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1. INTRODUCCION

El acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) es un
herbicida hormonal, fenoxi derivado, de accidon
sistémica y selectiva para el control de malezas de
hoja ancha. El 2,4-D se clasifica por su modo de
accién como un “herbicida hormonal” ya que
actya de forma similar a las hormonas naturales
de las plantas del tipo de las auxinas. Estas fito-
hormonas regulan el normal desarrollo y creci-
miento de las plantas. El 2,4-D es un herbicida
generador de la hormona auxina en su forma sin-
tética, la cual a concentraciones mayores a las nor-
males puede provocar la muerte vegetal.

En el ano 1945 se lanza comercialmente el her-
bicida 2,4-D (Troyer 2001). En la actualidad, conti-
nua siendo uno de los herbicidas mas usados en
los sistemas de manejo de malezas latifoliadas a
nivel mundial; existiendo mas de 1500 productos
formulados comerciales con 2,4-D como ingre-
diente activo (Tayeb et al., 2011). En el mercado
nacional, se registran 260 productos formulados
de 2,4-D (SENASA 2023) variando en las férmulas
quimicas (acido, sales y ésteres), su contenido de
ingrediente activo (i.a.) y equivalente acido (e.a.).

La sintesis de las diferentes formulas quimicas
del 2,4-D implica cambios en la estructura quimica
de la molécula parental. Estas modificaciones con-
llevan a cambios en las propiedades fisicas y qui-
micas del compuesto. La volatilidad de los com-
puestos en estado puro se relaciona directamente
con la presion de vapor (PV) inherente al com-
puesto quimico. Es asi como, la estructura molecu-
lar de un plaguicida determina sus propiedades
fisicas, como la PV y la solubilidad, y su reactividad
quimica.

La volatilizacién es el proceso de emisién de
sustancias quimicas a la atmdsfera y depende de
la PV de cada compuesto y de todos aquellos fac-
tores y condiciones ambientales que la atenuen o
modifiquen. Los vapores resultantes de la volatili-

zacion pueden causar efectos adversos a los seres
humanos a través de la exposicién por inhalacién
en los sitios de aplicacion, efectos negativos sobre
cultivos sensibles y efectos bioldgicos en organis-
mos no blanco a cierta distancia del lugar tratado.
El herbicida 2,4-D dependiendo de las formulas
quimicas formuladas, el tipo de formulacién, los
diferentes adyuvantes, aditivos y sus concentracio-
nes pueden afectar el proceso de volatilizacién de
diferentes modos. Distintas tecnologias se van
incorporando en las formulaciones comerciales de
forma de minimizar las pérdidas de principio acti-
vo hacia la atmosfera. Estos factores resultan
necesarios investigar en profundidad, ya que afec-
tan en gran medida la volatilizacion de los plagui-
cidas (Houbraken et al. 2016). Los principales fac-
tores ambientales que afectan a la volatilizacion
son la temperatura, la humedad, el tipo de suelo,
la cobertura vegetal, etc.

La volatilizaciéon de los herbicidas se puede
estimar a través de la metodologia de bioensayos
con plantas como especies indicadoras. Ciertas
especies vegetales son sensibles a la presencia de
contaminantes atmosféricos y proveen de res-
puestas fisiologicas caracteristicas de algun tipo o
grupo especifico de contaminantes presentes en
la atmosfera (Guderian 1985). Esta metodologia
ha sido utilizada para determinar el efecto de una
sustancia quimica a través respuestas fisiologicas
de plantas indicadoras (Schreiber et al. 2005,
Tarragd et al. 2005, Bennet 1989, Penner y
Michael 2014).

Dado el modo de accion del 2,4-D, la manifes-
tacion de sintomas caracteristicos de fitotoxicidad
y la sensibilidad que expresan ciertas especies
vegetales a la exposicion de vapores a muy bajas
concentraciones, la metodologia de bioensayo
resulta una técnica sencilla, sensible y reproduci-
ble para determinar la volatilizacion. Permite eva-
luar el efecto de los cambios en los formulados
comerciales de los herbicidas auxinicos respecto al
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tipo de formulacion, la adicion de coadyuvantes y
aditivos, y demas tecnologias incorporadas para la
optimizacion del producto comercial sobre el
potencial de volatilizacion.

2. OBJETIVO Y ALCANCE

Evaluar la volatilizacion relativa de productos
formulados comerciales de 2,4-D mediante la
metodologia de bioensayo.

El método desarrollado es una herramienta
sencilla, sensible y reproducible que sirve para
determinar la volatilizacién de los productos
comerciales del herbicida 2,4-D. La metodologia
plantea la utilizacién de algodén (Gossypium hir-
sutum L.) como planta bioindicadora de la pre-
sencia de vapores del herbicida en la atmédsfera
de una camara individual cerrada. El método utili-
za como fuente de emisién de vapores un sustra-
to de suelo arenoso asperjado con el herbicida a
las dosis de uso comercial en un sistema de cama-
ra cerrada desechable. Esta metodologia permite
evaluar la volatilizacion relativa de las diferentes
formulaciones comerciales del herbicida 2,4-D a
dosis de uso comercial expresadas en gramos de
equivalente acido por hectarea (g e.a. ha'). La
molécula del acido de 2,4-D es la forma bioldgica-
mente activa en las plantas que provoca el efecto
auxinico en las especies sensibles. Con el fin de
valorar el nivel de dano producido por los vapores
de 2,4-D, las plantas expuestas se comparan
visualmente, de acuerdo con las escalas de refe-
rencia, con plantas “control” que no fueron
expuestas a los vapores del herbicida.

3. GLOSARIO Y ABREVIATURAS

Volatilidad: Desde el punto de vista quimico,
fisico y de la termodinamica es una medida de
la tendencia de una sustancia pura a pasar a la
fase de vapor.

Volatilizacion: Es el proceso de convertir una
sustancia quimica de un estado liquido o solido
a un estado gaseoso o de vapor. La tasa actual
de volatilizacién dependera de las condiciones
ambientales y de todos aquellos factores que
atenuen o modifiquen la presion de vapor del
compuesto.
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Bioensayo: Son herramientas de diagnodstico
adecuadas para determinar el efecto de agen-
tes fisicos y quimicos sobre organismos de
prueba bajo condiciones experimentales espe-
cificas y controladas. Ensayo en el cual el poder
o potencia de una sustancia es medido a través
de la respuesta de organismos vivos o sistemas
vivientes (Ronco et al. 2004). Los bioensayos
aplicados para las investigaciones de herbici-
das son métodos de respuesta bioldgica por
organismos vivientes (bioindicadores) para
determinar la presencia y/o concentracién de
un quimico en un sustrato (Santelmann 1977).
Especie bioindicadora: Son organismos o
comunidades de ellos que pueden responder a
la contaminacion ambiental mediante altera-
ciones en su fisiologia o a través de su capaci-
dad para acumular contaminantes (Pignata
2003).

Perlitas: Material inerte y muy liviano.
Utilizado para mejorar el drenaje y alivianar la
mezcla con suelo. Su granulometria permite
aumentar la porosidad de aire facilitando el
desarrollo radicular de las plantas.

Epinastia: Sintoma que expresa un vegetal en
el que las hojas, peciolos y/o tallos experimen-
tan una curvatura hacia abajo. Las plantas
muestran un crecimiento anormal, frecuente-
mente retorcidos.

Hiponastia: Sintoma que expresa un vegetal
en el que las hojas, peciolos y/o tallos experi-
mentan una curvatura hacia arriba.

2,4-D: Acido 2,4-diclorofenoxiacético.

DDE: Dias desde la exposicion.

PSA: Peso seco aéreo.

PFA: Peso fresco aéreo.

4. METODO
4.1. Principio

El presente método consiste en la elaboracion
de bioensayos utilizando el algodon (Gossypium
hirsutum L) como especie bioindicadora (ANEXO
A). El método muestra los efectos producidos
sobre las plantulas de algodén expuestas a la pre-
sencia de vapores de 2,4-D. Los sintomas de fito-
toxicidad tipicos del daho producido por los vapo-
res de 2,4-D se evalluan de forma visual de acuer-



do con la severidad que manifiestan en funcién
de dos escalas de dano con respecto a un trata-
miento control sin exposicidn, y a través de sus
efectos sobre la biomasa aérea de las plantas.

La seleccion del método de bioensayo para
caracterizar la volatilizacion de los formulados
comerciales de 2,4-D se funda en que es una téc-
nica sensible, simple y reproducible. La eleccién de
algodén como especie indicadora se basa en que
es una especie de cultivo extensivo de alta sensibi-
lidad a la presencia de vapores de 2,4-D en la
atmoésfera circundante.

De forma general, el bioensayo consiste en cul-
tivar plantulas de algodén en macetas bajo condi-
ciones de temperatura y humedad controladas, a
las cuales se las expone a los vapores emitidos por
los productos formulados de 2,4-D a evaluar. La
fuente de emision de vapores es una bandeja con
suelo arenoso asperjado con los diferentes formu-
lados comerciales y dosis de 2,4-D (g e.a. ha').
Cada tratamiento se realiza por cuadruplicado.
Asimismo, se cultivan plantulas de algodén sin
exposicibn como  tratamiento  “control”.
Inmediatamente después de asperjar el trata-
miento definido se coloca la maceta con las plan-
tulas de algodon sobre la bandeja y se envuelven
herméticamente con doble bolsa de polietileno de
alta densidad, conformando una camara indivi-
dual cerrada. Cada una de las camaras individua-
les se colocan en una camara de crecimiento pro-
gramada para emular temperaturas estivales,
diurnas y nocturnas, durante 24 hs.

Cumplidas las 24 hs, se retiran las cdmaras indi-
viduales (macetas y bandejas envueltas en bolsas
de polietileno) de la camara de crecimiento. Se
desechan las bandejas y bolsas de polietileno,
quedando solo las macetas. A continuacién, se
procede a realizar la primera evaluacion visual de
dano de las plantulas expuestas de acuerdo con la
tabla de referencia correspondiente (1 dia desde
exposicion, DDE). La segunda y tercera evaluacion
visual se realiza a los 10 y a los 20 DDE, respecti-
vamente, en base a la tabla de referencia corres-
pondiente (ANEXO By D). A los 20 DDE, luego de
la tercera evaluacion visual, se desarman las mace-
tas y se registra el peso fresco aéreo (PFA) y el
peso seco aéreo (PSA) de las plantulas.

4.2. Reactivos

Utilizar agua destilada o desionizada para la
preparacion de las soluciones y, salvo que se indi-
que de otra manera, preparar las mismas en vasos
de precipitado, trasvasando cuantitativamente a
un matraz aforado y llevar a volumen.

4.2.1. Formulados comerciales del herbicida
2,4-D a evaluar en el presente protocolo. Preparar
las concentraciones (dosis) expresadas en gramos
de equivalente acido por hectarea (g e.a. ha')
segun lo indicado en el diseno experimental del
ensayo especifico (Nota N 7). Cada formulado
comercial a evaluar debe presentarse en envase
precintado, acompanado del informe del analisis
de la cuantificacion analitica del ingrediente acti-
vo de una muestra representativa del mismo lote
del que proviene. Se debe detallar la siguiente
informacion que lo caracteriza:

a. Nombre comercial de producto formulado a
evaluar.

b. Fabricante.

¢. Nombre quimico del ingrediente activo de
2,4-D formulado.

d. Concentracién de ingrediente activo expre-
sada en p/p o p/v.

e. Concentracién de equivalente acido de 2,4-
D expresada en p/v.

f. Fecha de vencimiento.

g. N¢ lote.

h. N2 bidén.

4.2.2. Agua de riego. Utilizar agua apta para
riego que cumplan con los parametros de calidad
segun normas de Riverside (U.S. Soil Salinity
Laboratory).

5. EQUIPAMIENTO Y MATERIALES

Para la realizacion del ensayo se requiere de
los equipos y el material de vidrio de uso habitual
en el laboratorio, y en particular segun lo especifi-
cado a continuacion.
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5.1. Equipamiento

5.1.1. Tamiz 5/16 (8 mm) (ASTM E 11/95).

5.1.2. Camara de crecimiento con regulacion
de temperatura y luz.

5.1.3. Estufa de secado.

5.1.4. Balanza de precision 0,0001 g.

5.1.5. Probetas de 50, 100 y 2000 ml.

5.2. Materiales

5.2.1. Semillas de Algodon (Gossypium hirsu-
tum L.) variedad NUOPAL RR (INTA) (ANEXO A).

5.2.2. Macetas o potes de plastico. Medidas de
11 ¢cm de didmetro x 11 ¢cm de altura con capaci-
dad aproximada de 750 cm3. Deben estar perfora-
das en la base para favorecer el drenaje.

5.2.3. Suelo seco al aire y tamizado por tamiz
5/16 (8 mm).

5.2.4. Perlita tipo Terrafertil (Humedad: 5 -
10%; pH: neutro a ligeramente alcalino.
Quimicamente inerte). Favorece el drenaje y faci-
lita el desarmado de las macetas.

5.2.5. Bandejas plasticas descartables.
Medidas: 24,5 x 17.5 cm (superficie 428,75 cm2).
(Tipo Art. 107 PP).

5.2.6. Arena comercial seca tipo Finoteix.
Arena 98%, Arcilla, 2%, Limo 0%. Textura areno-
sa. MO: 0.024%. pH1:2,5: 7,21.

5.2.7. Bolsas de polietileno de alta densidad de
50x70 cm.

5.2.8. Cajas de acetato transparente en las
caras laterales y superior de 200 micrones de espe-
sor; y corrugado plastico en la base. Medidas:
15x15xH32 cm.

5.2.9. Equipamiento de aspersion.

Atomizador/rociador manual envase 250 ml
con Gatillo. Valvula mini trigger rosca 24/410.

5.2.10. Jeringas descartables de 1, 3y 5 ml.

5.2.11. Armazén de alambre de fardo, calibre
16 (2,11 mm). Medidas del armazon de 15 cm de
didmetro x 30 cm de altura.

6. REQUISITOS PREVIOS

6.1. Poder germinativo de las semillas de algo-
don. Realizar el poder germinativo de las semillas
de algodon. Segun temperatura 20-30 °C alternas,
o bien 25 °C constante. Recuentos a los 4y 12 dias
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Figura 1.
Atomizador/rociador
con gatillo manual de
250 ml.

Figura 2. Esquema
de la distribucion
de las aspersiones
con atomizador/
rociador con gati-
llo manual.

(final). Entre papel o en arena (sustrato). No se
indican tratamientos para remover dormicion.

6.2. Calibracién de equipamiento de aspersion.
Atomizador/rociador con gatillo manual envase
250 ml. Se muestra imagen de referencia (Figura 1).
Se miden 250 ml de agua destilada y se agregan
al atomizador/rociador. Se gatilla seis veces sobre
la superficie de la bandeja, propiciando una distri-
bucion uniforme del liquido asperjado en la super-
ficie evitando pulverizar por fuera de la bandeja.
Se sugiere realizar las aspersiones distribuidas de
a 2 a lo largo de la bandeja (Figura 2). Se gatilla
seis veces dentro de una probeta y se mide el
volumen recuperado. En funcion de la cantidad
erogada por el atomizador se calcula la cantidad



de formulado comercial requerido para preparar
1 litro de caldo con la dosis del formulado comer-
cial a evaluar. Por ejemplo, el atomizador en seis
recorridos completos del gatillo eroga 5 ml sobre
la superficie de la bandeja de 428,75 cm?2.

7. PROCEDIMIENTO

7.1. Preparacion de las macetas y
plantulas de algodon

Se rellena cada maceta (5.2.2) con una mezcla
de suelo para siembra.

Nota N° 1: La mezcla de suelo para siembra se
prepara mezclando 600 g de suelo seco al aire y tami-
zado (5.2.3) y 20 g de perlita (5.2.4) por maceta.

Se siembran seis semillas (5.2.1) en cada mace-
ta, a una profundidad uniforme de 2 cm. Se riega
con un volumen de agua de riego (4.2.2) que
alcance una humedad cercana a capacidad de
campo. Se llevan las macetas a camara de creci-
miento en condiciones controladas: temperatura
(25 °C), 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.
Se riegan con 50 ml de agua de riego (4.2.2), dia
por medio con el fin de mantener la humedad
constante. Una vez que las plantulas de algodén
estan establecidas ralear a un nimero de tres por
maceta.

Nota N° 2: El raleo se realiza cuando se alcanza el
estado de cotiledones expandidos y pueden observar-
se la primera y sequnda hoja verdadera (protofilos)
en formacion. Esto ocurre aproximadamente a los 10
dias que la plantula emerge (Figura 3).

Nota N° 3: Durante el raleo se busca la mayor uni-
formidad de plantas dentro y entre las macetas
(Figura 4).

Las macetas con las plantulas estan listas para
ser expuestas a los tratamientos a evaluar. Rotular
cada maceta con el tratamiento a evaluar y el
numero de repeticién.

7.2. Exposicion a las formulaciones comercia-
les a evaluar

Rellenar las bandejas plasticas descartables

(5.2.5) con 1 kg de arena comercial (5.2.6) con
una humedad gravimétrica del 5%.

Nota N° 4: La humedad gravimétrica se logra
pesando 1 kg de arena seca comercial (5.2.6) en una
bolsa de polietileno de alta densidad (5.2.7) a la cual
se le agrega 50 ml de agua destilada. Se mezcla y
homogeniza bien; se rellena cada una de las bandejas.

Figura 3. Plantula en condiciones de exponerlas a los
vapores de 2,4-D

Figura 4. Tres plantulas por maceta.
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Las bandejas son asperjadas (5.2.9). De acuer-
do con el volumen erogado, se aplica el formula-
do comercial a la dosis a evaluar teniendo en
cuenta el diseno del ensayo.

Nota N° 5: Se preparan tantas soluciones o caldos
como muestras a asperjar, de este modo los datos
obtenidos son independientes.

Nota N° 6: El ensayo constara de un tratamiento
“Control” (sin 2,4-D) y los tratamientos correspon-
dientes segun lo expresado en el procedimiento téc-
nico para evaluar la volatilizacion de formulados de
2,4-D en postemergencia de soja. Los diferentes for-
mulados comerciales de 2,4-D se evaluaran en igual-
dad de dosis expresadas en gramos de equivalente
dcido por hectdrea. Se asperjard una masa de 2,4-D
equivalente a la dosis por hectdrea, expresado en
mg de equivalente dcido sobre las bandejas de 24,5
x 17,5 cm (superficie 428,75 cm?).

Nota N° 7: De acuerdo con los tratamientos rea-
lizados y la capacidad de lals cdmarals de crecimien-
to, el disefo experimental puede ser en bloques
completos aleatorizados o completamente aleatori-
zado con cuatro repeticiones como minimo.

Inmediatamente luego de ser asperjada cada
bandeja, colocar una maceta con las tres plantu-
las con el tratamiento definido e identificado;
luego el armazon de alambre (5.2.11) sobre cada
maceta y envolver herméticamente con doble bol-
sas de polietileno de alta densidad (5.2.7) confor-
mando una cadmara individual cerrada hermética-
mente (Figura 5).

Nota N° 8: El armado de la camara individual
cerrada debe hacerse inmediatamente luego de
asperjar el tratamiento definido para evitar pérdi-
das por volatilizacion del formulado en estudio.

Nota N° 9: El armazdn de alambre se utiliza para
evitar que las bolsas de polietileno de alta densidad
tomen contacto con las plantulas de algoddn, con-
formando un espacio interior entre las plantas y las
bolsas.

PRECAUCION: Esta operacion debe realizar-
se con los cuidados correspondientes (campa-
na de extraccion de vapores, mascara facial
con filtros, etc.) para evitar la exposicion a los
posibles vapores de 2,4-D.
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Figura 5. Cdmara individual preparada previo a su cierre
con las bolsas de polietileno de alta densidad para
exponer las plantulas a los formulados comerciales de
2,4-D a evaluar.

Figura 6. Camara de crecimiento con las camaras indivi-
duales cerradas con bolsas de polietileno de alta densi-
dad durante la exposicion a los vapores de 2,4-D.



Figura 7. Maceta en la caja individual de acetato.

Colocar las camaras individuales desechables
en la cdmara de crecimiento durante 24 hs emu-
lando temperaturas estivales con 12 hs de luz a 35
°Cy 12 hs de oscuridad a 25 °C (Figura 6).

Luego de las 24 hs de exposicion, retirar las
cadmaras individuales desechables de la cdmara de
crecimiento.

Desechar como residuos peligrosos las bande-
jas con arena y las bolsas de polietileno.

Dejar las macetas durante 2 horas en un
ambiente ventilado para que se dispersen posibles
remanentes de vapor de 2,4-D en la atmosfera cir-
cundante de las plantulas.

Luego, cada maceta es colocada individual-
mente dentro de una caja de acetato transparen-
te (5.2.8). De esta manera cada maceta queda ais-
lada de las demas y se evita posible contamina-
cién cruzada por vapores remanentes (Figura 7 y
8). Las macetas se riegan periédicamente para
mantener la humedad del suelo cercana a capaci-
dad de campo.

evitar contaminacion cruzada dentro de la camara de
crecimiento.

7.3. Seguimiento y evaluacién visual en las
planulas de algodén

Realizar la primera evaluacion visual de las
plantulas de acuerdo con la tabla de referencia,
luego de estar expuestas a los vapores de 2,4-D
durante 24 horas (1 DDE). ANEXO B

Nota N° 10: En cada evaluacion visual debera
realizarse un registro fotografico.

Realizar la segunda evaluacién visual de las

plantulas a los 10 DDE a los vapores de 2,4-D.
ANEXO B

Protocolo: Volatilizacion de 2,4-D| 9



Cuello

Figura 9. Detalle de una plantula al finalizar el ensayo.

Realizar la tercera evaluacion visual (y ultima)
de las plantulas a los 20 DDE a los vapores de 2,4-
D. ANEXO B

Nota N° 11: La finalizacion del ensayo (tercera
evaluacion visual) se alcanza cuando el crecimiento
de las plantas ha llegado hasta segunda hoja expan-
dida alcanzando ese estado aproximadamente a los
20 DDE.

Desarmar las macetas, teniendo mucho cuida-
do de no perder material vegetal.

Cortar la plantula a la altura del cuello como lo
indica la figura 9. Registrar el PFA de las tres plan-
tulas juntas. Colocar en estufa a 65 °C hasta peso
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constante; y tomar el PSA. Luego dividir el PFA y
el PSA por 3 (plantulas) para obtener un peso pro-
medio por planta por cada maceta (tratamiento y
repeticion).

8. REGISTRO DE DATOS

Registrar la siguiente informacion de los resul-
tados obtenidos de las plantulas expuestas a las
formulaciones de 2,4-D estudiadas: Informacion
de los tratamientos a ensayar, repeticion, nivel de
dano de acuerdo con la fecha de evaluacion visual
(1 DDE, 10 DDE y 20 DDE) y danos en cuello y rai-
ces a los 20 DDE. Los PFA y PSA se dividen por el
numero de plantulas y se expresan en g pl.

Nota N° 12: Los registros se realizan por cada
maceta (tratamiento y repeticion) inclusive el PFA y
PSA de las plantas.

Fotografiar cada maceta rotulada con el trata-
miento y la repeticion correspondiente a la par de
la maceta “Control” rotulada con el ndmero de
repeticion correspondiente. Puede realizarse el
registro de la informacion de acuerdo al ANEXO C.

9. INFORME

Se recomienda que el informe incluya como
minimo los siguientes detalles:

Objetivo. Evaluar la volatilizacion relativa del
producto formulado comercial “xxxxxxxx" de 2,4-D.

Materiales y métodos. Los mismos deberan
ajustarse al protocolo desarrollado para tal fin,
debiendo explicitarse algunos datos tales como:

a. Nombre comercial de producto formulado
evaluado.

b. Fabricante.

¢. Nombre quimico del ingrediente activo de
2,4-D formulado.

d. Concentracion de ingrediente activo expre-
sada en p/p o p/v.

e. Concentracién de equivalente acido de 2,4-
D expresado en p/v.

f. Dosis equivalente acido (g ha)



g. Fecha de vencimiento.

h. N lote.

i. N bidon.

j- Porcentaje (%) de poder germinativo

k. Método de aplicacion utilizado: atomizador
manual.

I. Volumen de caldo erogado por el dispositivo
de aplicacion.

m. Calculos realizados para la preparacién de
los caldos de acuerdo con las concentraciones
utilizadas (g e.a. ha') de 2,4-D.

Registro de datos. El mismo debe contener la
informacion especificada segun punto 8 y ANEXO
C de este protocolo.

Andlisis estadistico: Los datos registrados en
cada una de las evaluaciones visuales (1 DDE, 10
DDE y 20 DDE), los PFA y PSA se analizan con un
paquete estadistico. Se comprueba la distribucion
normal de los datos. Si se comprueba que los
datos no estan distribuidos normalmente es nece-
sario transformar los datos. Posteriormente, se
realiza el analisis de varianza (ANVA) y se usa el
test de diferencias de medias DUNNET (p<0,05) ya
que permite comparar las medias de los trata-
mientos ensayados con respecto a un tratamiento
control sin herbicida.

Nota N° 13: De acuerdo con los tratamientos rea-
lizados y la capacidad de lals cdmarals de crecimien-
to el diseno experimental puede ser en bloques
completos aleatorizados o completamente aleatori-
zado con tres repeticiones como minimo.

Resultados: Los resultados obtenidos se des-
criben y explican textualmente y se los muestra
como graficos de barra con los correspondientes
titulos, leyendas y unidades. Los datos se presen-
tan incorporando las significancias estadisticas
halladas durante el proceso de analisis.

Conclusion: La conclusion debe responder al
objetivo y estar sustentada por los resultados
obtenidos.

10. MANEJO Y GESTION
DE RESIDUOS

Se debe cumplir con la legislacion vigente. Para
mayor informacién, se recomienda consultar la
Ley de Residuos Peligrosos (Ley N°24051) la cual
describe la clasificacion de los tipos de residuos
(corrientes de desechos; Y), los métodos de pre-
tratamiento, recuperacién y la disposicion de los
mismos. Ademas, se recomienda utilizar la infor-
macién brindada por los fabricantes de insumos
en los que se detallan varios de estos aspectos.

11. MEDIDAS DE HIGIENE
Y SEGURIDAD

Es conveniente seguir las medidas generales de
seguridad e higiene: vestir ropa protectora (guar-
dapolvo, mangas protectoras), guantes y protec-
tores oculares (anteojos de seguridad). Se reco-
mienda que la preparacién y la manipulacion de
las formulaciones de herbicidas se realice bajo
campana de extraccién y con proteccion respira-
toria de mascara facial completa o media masca-
ra facial con cartuchos para exposiciones a vapo-
res organicos (Ej. Marca 3M, 6006).

12. ADVERTENCIA

El usuario del presente protocolo debe estar
familiarizado con las practicas comunes de labora-
torio y la implementacion de las Buenas Practicas
de Laboratorio, asi como buenas practicas agrico-
las involucradas en el manejo de fitosanitarios.
Este protocolo no tiene el propdsito de remarcar
todos los riesgos de seguridad que puedan estar
relacionados con su uso. Es responsabilidad del
usuario establecer las practicas de seguridad e
higiene del trabajo que aseguren el cumplimiento
de las reglamentaciones nacionales e internacio-
nales existentes.

Protocolo: Volatilizacién de 2,4-D| 11
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ANEXO A

Caracteristicas del Algodon

El algoddn (Gossypium hirsutum L.) es una
planta anual. El tallo principal es erguido, terminal
y continuo. La raiz principal pivotante, las secunda-
rias siguen una direccion mas o menos horizontal
(SINAVIMO, SIOVM).

Una plantula (Figura 1) es el embrion ya desa-
rrollado como consecuencia de la germinacion, o
sea, es una plantita recién nacida donde aun se
distinguen algunas partes de la semilla como los
cotiledones y donde ya se forman la o las prime-
ras hojas denominadas protofilos u hojas primor-
diales o primarias, y que casi siempre, son diferen-
tes a las hojas normales (nomofilos) de la planta
adulta, existiendo una transicion entre ambas
(Troiani et al. 2017).

Lo primero que se observa son sus dos hojas
cotiledonales que emergen del suelo dejando tras
el tegumento, por la elongacién del hipocétilo
antes de su despliegue y expansion. Los cotiledo-
nes son peciolados y tienen forma arrinonada,
nacen en forma opuesta, a la misma altura, en los
nudos mas bajos de su tallo (Figura 2). Las hojas
verdaderas son pecioladas y tienen una disposi-
cién alterna. En el nudo sucesivo por encima de
los cotiledones se produce la 1° hoja verdadera.
Normalmente, la 12 y 22 hoja insertadas sobre el
tallo son protofilos siendo pequenas y acorazona-
das (Figuras 3 y 4). Recién a partir de la 3° o
4° presenta hojas normales, nomofilos, tipo lobu-
ladas con tres a cinco l6bulos (Figura 5). El proce-
so de expansion foliar dura entre 18 y 22 dias.
Esto significa que durante ese periodo las hojas
presentan un tipo de enrollamiento y arrugamien-
to propio y caracteristico de la especie durante
ese proceso (Figura 6).

La temperatura del suelo regula basicamente
los procesos de germinacion y emergencia, siendo
la 6ptima cercana a los 34 °C y la minima de 15,5
°C. Dependiendo de la temperatura, esta fase
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protéfilos
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T

| verdaderas,
ofilos

Peciolo de Cotiledén

cotiledon

Figura 1. Organos de una plantula de algoddn.

puede tardar entre 4 a 10 dias. En esta etapa el
algoddn es muy sensible a las bajas temperaturas
y a la disponibilidad de oxigeno. Durante la fase
de emergencia y crecimiento vegetativo la tempe-
ratura optima esta entre 25 a 30 °C.



Figura 2. Siembra a emergencia. En esta fase se nota la
salida de plantulas y el desplieque de los cotiledones
(arrifionados enfrentados).

Figura 5. 3° hoja verdadera expandida lobulada con 3
|6bulo, nomofilo

Figura 3. 12 hoja verdadera, protdfilo, acorazonada

Figura 6. Detalle de hojas en proceso de expansion

Figura 4. 22 hoja verdadera, protdfilo, expandida acora-
zonada

Protocolo: Volatilizacion de 2,4-D| 13
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ANEXO B

ESCALA DE EV@LUACléN
VISUAL DE DANO

Para la evaluacion visual del dafno producido
por la volatilizacién del 2,4-D sobre las plantulas
de algoddn expuestas, se describen los sintomas
tipicos que pueden hallarse de acuerdo con el
estado de desarrollo u 6rganos presentes en las
plantulas en los distintos momentos de evalua-
cion. Dichos sintomas estan clasificados en una
escala de dano de acuerdo con la severidad que
manifiestan. Se definen dos escalas, una para las
plantulas después de estar expuestas durante 1
dia a los vapores de 2,4-D (1 DDE) y una segunda
escala para las evaluaciones correspondientes a
los 10 y 20 dias desde exposicion (10 y 20 DDE).

Los 6rganos presentes para evaluar luego de 1
DDE son: Tallos, peciolos de cotiledones, cotiledo-
nes y primeras hojas verdaderas (protofilos forma-
dos vy/o en formacion) (Tabla 1).
Correspondientes a los 10 y 20 DDE son: Tallos,
primera y segunda hojas verdaderas (protofilos);
tercera y cuarta hojas verdaderas lobuladas
(noméfilo), meristema apical (Tabla 2).

“Control”

Rep. 1
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Un sintoma tipico del efecto de los herbicidas
auxinicos es la epinastia. Se refiere a un sintoma
que expresa un vegetal en el que las hojas experi-
mentan una curvatura hacia abajo. Las plantas
muestran un crecimiento anormal de las hojas o
tallos, frecuentemente retorcidos. También pue-
den observarse sintomas relacionados con hipo-
nastias, por el cual las hojas, peciolos y/o tallos
experimentan un crecimiento con mayor empuje
en la cara inferior o dorsal que en la superior, por
lo que el 6rgano afectado aparece concavo supe-
riormente.

En cada evaluacion visual debera realizarse un
registro fotografico del tratamiento y repeticién.
Deben presentarse entre 1 a 3 fotos, las cuales
deben mostrar la maceta rotulada con tratamien-
to y repeticibn apareada con una maceta
“Control” rotulada segun su repeticion. Las ima-
genes deben ser tomadas en forma horizontal y
ser presentadas con un tamano minimo de 15 cm
de ancho x 10 cm de alto (Figura 1).

Se adjuntan las escalas de evaluacion de dano
con imagenes de referencia en el ANEXO D.

Figura 1. Foto de referen-
cia o foto tipo para adjun-
ta en el informe final.



Tabla 1. Escala de evaluacion visual de dano de las plantulas de algodon a las 24 hs de exposicion a las fuentes de
2,4-D (1 DDE).

Escala (%) Descripcién de los dafios observados

1]} Sin efectos, plantas normales

10 Alguna planta manifiesta muy leve epinastia de algun peciolo de los cotiledones, tallos erectos a muy levemente

retorcidos

20 Alguna planta manifiesta leve epinastia de peciolo de los cotiledones, tallos erectos a levemente retorcidos.

30 Algunas plantas manifiestan moderada epinastia de los peciolos de los cotiledones, algunos cotiledones estan
“caidos”, algunos tallos presentan moderado retorcimiento.

40 Todas las plantas manifiestan una marcada epinastia con enrulamiento de los peciolos, todos los cotiledones caidos,
aspecto de "planta triste" y los tallos presentan moderado retorcimiento.

50 Todas las plantas manifiestan severa epinastia con enrulamiento de los peciolos, cotiledones caidos pegados al
tallo, todos los tallos manifiestan retorcimiento.

60 Todas las plantas muestran muy severa epinastia con enrulamiento de los peciolos de los cotiledones, cotiledones
caidos pegados al tallo, todos los tallos manifiestan severo retorcimiento, plantas casi postradas.

70 Todas las plantas muestran muy severa epinastia con enrulamiento de los peciolos de los cotiledones, cotiledones

caidos pegados al tallo, todos los tallos manifiestan muy severo retorcimiento, plantas postradas.

Todas las plantas muestran muy severa epinastia con enrulamiento de los peciolos de los cotiledones, cotiledones
80 caidos pegados al tallo, todos los tallos manifiestan muy severo retorcimiento, plantas postradas, los primordios
foliares (nomofilos) estan necréticos.

Todas las plantas manifiestan muy severa epinastia en sus peciolos y tallos, plantas postradas, plasmolizadas y
necréticas.

920

100 Todas las plantas muertas

Tabla 2. Escala de evaluacion visual de dano de las plantulas de algoddn a los 10 y 20 dias de exposicion a las fuen-
tes de 2,4-D (10 y 20 DDE).

Escala (%) Descripcion de los dafios observados
0 Sin efectos, plantas normales
10 Alguna planta muestra el tallo muy levemente torcido y/o muy leves sintomas de arrugamiento en hojas nuevas

verdaderas. Muy leve epinastia y/o hiponastia. Puede observarse menor crecimiento de las plantas.

Alguna planta manifiesta el tallo levemente torcido y/o leves sintomas de arrugamiento en hojas nuevas

o verdaderas. Leve epinastia y/o hiponastia. Puede observarse menor crecimiento de las plantas.

Alguna planta manifiesta el tallo moderadamente torcido, las hojas nuevas manifiestan sintomas de arrugamiento
30 y retraso en la expansién foliar. Moderadas epinastia y/o hiponastia. Puede observarse menor crecimiento de las

plantas.

Algunas plantas manifiestan los tallos moderadamentes torcidos, todas las plantas manifiestan retraso en la
40 expansion foliar y hojas con sintomas de fitotoxicidad (arrugamiento). Moderadas epinastia y/o hiponastia. Se

observa menor crecimiento de las plantas.

Todas las plantas manifiestan los tallos severamente torcidos, no se ve inhibida la expansion de nuevas hojas, pero
50 se manifiestan un severo retraso en la expansién foliar y sintomas de fitotoxicidad en las hojas (arrugamiento).
Severa epinastia y/o hiponastia. Se observa menor crecimiento de las plantas.

Todas las plantas manifiestan muy severa epinastia y/o hiponastia: tallos muy retorcidos, los peciolos de las hojas
60 verdaderas muy enrulados, muy severo retraso en la expansion de nuevas hojas y muy severos sintomas de
fitotoxicidad en las hojas (arrugamiento). Se observa menor crecimiento de las plantas.

Todas las plantas manifiestan muy severa epinastia y/o hiponastia: tallos muy retorcidos, hojas nuevas con muy

i severa fitotoxicidad y/o expansion foliar inhibida. Se observa menor crecimiento de las plantas.

80 Todas las plantas muestran muy severa epinastia y/o hiponastia: tallos muy retorcidos, plantas postradas, los
primordios foliares (noméfilos y protdéfilos) necréticos. Se observa menor crecimiento de las plantas.

%0 Todas las plantas muriendo, hojas en su mayoria necréticas, meristema apical inhibido o necrosado. Se observa
menor crecimiento de las plantas.

100 Todas las plantas muertas

Protocolo: Volatilizacion de 2,4-D| 15



ANEXO C

REGISTRO DE DATOS

Tabla 1. Tratamientos a ensayar en dosis de 2,4-D (g e.a. ha’).

Dosis
equivalente
acido
(g ha')

Nombre quimico Concentraciéon | Concentracion

Tratamiento | del ingrediente | Repeticion c:;n;?cri?al de ingrediente equivalente
activo formulado activo (g L) acido (g L)

24D ... X

|

24-D ...

24-D ...

24-D ...

24-D ...

24-D ...

24-D ...

2,4-D ...

O0|0|m|w|m|>

24-D ..

“Control”

“Control”

BlaEWWWIRNNN ===
WN = WN| =2 WN =W N =
OO |Ox |X 5 | | [x|x X

“Control”

Tabla 2. Resultados obtenidos de las plantulas expuestas a las formulaciones de 2,4-D estudiadas.

Evaluacion nivel de dafio PFA PSA Observaciones
(0 a100)

Tratamiento | Repeticion 1DDE 10DDE 20DDE g/plantula | g/plantula

Blh AW WWwRNN N
WIN (=W =W N =W N =
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Escala para la evaluacion visual de
dano de las plantas de algodon
luego de 24 hs de exposicion

(1 DDE) a la fuente de 2,4-D

A N EX 0 D expresada en % respecto a

plantas “Control” sin exposicion

0% Sin efectos, plantas normales

Tallos y peciolos rectos. Cotiledones erguidos

Protocolo: Volatilizacion de 2,4-D| 17
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10% Alguna planta manifiesta muy leve epinastia de algun peciolo de los
cotiledones, tallos erectos a muy levemente retorcidos

Muy leve Tallo erecto a
epinastia del muy levemente
peciolo retorcido

Cotiledones
muy
levemente
caidos

Muy leve
retorcimiento
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20% Alguna planta manifiesta leve epinastia de peciolo de los cotiledones,
tallos erectos a levemente retorcidos

Leve
epinastia de
peciolo de los
cotiledones

30% Algunas plantas manifiestan moderada epinastia de los peciolos de los
cotiledones, algunos cotiledones estan “caidos”, algunos tallos presentan
moderado retorcimiento
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40% Todas las plantas manifiestan una marcada epinastia con enrulamiento de

los peciolos, todos los cotiledones caidos, aspecto de "planta triste" y los tallos
presentan moderado retorcimiento
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50% Todas las plantas manifiestan severa epinastia con enrulamiento de los
peciolos, cotiledones caidos pegados al tallo, todos los tallos manifiestan
retorcimiento

Peciolos
enrulados
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60% Todas las plantas muestran muy severa epinastia con enrulamiento de los
peciolos de los cotiledones, cotiledones caidos pegados al tallo, todos los tallos
manifiestan severo retorcimiento, plantas casi postradas

70% Todas las plantas muestran muy severa epinastia con enrulamiento de los
peciolos de los cotiledones, cotiledones caidos pegados al tallo, todos los tallos
manifiestan muy severo retorcimiento, plantas postradas
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80% Todas las plantas muestran muy severa epinastia con enrulamiento de los
peciolos de los cotiledones, cotiledones caidos pegados al tallo, todos los tallos

manifiestan muy severo retorcimiento, plantas postradas, los primordios folia-
res (nomoéfilos) estan necroticos

Muerte del
Necrosis meristema apical

.

4
!

{
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Escala para la evaluacion visual de dano de las plantas de algodon
luego de 10 y 20 DDE a la fuente de 2,4-D expresada en % respecto a
plantas “Control” sin exposicion

0% Sin efectos, plantas normales

Encrespamiento normal de las
hojas durante la expansion foliar
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10% Alguna planta muestra el tallo muy levemente torcido y/o muy leves sin-
tomas de arrugamiento en hojas nuevas verdaderas. Muy leves epinastia y/o
hiponastia. Puede observarse menor crecimiento de las plantas

Tallos en su mayoria
Tallos erectos en su mayoria a erectos a muy levemente

muy levemente retorcidos retorcidos
»

i
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20% Alguna planta manifiesta el tallo levemente torcido y/o leves sintomas de
arrugamiento en hojas nuevas verdaderas. Leves epinastia y/o hiponastia.
Puede observarse menor crecimiento de las plantas
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30% Alguna planta manifiesta el tallo moderadamente torcido, las hojas
nuevas manifiestan sintomas de arrugamiento y retraso en la expansion foliar.

Moderadas epinastia y/o hiponastia. Puede observarse menor crecimiento de
las plantas
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40% Algunas plantas manifiestan los tallos moderadamentes torcidos, todas
las plantas manifiestan retraso en la expansion foliar y hojas con sintomas de

fitotoxicidad (arrugamiento). Moderadas epinastia y/o hiponastia. Se observa
menor crecimiento de las plantas
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50% Todas las plantas manifiestan los tallos severamente torcidos, no se ve
inhibida la expansion de nuevas hojas pero se manifiesta un severo retraso en
la expansion foliar y sintomas de fitotoxicidad en las hojas (arrugamiento).
Severas epinastia y/o hiponastia. Se observa menor crecimiento de las plantas
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60% Todas las plantas manifiestan muy severa epinastia y/o hiponastia:

tallos muy retorcidos, los peciolos de las hojas verdaderas muy enrulados,
muy severo retraso en la expansion de nuevas hojas y muy severos sintomas
de fitotoxicidad en las hojas (arrugamiento). Se observa menor crecimiento de
las plantas
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70% Todas las plantas manifiestan muy severa epinastia y/o hiponastia: tallos
muy retorcidos, hojas nuevas con muy severa fitotoxicidad y/o expansion
foliar inhibida. Se observa menor crecimiento de las plantas
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80% Todas las plantas muestran muy severa epinastia y/o hiponastia: tallos
muy retorcidos, plantas postradas, los primordios foliares (nomofilos y
protofilos) necroticos. Se observa menor crecimiento de las plantas

90% Todas las plantas muriendo, hojas en su mayoria necréticas, meristema
apical inhibido o necrosado. Se observa menor crecimiento de las plantas
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100% Todas las plantas muertas
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El acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) es un herbicida
hormonal, fenoxi derivado, de accidén sistémica y selectiva
para el control de malezas de hoja ancha. Existen diferentes
productos formulados comerciales que poseen como
ingrediente activo distintas formulas quimicas derivadas del
acido 2,4-D. Estos herbicidas presentan diferente
potencialidad de volatilizarse.

La volatilizacion es el proceso de emision de sustancias
quimicas a la atmosfera y depende de la presion de vapor de
cada compuesto y de todos aquellos factores y condiciones
ambientales que la atenuen o modifiquen. Los vapores
resultantes de la volatilizacion pueden causar efectos
adversos a los seres humanos a través de la exposicién por
inhalacién en los sitios de aplicacion, efectos negativos sobre
cultivos sensibles y efectos biolégicos en organismos no
blanco a cierta distancia del lugar tratado.

La volatilizacion de los herbicidas se puede estimar a través
de la metodologia de bioensayos con plantas como especies
indicadoras. El presente protocolo es un método sencillo,
sensible y reproducible para evaluar la volatilizacion relativa
de productos formulados comerciales del herbicida 2,4-D
mediante la metodologia de bioensayos. La metodologia
plantea la utilizacion de algodon como planta bioindicadora
de la presencia de vapores del herbicida en la atmésfera de
una camara individual cerrada.
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