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Resumen. Se realizaron ensayos de dosis-respuesta a glifosato in vitro e invernadero,
en las leguminosas Crotalaria pumila, Medicago denticulata, Melilotus albus y M.
indicus. Concentraciones de glifosato de 0, 5, 10, 20, 40, 80, 160, 320 y 640 ppm, se
usaron para los ensayos in vitro, aplicadas sobre 10 semillas escarificadas y
sembradas en placas petri con papel filtro, usando 5 ml de solucién y midiendo la
longitud de la parte aérea de las plantulas, diez dias después del tratamiento. Cada
tratamiento se replicé cinco veces. Para los ensayos en invernadero se usaron dosis
de 0, 180, 360, 540, 720 y 900 g de glifosato ha', aplicadas sobre pldntulas de cuatro
trifolios, registrando el peso fresco por planta 21 dias después de la aplicacion. Los
ensayos de dosis-respuesta in vitro indicaron que M. albus fue la especie mads
tolerante, seguida por M. indicus, Medicago denticulada y Crotalaria pumila; en
tanto que en invernadero, M. indicus mostré la mayor tolerancia, seguida por M.
denticulada, M. albus y C. pumila. Esta investigacién muestra que la tolerancia a
glifosato estd presente en especies de leguminosas silvestres.
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INTRODUCCION

El control quimico de malezas en leguminosas de cobertura, exige que los herbicidas sean
selectivos, de baja residualidad y de bajo costo, aspectos dificiles de reunir en un solo producto. Se han
hecho esfuerzos por lograr la selectividad de herbicidas como el glifosato, el cual redne los requisitos
de baja residualidad y bajo costo, pero adolece de selectividad en leguminosas comunes (CRUZ et al,
2006), aunque existen indicios de niveles satisfactorios de tolerancia natural en algunas especies
(DOMINGUEZ et al., 2007; CRUZ et al., 2008).

El glifosato es el herbicida que mejor retine los requisitos de bajo costo, amplio espectro y
mejor perfil ambiental (DUKE y POWLES, 2008), por lo que encontrar niveles adecuados de
tolerancia natural en leguminosas silvestres con propdsitos de cultivos de cobertura, permitiria
eliminar la competencia de éstas con malezas, principalmente durante la fase de establecimiento.

Buscando especies con fines de cultivos de cobertura, estudiar las curvas de dosis-
respuesta a glifosato, especialmente en leguminosas de semilla pequefia, puede conducir al desarrollo
de variedades tolerantes (Cruz et al, 2006), lo que sin duda facilitarfa el control de malezas en este tipo
de cultivos, siendo este el objetivo del presente estudio.
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MATERIALES Y METODOS

Ensayos de dosis-respuesta a glifosato in vitro

Lotes de 10 semillas escarificadas y desinfectadas de cada leguminosa, se sembraron sobre
papel filtro estéril en cajas petri, agregando 5 ml de una solucién de glifosato en diferentes
concentraciones: 0, 5, 10, 20, 40, 80, 160, 320 y 640 ppm, incubdndolas a temperatura del laboratorio
durante diez dias, registrando la longitud de la parte aérea de las pldntulas, misma que se transformo a
porcentaje de reduccién de la longitud con respecto al testigo sin herbicida. Cada tratamiento se
replico cinco veces.

Ensayos de dosis-respuesta a glifosato en invernadero

Semillas pregerminadas de las leguminosas se sembraron en macetas con 500 g de la
mezcla 2:1 de suelo franco arenoso:peatmoss. Se hicieron crecer 7 plantas por maceta, hasta el estado
de cuatro hojas trifoliadas. Cada tratamiento se replicé cinco veces. Se aplicaron 0, 180, 360, 540, 720
y 900 g de glifosato ha™', con una aspersora manual con boquilla Tee Jet 8002, a 40 psi y un volumen
de aplicacién de 206 L ha'. A los 21 dfas después de la aplicacién (DDA), se determiné el peso fresco
de las plantas, transformandolo a porcentaje con respecto al testigo.

Ambos experimentos se realizaron con un disefio experimental completamente al azar. Los
datos se sometieron a andlisis de regresion no lineal mediante el programa SigmaPlot, para estimar la
EDsy en cada leguminosa, de acuerdo con la metodologia propuesta por STREIBIG et al. (1993) y
CRUZ et al. (2006).

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayos de dosis-respuesta a glifosato in vitro

La dosis media efectiva (ECsy 0 EDsy) para cada una de las leguminosas evaluadas in vitro fue de
35.11,55.13,2.04 y 179.19 ppm, para Crotalaria pumila, Medicago denticulata, Melilotus albus y M.
indicus, respectivamente, mostrando una gran variabilidad en la sensibilidad de las especies a la accién
del herbicida. De acuerdo con esto, M. albus es la especie mds tolerante, pues con las dosis probadas
no fue posible estimar correctamente su EDs,, sugiriendo que es superior a 600 ppm (R2=0.63). M.
indicus también mostré alto nivel de tolerancia, en tanto que C. pumila y M. denticulata, tuvieron una
respuesta similar, pero mds baja que las especies de Melilotus (figura 1). De acuerdo con esto, M.
indicus es 5.1 veces mas tolerante que C. pumila, mostrando con esto que hay una respuesta diferncial
de las especies al glifosato in vitro. Otras investigaciones de dosis-respuesta a glifosato se han hecho
con plantulas en diferentes estados de crecimiento (CRUZ et al., 2006; DOMINGUEZ et al., 2007;
CRUZ et al., 2008).

Ensayos de dosis-respuesta en invernadero

Crotalaria pumila mostré la menor tolerancia al glifosato (EDsy = 385.11 g i. a. ha'),
seguida por Medicago denticulata (657.53 g i. a. ha™). La especie que mostré el mds alto nivel de
tolerancia fue Melilotus indicus (EDsy = 802.05 g i. a. ha'l; R%= 0.75), y M. albus tuvo una EDs, de
463.06 g i. a. ha’! y R?=0.81. Cruz et al. (2006) y Cruz et al. (2008), encontraron valores de EDs, de
541,315.05 y 40.95 g i. a. ha!, para Clitoria ternantea, Canavalia ensiformis y Amaranthus hybridus,
respectivamente. Asimismo, DOMINGUEZ et al. (2007), encontraron una EDs, de 478 g i. a. ha,
para Phaseolus coccineus. Muchas especies anuales de maleza pueden ser controladas con dosis de
360 g de glifosato ha™', lo que abre la posibilidad de efectuar controles satisfactorios de malezas
anuales en algunas de las leguminosas estudiadas (CRUZ et al., 2008).
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Figura 1. Porcentajes de reduccién de la longitud de parte aérea de las leguminosas evaluadas por
glifosato in vitro. Barras verticales representan el error estdndar de la media (+).
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Figura 2. Porcentaje de reduccion del peso fresco por glifosato de las leguminosas evaluadas en
invernadero. Barras verticales representan el error estdndar de la media (+).

CONCLUSION
La presente investigacion mostré que las especies de leguminosas estudiadas presentan
grado variable de tolerancia a glifosato, tanto in vitro como en invernadero, lo que abre la posibilidad
de seleccionar biotipos mds tolerantes de éstas u otras leguminosas.
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Summary. Dose-response bioassays of four wild legumes to glyphosate. In vitro and
in greenhouse conditions, glyphosate dose-response bioassays were performed on the
legumes Crotalaria pumila, Medicago denticulata, Melilotus albus, and Melilotus
indicus. Ten scarified seeds of each of the four legumes were placed in petri dishes
using glyphosate concentrations of 0, 5, 10, 20, 40, 80, 160, 320, and 640 ppm, five
replications of each treatment were established. Seedling shoot length was measured
ten days after treatment (DAT), transforming it to percentage of shoot length with
respect to the control. Additionally, under greenhouse conditions, seven seedlings of
the four legumes were grown in pots with 500 g of a 2:1 soil-peatmoss substrate,
spraying them at the four-trifoliate stage with 0, 180, 360, 540, 720, and 900 g a. i. of
glyphosate ha', replicating five times each treatment. Twenty one DAT, seedling
fresh weight was measured and transformed to percentage of fresh weight with
respect to the control. In vitro and dose-response bioassays showed that M. albus was
the most tolerant species to glyphosate, followed by M. Indicus, Medicago
denticulata, and Crotalaria pumila; while in greenhouse, the most tolerant species
was M.indicus followed by M. denticulata, M. albus, and C. pumila. This research
showed that some tolerance to glyphosate is present in wild legume species.
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