales y establecimiento de
pldntulas de festuca. Se realizo6 el relevamiento de especies
en cuatro momentos del periodo experimental: antes de la
aplicaciéon de los tratamientos (dia 0), a los 45 (3/09/2017),
120 (21/11/2017) y 210 (21/02/2018) dias desde la
aplicacién de los tratamientos. Las especies registradas se
compararon con las identificadas antes de aplicar los
tratamientos (riqueza inicial). Se utilizaron claves y se
determind la familia botanica y ciclo de vida de las especies
(Cabrera, 1970; Montes et al, 2007). Ademas, en cada
momento de muestreo, se contaron las plantulas emergidas
de festuca desde el banco.

-Presencia del enddfito en las plantulas emergidas. Después
de 60 dias de desarrollo vegetativo de las plantulas
emergidas del banco de semillas, se realizd al andlisis
microscépico de enddfito en un macollo extraido de cada
planta segun la técnica de Belanger (1996). Se considerd que
el control sobre la viabilidad del hongo fuese a) efectivo: si el
analisis daba libre de enddfito (E-) y b) no efectivo (sin
control) si el hongo aun permanecia en la planta (E+).
-Cobertura vegetal. Se tomaron fotografias con una cdmara
digital cada 15 dias de cada microscomo para analizar la
cobertura vegetal verde. Las fotos fueron analizadas con el
programa Cobcal (Ferrari et al, 2009). En total se tomaron
240 fotos durante 10 fechas (3 fotos para cada uno de los 8
tratamientos).

-Produccidn de semillas y eficiencia de trasmision vertical del
enddfito. Las plantas fueron cultivadas en los mismos
microcosmos y se dejaron que lleguen a estado reproductivo
para cosechar semillas, y asi, registrar la produccion de las
mismas por planta. Luego, sobre estas semillas se determiné
la presencia del endodfito. La cosecha se realizé entre el
30/11/2017 y el 5/12/2017. Se tomaron al azar 5 plantas de
cada microcosmo y se analizaron 20 semillas/pl mediante la
técnica de Saha et al (1988).

Disefio experimental y analisis estadistico

El disefio experimental fue completamente aleatorizado
con 3 repeticiones (en total 24 microcosmos = 8
tratamientos de remocidn de la vegetacion * 3 repeticiones).
Los efectos de factores experimentales y su posible
interaccién sobre la variacion de las variables respuesta
consideradas se analizaron mediante ANOVA. Los supuestos
de normalidad y homogeneidad de varianza fueron
verificados. Todos los analisis se realizaron empleando el
software estadistico R (R Development Core Team, 2017).

RESULTADOS
Riqueza de especies vegetales

La riqueza de especies en los microcosmos antes de la
aplicacién de los tratamientos presentd un rango de 2 a 9
especies y vario en el tiempo segun el tipo de remocion
aplicado (Cuadro 1, anexo). En los tratamientos con

herbicidas (HM, HMRem, HG y HGRem) se observé una
modificacidn sustancial de la riqueza de especies durante el
avance del tiempo, pero no elimind a la poblacion de festuca
alta infectada, sino que ésta se mantuvo, ya sea por
regeneracion o por restablecimieto a partir del banco de
semillas del suelo. En estos tratamientos se registro la
pérdida de leguminosas forrajeras valiosas como Lotus
tenuis, Trifolium repens y T. subterraneum, y la aparicion de
otras especies (anuales y/o perennes) provenientes del
banco de semillas del suelo, principalmente en aquellos
tratamientos donde hubo remocion posterior de Ia
cobertura vegetal (Cuadro 1, anexo). La riqueza a los 210
dias de aplicados los tratamientos experimentales presenté
un rango entre 3 y 7 especies, siendo el valor mas bajo en
aquellos tratamientos donde se aplico herbicida metsulfuron
o la mezcla de herbicidas con posterior eliminacidon de la
cobertura vegetal (HM, HMRem, HMGRem).

Establecimiento de plantulas de festuca y presencia del
enddfito en las plantulas emergidas

La emergencia de plantulas de festuca se registré en casi
todos los tratamientos de remocion, menos en los aquellos
con metsulfuron y sin remocién de la cobertura vegetal
(HM). En este ultimo tratamiento, sobrevivieron todas las
plantas presentes al inicio de la aplicaciéon y por ende, no
tuvo lugar la emergencia de nuevas plantas de festuca. En
promedio (Figura 1), aparecieron mas plantulas de festuca
en los tratamientos Rem que en los tratamientos quimicos
(p<0,00001). Asi, aproximadamente aparecieron 14 veces
mds pldntulas de festuca en el tratamiento testigo en
relacion a los microcosmos tratados (27 vs 2 plantulas,
respectivamente). Bajo tratamiento quimico (glifosato) se
registré un retraso en la emergencia de las plantulas de
festuca. Las primeras plantulas se registraron a los 210 dias
de aplicado el tratamiento. En el tratamiento T (testigo) no
hubo emergencia de plantulas de festuca. Todas las
plantulas de festuca emergidas, independientemente del
tratamiento, fueron E+ (100% de infeccidn).

Cobertura vegetal

La dindmica de la cobertura vegetal varié segun el tipo
de tratamiento de remocién de la vegetacién aplicado sobre
los microcosmos (Figura 2). En los tratamientos Rem la
cobertura comenzdé a aumentar por el establecimiento de
plantulas, principalmente de festuca y de otras especies
(Cuadro 1, anexo). En los tratamientos con remocion
quimica se observd que, con la aplicacion de herbicida total
(HG y HGRem), la cobertura vegetal verde comenzd a
disminuir gradualmente por efecto del glifosato. Luego, la
cobertura vegetal verde aumentd por el establecimiento de
plantulas de diferentes especies, desde el banco del suelo,
principalmente cuando se elimind la cobertura superficial.
Con la aplicacién del herbicida (HM y HMRem), la cobertura
también disminuyd, pero dado que el metsulfuron es
selectivo (control de malezas latifoliadas), su efecto no fue
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Figura 1. Promedio de plantulas de festuca alta emergidas desde el banco de semillas del suelo por microcosmo. En los tratamientos sin
barra no se registraron plantulas emergidas. Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas (a=0,05). Referencia: T, testigo
con corte mecanico a 80 mm; Rem, remocion manual de toda la cobertura vegetal y disturbio de los primeros 50 mm de suelo (remocién
superficial); HG, tratamiento quimico con herbicida total sin disturbio del suelo y sin posterior eliminacién de la cobertura vegetal; HGRem,
tratamiento quimico con herbicida total sin disturbio del suelo con posterior eliminacidn de la cobertura vegetal; HM, tratamiento quimico
con herbicida parcial sin disturbio del suelo y sin posterior remocion de la cobertura vegetal; HMRem, tratamiento quimico con herbicida
parcial sin disturbio del suelo y con posterior eliminacidn de la cobertura vegetal; HGM, tratamiento quimico con mezcla de herbicida sin
posterior eliminacion de la cobertura vegetal; HGMRem, tratamiento quimico con mezcla de herbicida con posterior eliminacién de la
cobertura vegetal.

Figure 1. Average of tall fescue seedlings emerged from the soil seed bank of microcosm. There were not registered emerged seedling in the
treatments without bars. Different lowercase letters indicate significant differences (a=0.05). References: T, control with mechanical cutting
at 80 mm; Rem, manual removal of all plant cover and disturbance of the first 50 mm of soil (surface removal); HG, chemical treatment
with total herbicide without disturbance of the soil and without subsequent elimination of the vegetal cover;, HGRem, chemical treatment
with total herbicide without disturbance of the soil with subsequent elimination of the vegetal cover; HM, chemical treatment with partial
herbicide without disturbance of the soil and without subsequent removal of the vegetation cover;, HMRem, chemical treatment with
partial herbicide without disturbance of the soil and with subsequent elimination of the vegetal cover; HGM, chemical treatment with
herbicide mixture without subsequent removal of the plant cover;, HGMRem, chemical treatment with herbicide mixture with subsequent
elimination of the vegetal cover.

tan marcado como el glifosato y, por ende, los valores de
cobertura se mantuvieron relativamente estables hasta el
momento en que en algunas plantas comenzd a observarse
la senescencia de sus laminas foliares o la elongacién de los
tallos por el pasaje al estado reproductivo. En los
tratamientos con la aplicacion de la mezcla de herbicidas
(HGM y HGMRem), se observd que la cobertura vegetal
disminuyé vy luego, al igual que en los anteriores
tratamientos, aumentd por el establecimiento de plantulas
luego de la eliminacion de la cobertura superficial
senescente. En los tratamientos control (T), la cobertura se
mantuvo relativamente estable hasta el momento que se
observd la senescencia de las laminas foliares de las plantas
de festuca y del resto de las especies.

Producciéon de semillas y eficiencia de la trasmisién vertical
del endofito

Al analizar el nimero de semillas/planta se registré un
efecto significativo del tipo de remocién de la vegetacion
(p<0,0001). En este sentido, se observd que en los
tratamientos HG, HGRem, HGM y HGMRem si bien se
observaron plantas de festuca (Cuadro 1, anexo) que
sobrevivieron a la aplicacién quimica y otras que emergieron
a los 210 dias de aplicados los tratamientos, éstas no
llegaron a estado reproductivo y, por ende, no se
cosecharon semillas (Figura 3). En los tratamientos Rem se
registré la mayor produccidn de semillas/planta, pero ésta
no difirié significativamente con el testigo (T) (Figura 3). La
produccion de semillas no difirié entre los tratamientos HM
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Figura 2. Porcentaje de cobertura vegetal verde de microcosmos de festuca alta infectada con enddfito bajo distintos tratamientos de
remocion de la vegetacion. Referencias: T, testigo con corte mecanico a 80 mm; Rem, remocion manual de toda la cobertura vegetal y
disturbio de los primeros 50 mm de suelo (remocion superficial); HG, tratamiento quimico con herbicida total sin disturbio del suelo y sin
posterior eliminacién de la cobertura vegetal; HGRem, tratamiento quimico con herbicida total sin disturbio del suelo con posterior
eliminacidn de la cobertura vegetal; HM, tratamiento quimico con herbicida parcial sin disturbio del suelo y sin posterior remocion de la
cobertura vegetal; HMRem, tratamiento quimico con herbicida parcial sin disturbio del suelo y con posterior eliminacion de la cobertura
vegetal; HGM, tratamiento quimico con mezcla de herbicida sin posterior eliminacidn de la cobertura vegetal; HGMRem, tratamiento
quimico con mezcla de herbicida con posterior eliminacion de la cobertura vegetal. Las flechas en la parte superior indican: a) la primera el
momento en que se realizé el desarraigo de plantas de festuca para los tratamientos Rem y b) la segunda el momento en que se realizé la
remocion de la cobertura superficial en los tratamientos con remocidn quimica (HGRem, HMRem, HGMRem).
Figure 2. Green plant cover percentage of tall fescue microcosm infected with endophyte under different vegetation removal treatments.
References: T, control with mechanical cutting at 80 mm; Rem, manual removal of all plant cover and disturbance of the first 5 cm of soil
(surface removal); HG, chemical treatment with total herbicide without disturbance of the soil and without subsequent elimination of the
vegetal cover; HGRem, chemical treatment with total herbicide without disturbance of the soil with subsequent elimination of the vegetal
cover; HM, chemical treatment with partial herbicide without disturbance of the soil and without subsequent removal of the vegetation
cover; HMRem, chemical treatment with partial herbicide without disturbance of the soil and with subsequent elimination of the vegetal
cover; HGM, chemical treatment with herbicide mixture without subsequent removal of the plant cover;, HGMRem, chemical treatment
with herbicide mixture with subsequent elimination of the vegetal cover. The arrows in the upper part indicate: a) the first, when the fescue
plants were uprooted for the Rem treatments and b) the second, when the removal of the superficial cover in the treatments with chemical
removal was carried out (HGRem, HMIRem, HGMRem).

y HMRem y fue similar al tratamiento testigo (Figura 3). Las  remocion de la vegetacion. En los tratamientos HG, HGRem,
semillas cosechadas en los tratamientos T, Rem, HM vy

HGM y HGMRem se registro una falla total en
HMRem fueron positivas al diagndstico de enddfito (100%  transmision del endoéfito por
de infeccién), es decir, no se registraron fallas en la

transmision del endoéfito por efecto de los tratamientos de

la

semillas, dado que
directamente no hubo produccion de semillas por efecto de
la aplicacién del herbicida.
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Figura 3. NUumero de semillas por planta (media * EE) registrados microcosmos de festuca alta bajo distintos tratamientos de remocidn de
la vegetacion. En los tratamientos sin barras no hubo produccién de semillas. Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas
(a=0,05). Referencias: T, testigo con corte mecanico a 80 mm; Rem, remocién manual de toda la cobertura vegetal y disturbio de los
primeros 50 mm de suelo (remocion superficial); HG, tratamiento quimico con herbicida total sin disturbio del suelo y sin posterior
eliminacion de la cobertura vegetal; HGRem, tratamiento quimico con herbicida total sin disturbio del suelo, con posterior eliminacién de
la cobertura vegetal; HM, tratamiento quimico con herbicida parcial sin disturbio del suelo y sin posterior remocion de la cobertura
vegetal; HMRem, tratamiento quimico con herbicida parcial sin disturbio del suelo y con posterior eliminacion de la cobertura vegetal;
HGM, tratamiento quimico con mezcla de herbicida sin posterior eliminacién de la cobertura vegetal; HGMRem, tratamiento quimico con
mezcla de herbicida con posterior eliminacion de la cobertura vegetal.

Figure 3. Seed number per plant (mean + SE) registered in tall fescue microcosms under different vegetation removal treatments. There
were not registered seed production in the treatments without bars. Different lowercase letters indicate significant differences (a=0.05).
References: T, control with mechanical cutting at 80 mm,; Rem, manual removal of all plant cover and disturbance of the first 50 mm of soil
(surface removal); HG, chemical treatment with total herbicide without disturbance of the soil and without subsequent elimination of the
vegetal cover; HGRem, chemical treatment with total herbicide without disturbance of the soil with subsequent elimination of the vegetal
cover; HM, chemical treatment with partial herbicide without disturbance of the soil and without subsequent removal of the vegetation
cover; HMRem, chemical treatment with partial herbicide without disturbance of the soil and with subsequent elimination of the vegetal
cover; HGM, chemical treatment with herbicide mixture without subsequent removal of the plant cover;, HGMRem, chemical treatment
with herbicide mixture with subsequent elimination of the vegetal cover.

Discusion permitié el establecimiento de nuevas plantulas de festuca.

Bajo nuestras condiciones experimentales, en promedio,
emergieron mas plantulas de festuca en el tratamiento Rem
que en los tratamientos quimicos con o sin remocién (Figura
1). El glifosato retrasé la emergencia de plantulas, y en los
tratamientos con metsulfuron y sin remocién de Ia
cobertura (HM) no se observo el establecimiento de nuevas
plantulas de festuca porque sobrevivieron todas las plantas
presentes al inicio de la aplicacion, ejerciendo un efecto de
competencia Solamente aparecieron nuevas plantulas en los
tratamientos con metsulfuron cuando se realizé la remocion
de la vegetacion (HMRem) dado que la presencia de la
cobertura vegetal, viva o muerta, actuaria como una barrera
fisica para la emergencia de plantulas a partir de las semillas
presentes en el banco del suelo (Grime, 1989; De Souza et
al. 2006). En este sentido, en el tratamiento T, también la
biomasa en pie tuvo un efecto de competencia que no

En el caso del glifosato, existen antecedes sobre la eficacia
variable del mismo sobre el control de festuca alta infectada,
segln la dosis aplicada, el momento de aplicacién vy las
condiciones ambientales (Smith, 1989). Ademas, en general
existen antecedentes que el glifosato retardaria la etapa de
emergencia de plantulas (Civeira, 2012), lo cual podria
explicar la aparicién tardia de plantulas de festuca alta
hallada en este experimento (Cuadro 1, en Anexo).

Todas las plantulas emergidas, independientemente del
tratamiento aplicado, estaban infectadas. Estos resultados
apoyan lo hallado por Ferndndez et al (2007) sobre la
viabilidad del endéfito en las semillas del banco del suelo.
Segln nuestros resultados, el uso de glifosato para la
erradicacién de pasturas de festuca infectada tendria una
repuesta transitoria, porque no logré reducir los niveles de
infecciéon endofitica en los microcosmos, dado que las
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plantas originadas desde el banco de semillas del suelo
presentaban el endoéfito. En tal sentido, es posible
hipotetizar que al eliminar con el herbicida a las plantas de
la comunidad vegetal, se reduce la competencia, facilitando
el establecimiento de nuevas plantulas de festuca (Madison,
1994; Washburn y Barnes, 2000). En la bibliografia existen
antecedentes de resultados positivos del uso de glifosato
s6lo o combinado con otros herbicidas, variando el
momento de aplicacion y dosis, sobre el control de
poblaciones de festuca infectadas (Defelice y Henning, 1990;
Babegni et al. 1994; Hill et al. 2010), sin embargo, en
ninguno de estos experimentos se brinda informacién sobre
el posible aumento del nimero de plantas de festuca
infectadas provenientes del banco de semillas. Segun
Washburn et al (2000), al comparar la efectividad de los
herbicidas imazapic y glifosato en la erradicaciéon de
poblaciones de festuca en diferentes regiones de Estados
Unidos, observaron que imazapic fue mas efectivo que el
glifosato en el control de festuca alta, posiblemente por su
efecto residual de 40 a 45 dias y porque la absorcidn ocurre
a través de las hojas y las raices (Shaner y O'Conner 1991);
mientras que el glifosato es un herbicida de accidn foliar sin
efecto residual (Grossbard y Atkinson 1985). Sin embargo,
en este trabajo, el glifosato fue mas efectivo que el
metsulfuron a pesar de tener efecto residual de 2-3
semanas. La dindmica de la cobertura vegetal varié segun el
tratamiento aplicado (Figura 2). En los tratamientos con
glifosato la cobertura verde disminuyé gradualmente por
efecto del herbicida y luego, aumentd por el establecimiento
de plantulas desde el banco de semillas del suelo,
principalmente cuando se removié la cobertura superficial
senescente (Cuadro 1, anexo). Estos resultados coinciden
con los publicados por Madison (1994) y Washburn et al
(2000). La disminucién en la cobertura vegetal no fue tan
marcada con el herbicida metsulfuron debido a su espectro
de accidn (CASAFE, 2005). En nuestro pais, especialistas de
la Estacidon Experimental del INTA Cuenca del Salado, han
llevado a cabo experimentos para la renovacién de pasturas
de festuca alta E+ mediante la aplicacién combinada de 2,4
I/ha de glifosato junto con 0,3 I/ha de 2,4DB en primavera y
otofo, seguidos de siembra directa de raigras (de la Vega,
2014). Segun este autor, la presencia de festuca en la
composicién vegetal se redujo en un 48%. La primera
aplicacién de herbicida en primavera interrumpié la
floracién y produccion de semillas de festuca y la segunda
pulverizacion en otofio, retrasé el rebrote de ésta especie,
permitiendo la implantacién de otra forrajera como el
raigras.

La remocién quimica mediante herbicidas, con o sin
posterior eliminacién de la cobertura vegetal senescente,
disminuyo la produccion de semillas por planta (Figura 3),
tanto en las tratadas como las que se originaron desde las
semillas presentes en el banco, respecto a la remocién
manual. Los resultados hallados para el herbicida
metsulfuron corroboran lo registrado por Goff et al. (2012),

Sather et al. (2013) e Israel et al (2016), dado que, si bien
con este herbicida sobrevivieron las plantas de festuca
presentes al inicio del experimento, el uso del metsulfuron
redujo la produccidon de semillas de festuca por planta
(Figura 3). En este experimento solo se considerd la
produccion de semillas por planta, sin embargo, otros
estudios demostraron que el metsulfuron produjo una
disminucidn en la altura, en la produccidn de biomasa aérea
y en el numero de macollos reproductivos en plantas de
festuca infectadas (Aiken et al. 2012; Moraes et al. 2015).
Asi, también se ha registrado que novillos pastoreando
pasturas tratadas con metsulfuron han logrado un
aumentado en la ganancia de peso, una reduccion de la
temperatura corporal y un aumento de los niveles de
prolactina al reducir este herbicida el nUmero de panojas y
de semillas que contienen altas concentraciones de
ergovalina (Turner et al. 1990; Aiken et al. 2012; Aiken vy
Strickland 2013). Sin embargo, es necesario considerar que,
este herbicida puede reducir la disponibilidad de forraje
hasta en un 51% (Turner et al. 1990) y en consiguiente,
ocasionar una reduccién de la carga animal para esa pastura
y/o pastizal.

Ademas, se deberia considerar el costo e impacto de los
tratamientos quimicos sobre el medio ambiente y los
servicios ecosistémicos. Por ejemplo, Rodriguez y Jacobo
(2012) describieron los cambios de la vegetacién en un
pastizal de la Pampa Deprimida cuando las lomas y medias
lomas eran o no pulverizadas con glifosato a fin de verano.
Segun estos autores, la aplicacidn del herbicida provocé una
drastica disminucidn o eliminacidn total de algunas especies
que se encontraban florecidas, fructificando o semillando al
momento de la pulverizacion con glifosato, y una importante
disminucion del banco de semillas al interrumpir la
formacion de semillas. Muchas de estas especies eliminadas
eran pastos perennes invernales autdctonos con gran
importancia estratégica como forraje de invierno, como las
flechillas y lagrima (Nasella sp., Piptochaetium sp., Briza sp.)
y hasta festuca alta, y también pastos estivales de alto valor
forrajero como el pasto miel y Lotus sp. Asi, bajo nuestras
condiciones experimentales, se observd la eliminacién de
especies de valor forrajero, como Lotus tenuis, Trifolium
repens, T. subteraneum luego de la aplicacion de herbicida
(Cuadro 1 en Anexo). Estas practicas con herbicidas en
procura de eliminar las poblaciones de festuca E+, no
repararian en el impacto sobre los diferentes servicios
ecosistémicos que brindan los pastizales, como especies de
valor forrajero, estético, medicinal, refugio de fauna,
secuestro de carbono, entre otros (Sala y Paruelo, 1997;
Laterra et al. 2011).

En base a los resultados del presente experimento, es
posible que la erradicacion de plantas de festuca E+ no sea
efectiva con los distintos métodos de manejo propuestos
sino se tiene presente el banco de semillas del suelo de
dicha especie. La aplicacion del herbicida metsulfuron podria
usarse como una medida de control para reducir la

. _________________________________________________________________________________________________________|
REVISTA ARGENTINA DE PRODUCCION ANIMAL VOL 38 N° 2: 49-61 (2018) 56



- A

Davicia Arnontina
\eViSilda AlJ¢ Ulla

r Dear gy 4 An sl
de rroaguccion Anima

emergencia de plantulas de festuca y la produccion de
semillas infectadas por planta, sin embargo, este herbicida
podria reducir la disponibilidad de biomasa aérea como
mencionan los antecedentes bibliograficos. En el caso del
glifosato, si bien el herbicida provocd una falla total de la
transmision del endodfito porque las plantas no produjeron
semillas, es necesario tener presente que la poblacién de
festuca E+ se reestablecid y que este herbicida provocé Ila
pérdida de especies forrajeras valiosas. La persistencia de un
banco de semillas de festuca alta E+, aun luego de la
aplicacién de herbicidas y posterior siembra con festuca
libre de endofito, explicaria el desplazamiento de esta ultima
y el aumento del porcentaje de infeccion actualmente
observado en pasturas y pastizales.

Conclusién
En funcién de los resultados obtenidos para nuestras
condiciones experimentales, podemos concluir que:

a) En los tratamientos con remocion manual de la
vegetacion hubo mayor establecimiento de plantulas
de festuca alta desde el banco de semillas del suelo,
respecto a aquellos con tratamientos quimicos.

b) Las plantulas de festuca originadas desde el banco de
semillas fueron positivas al diagndstico microscépico
de endofito. En tal sentido, las semillas presentes en el
banco del suelo conservan la viabilidad del endéfito
Epichloé coenophiala.

c) Con la aplicacion de glifosato se registr6 una
emergencia tardia de plantulas de festuca desde las
semillas en el banco, mientras que en los tratamientos
con metsulfuron y sin remociéon de la cobertura
vegetal, no hubo emergencia de nuevas plantulas de
festuca (hasta el momento en que se dio por
finalizado el experimento).

d) La remocidén quimica, con o sin posterior eliminacion

de la cobertura vegetal, disminuyd la produccion de
semillas por planta respecto a la remocién manual.
La remocidn quimica con glifosato o combinado con
metsulfuron, con o sin posterior eliminacion de la
cobertura vegetal, en los microcosmos de festuca
infectadas con Epichloé coenophiala, provocé una falla
total en la transmision del endéfito dado que no hubo
produccion de semillas.
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ANEXO

Cuadro 1. Especies relevadas en los microcosmos de festuca alta antes de la aplicacion de los tratamientos (dia 0), a los 45, 120 y 210 dias
después de la aplicacion de los diferentes tratamientos de remocion de la vegetacion, indicando familia botéanica y ciclo de vida.
Referencias: T, testigo con corte mecanico a 80 mm; Rem, remociéon manual de toda la cobertura vegetal y disturbio de los primeros 5 cm
de suelo (remocidn superficial); HG, tratamiento quimico con herbicida total sin disturbio del suelo y sin posterior eliminacién de la
cobertura vegetal; HGRem, tratamiento quimico con herbicida total sin disturbio del suelo con posterior eliminacién de la cobertura
vegetal; HM, tratamiento quimico con herbicida parcial sin disturbio del suelo y sin posterior remocidn de la cobertura vegetal; HMRem,
tratamiento quimico con herbicida parcial sin disturbio del suelo y con posterior eliminacidon de la cobertura vegetal; HGM, tratamiento
quimico con mezcla de herbicida sin posterior eliminacion de la cobertura vegetal; HGMRem, tratamiento quimico con mezcla de herbicida
con posterior eliminacion de la cobertura vegetal.

Table 1. Species surveyed in the tall fescue microcosms before the application of the treatments (day 0), at 45, 120 and 210 days after the
application of the different vegetation removal treatments, indicating botanical family and cycle of life. Reference: T, control with
mechanical cutting at 80 mm; Rem, manual removal of all plant cover and disturbance of the first 50 mm of soil (surface removal); HG,
chemical treatment with total herbicide without disturbance of the soil and without subsequent elimination of the vegetal cover; HGRem,
chemical treatment with total herbicide without disturbance of the soil with subsequent elimination of the vegetal cover; HM, chemical
treatment with partial herbicide without disturbance of the soil and without subsequent removal of the vegetation cover; HMRem,
chemical treatment with partial herbicide without disturbance of the soil and with subsequent elimination of the vegetal cover; HGM,
chemical treatment with herbicide mixture without subsequent removal of the plant cover;, HGMRem, chemical treatment with herbicide
mixture with subsequent elimination of the vegetal cover.

Especies relevadas/microcosmo Familia
Tratamiento Inicial (21/07/2017) 45 dias (3/09/2017) 120 dias (21/11/2017) 210 dias (21/02/2018) botanica Ciclo de vida
Festuca arundinacea Festuca arundinacea Festuca arundinacea Festuca arundinacea Podceas Perenne
Lolium multiflorum Lolium multiflorum Lolium multiflorum Lolium multiflorum Poaceas Anual
Trifolium subterraneum |Trifolium subterraneum |Trifolium subterraneum |Trifolium subterraneum |Leguminosas Anual
T Eryngium sp. Eryngium sp. Eryngium sp. Eryngium sp. Umbeliferas Perenne
Medicago polymorpha |Medicago polymorpha Leguminosas Anual
Hypochoeris tweediei Hypochoeris tweediei Compuestas Perenne
Lotus tenuis Lotus tenuis Lotus tenuis Lotus tenuis Leguminosas Perenne
Bowlesia tenerea Umbeliferas Anual
Geranium mole Geramiaceas Anual
Oxalis chrysantha Oxalidaceas Anual
Dactilis glomerata Dactilis glomerata Dactilis glomerata Poaceas Anual
Crepis capilaris Compuestas Anual
Echium plantagium Echium plantagium Borraginaceas |Annual/bienal
Trifolium repens Trifolium repens Trifolium repens Leguminosas Annual
Festuca arundinacea Festuca arundinacea Festuca arundinacea Festuca arundinacea Podceas Perenne
Eryngium sp. Eryngium sp. Eryngium sp. Eryngium sp. Umbeliferas Perenne
Rem Lolium multiflorum Podceas Anual
Lotus tenuis Lotus tenuis Lotus tenuis Leguminosas Perenne
Anagalis arvensis Anagalis arvensis Primulaceas Anual
Oxalis chrysantha Oxalis chrysantha Oxalis chrysantha Oxalidaceas Anual
Trifolium subterraneum |Trifolium subterraneum Leguminosas Anual
Gamochaeta spicata Gamochaeta spicata Compuestas Perenne
Bowlesia tenerea Bowlesia tenerea Umbeliferas Anual
Crepis capilaris Compuestas Anual
Capsela bursa pastoris Cruciferas Anual
Cirsium vulgare Cirsium vulgare Cirsium vulgare Compuestas Anual
Festuca arundinacea Festuca arundinacea*® Festuca arundinacea Podceas Perenne
Lolium multiflorum Podceas Anual
HG Eryngium sp. Umbeliferas Perenne
Medicago polymorpha Medicago polymorpha |Leguminosas Anual
Bowlesia tenerea Bowlesia tenerea Umbeliferas Anual
Trifolium subterraneum Leguminosas Anual
Digitaria sanguinalis Digitaria sanguinalis Podceas Anual
Dactilis glomerata Dactilis glomerata Dactilis glomerata Poaceas Anual
Paspalum dilatatum Poaceas Anual
Stipa brachychaeta Podceas Perenne
Festuca arundinacea Festuca arundinacea* Festuca arundinacea Podceas Perenne
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HGRem Lolium multiflorum Podceas Anual
Cirsium vulgare Compuestas Anual
Picris echioides Compuestas Anual
Dactilis glomerata Dactilis glomerata Poaceas Anual
Oxalis chrysantha Oxalidaceas Anual
Eryngium sp. Eryngium sp. Umbeliferas Perenne
Paspalum dilatatum Poaceas Perenne
Lotus tenuis Leguminosas Perenne
Festuca arundinacea Festuca arundinacea* |Festuca arundinacea® |Festuca arundinacea* |Poaceas Perenne
Lolium multiflorum Lolium multiflorum Lolium multiflorum Lolium multiflorum Podceas Anual
HM Trifolium subterraneum Leguminosas Anual
Bowlesia tenerea Umbeliferas Anual
Trifolium repens Leguminosas Perenne
Echium plantagium Echium plantagium Borraginaceas |Anual
Dichondra microcalyx  |Dichondra microcalyx Convolvuldceas |Perenne
Eryngium spp Eryngium spp Umbeliferas Perenne
Oxalis chrysantha Oxalis chrysantha Oxalidaceas Anual
Crepis capilaris Compuestas Anual
Anagalis arvensis Primulaceas Anual
Festuca arundinacea Festuca arundinacea* |Festuca arundinacea*  |Festuca arundinacea* |Podaceas Perenne
Lolium multiflorum Lolium multiflorum Poaceas Anual
HMRem Eryngium sp. Eryngium sp. Eryngium sp. Umbeliferas Perenne
Bowlesia tenerea Umbeliferas Anual
Juncus sp Juncus sp Juncaceas anual
Trifolium subterraneum Leguminosas Anual
Hypochoeris tweediei Hypochoeris tweediei |Compuestas Perenne
Lotus tenuis Leguminosas Perenne
Veronica sp. Escrofulariaceas |Anual
Festuca arundinacea Festuca arundinacea* Festuca arundinacea Podceas Perenne
HGM Lotus tenuis Lotus tenuis Leguminosas Perenne
Trifolium repens Trifolium repens Leguminosas Perenne
Trifolium subterraneum Leguminosas Anual
Eryngium spp Umbeliferas Perenne
Gamochaeta spicata Compuestas Anual
Lolium multiflorum Lolium multiflorum Podceas Anual
Echinochloa crus-galli Podceas Anual
Cirsium vulgare Compuestas Anual
Juncus sp. Juncaceas Anual/Perenne
Dactilis glomerata Podceas Anual
Stipa brachychaeta Podceas Perenne
Geranium mole Geramiaceas Anual
Festuca arundinacea Festuca arundinacea Podceas Perenne
HGMRem |Lolium multiflorum Poaceas Anual
Trifolium subterraneum Leguminosa Anual
Eryngium spp Umbeliferas Perenne
Oxalis chrysantha Oxalidaceas Annual
Dichondra microcalyx Convolvulaceas |Perenne
Bowlesia tenerea Umbeliferas Anual
Echinocloa crusgalli Podceas Anual
Digitaria sanguinalis Podceas Anual
Paspalum dilatatum Poaceas Perenne
Dactilis glomerata Poaceas Anual

*plantas de festuca alta que sobrevivieron a la aplicacidn del tratamiento quimico de remocién
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