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Resumen

En Uruguay, los sistemas arroz-ganaderia se caracterizan por la integracion de
pasturas en rotacion con el cultivo de arroz (Oryza sativa). En este contexto, los
herbicidas del grupo de las imidazolinonas (IMI) constituyen la principal estrategia
para el control de arroz maleza (Oryza spp.) en variedades de arroz tolerante a IMI.
La vida media de imazapic e imazapyr puede superar los cien dias en el suelo, lo que
podria comprometer la emergencia y desarrollo inicial de pasturas utilizadas en la
rotacion. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto residual de herbicidas
imazapyr + imazapic aplicados en arroz tolerante a IMI sobre la emergencia y el
desarrollo inicial de especies forrajeras sembradas en rotaciones arroz-pasturas.
Durante los afios 2021, 2022 y 2023, se realizaron bioensayos en invernaculo
utilizando suelos de Treinta y Tres, Rio Branco y Tacuarembd, colectados a dos
profundidades (0-15 y 16-30 cm) y con diferente historial de uso de IMI (control: sin
aplicacion; IMI-1: 17 meses desde la ultima aplicacion; IMI-2: 5 meses desde la
ultima aplicacion). En cada muestra de suelo se determinaron carbono organico (%),
pH y textura. Sobre seis especies forrajeras (F. arundinacea, L. multiflorum, L.
perenne, T. repens, T. pratense, L. corniculatus) se evaluaron variables como
emergencia (%) a los 7 y 21 dias después de siembra (DDS), altura (cm) a los 35 y
70 DDS, materia seca de parte aérea (MSA) y raices (MSR) (gplanta) a los
70 DDS; fueron analizadas mediante modelos lineales mixtos y analisis de
componentes principales. La emergencia se redujo en todas las especies evaluadas
entre un 20 % y 30 % en suelos con historial de uso de IMI respecto al control. Las
gramineas y 7. pratense resultaron mas afectadas en altura, MSA y MSR, mientras
que T. repens y L. corniculatus mostraron mayor tolerancia. El analisis multivariado
indico efectos residuales mas pronunciados en suelos con mayor contenido de arena.
En conjunto, estos resultados muestran que el efecto residual de IMI varia segun la
especie y el tipo de suelo, lo que resalta la necesidad de considerarlo al planificar las
rotaciones arroz-pasturas.

Palabras clave: residualidad, imazapyr, imazapic, persistencia, bioensayos
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Residual effect of imidazolinone herbicides in the emergence and early

development of forage species in rice-livestock systems

Summary

In Uruguay, rice-livestock systems are characterized by the integration of
pastures in rotation with rice (Oryza sativa). In this context, herbicides from the
imidazolinone (IMI) group constitute the main strategy for controlling weedy rice
(Oryza spp.) in IMI-tolerant rice varieties. The half-life of the active ingredients
imazapic and imazapyr can exceed 100 days in soil, potentially compromising the
emergence and early development of pastures established later in the rotation. The
objective of this study was to evaluate the residual effects of imazapyr + imazapic
applied in IMI-tolerant rice on the emergence and early growth of forage species
sown in rice-pasture rotations. During 2021, 2022 and 2023, greenhouse bioassays
were conduced using soils collected from Treinta y Tres, Rio Branco and
Tacuarembd, at two depths (0-15 and 16-30 cm) and with different herbicide-use
histories (Control: no history of application; IMI-1: 17 months since the last
application; IMI-2: 5 months since last application). Soil organic carbon (%), pH and
texture were determined in each sample. Six forage species (F. arundinacea, L.
multiflorum, L. perenne, T. repens, T. pratense and L. corniculatus) were evaluated
for the following variables: emergence (%) at 7 and 21 days after sowing (DAS),
plant height (cm) at 35 and 70 DAS, shoot dry mass (SDM) and root dry mass
(RDM) (gplant') at 70 DAS. Data were analyzed using linear mixed models and
principal component analysis. Emergence was reduced in all species by 20-30% in
soils with a history of IMI use compared to the Control. Grasses and 7. pratense
were the most affected in terms of height, SDM and RDM, whereas T. repens and L.
corniculatus showed greater tolerance. The multivariate analysis indicated stronger
residual effects in soils with higher sand content. Overall, these results show that the
residual effects of IMIs vary depending on species and soil type, underscoring the
need to consider these factors when planning rice-pasture rotations.

Keywords: carryover, imazapyr, imazapic, persistence, bioassay
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1. Introduccion

La integracion del cultivo de arroz con la ganaderia constituye una importante
estrategia para mejorar la rentabilidad y la sostenibilidad de los sistemas productivos
uruguayos. La siembra de gramineas y leguminosas forrajeras luego de la cosecha
del arroz no solo permite incrementar la producciéon de carne, sino que también
contribuye a la mejora de las propiedades fisicas y quimicas del suelo, lo cual
favorece el rendimiento de cultivos en ciclos posteriores (Deambrosi, 2003).

De acuerdo con el anuario (DIEA, 2024), aproximadamente el 60 % del area
total sembrada con arroz se corresponde con areas de salida, es decir, superficies
destinadas a la siembra de pasturas y verdeos sobre rastrojos. Sin embargo, la
implantacion y el desarrollo de las especies forrajeras sembradas en estos ambientes
presenta diversos desafios, principalmente asociados a un alto volumen de rastrojo
poscosecha, heterogeneidad en las condiciones del terreno y potencial residualidad
de herbicidas utilizados en el ciclo del arroz, factores que pueden limitar el
establecimiento inicial y disminuir la produccion de forraje (Kaspary y Zarza, 2022).

Durante la zafra 2022-2023, 32.000 hectareas fueron sembradas con variedades
de arroz tolerantes a imidazolinonas (DIEA, 2024), de las cuales se estima que
20.000 se destinaron a la siembra de pasturas y verdeos. En estos casos, se debe
considerar la posible presencia de residuos en el suelo de los herbicidas
imazapyr + imazapic aplicados en el cultivo de arroz. Estos compuestos pueden
persistir en el suelo y afectar negativamente la emergencia y desarrollo de las

especies forrajeras sembradas en la rotacion (Kaspary y Zarza, 2022).
1.1. Rotacion arroz-pasturas

Los sistemas de rotacidn arroz-pasturas representan una estrategia fundamental
para compatibilizar la produccién arrocera con la sostenibilidad ambiental,
especialmente en regiones de uso intensivo. La inclusion de pasturas perennes
permite recuperar la estructura del suelo, mejorar su fertilidad, interrumpir ciclos de

malezas y enfermedades y reducir la presion sobre el uso de agroquimicos e insumos



externos. Desde un enfoque sistémico, esta alternancia no solo mejora los
indicadores productivos del arroz y la ganaderia, sino que también aporta estabilidad
econdmica y resiliencia frente a condiciones climaticas adversas (Denardin et al.,
2020; Franzluebbers, 2007).

A diferencia de esquemas continuos o intensificados como arroz continuo o
arroz-soja, las rotaciones que incorporan pasturas promueven una mayor eficiencia
en el uso de nutrientes y una menor huella ambiental. Estudios recientes han
demostrado que favorecen el reciclaje de nitrogeno, fosforo y potasio, lo cual reduce
la dependencia de fertilizantes sin comprometer los rendimientos del cultivo.
Ademas, al integrarse con la ganaderia, aportan forraje estratégico de alta calidad en
invierno, lo que mejora la eficiencia de produccion de carne (De Faccio Carvalho et

al., 2021; Macedo et al., 2022).

1.1.1. Especies forrajeras utilizadas en sistemas arroz - pasturas

La eleccion de especies forrajeras en estas rotaciones se ajusta a la duracion y
funcionalidad de la fase pastoril. En rotaciones largas (cuatro a seis afios), Festuca
(Festuca arundinacea) se ha consolidado como la especie principal por su buena
productividad, persistencia y capacidad de mejorar la calidad del tapiz. En rotaciones
mas cortas, con menos de tres afios de pastura, se priorizan especies de rapido
establecimiento y ciclo corto como el raigras anual (Lolium multiflorum) o bianual.
Estas decisiones reflejan un ajuste técnico-productivo orientado a maximizar los
beneficios de la fase forrajera, adaptandola al contexto operativo del sistema (Rovira
etal., 2019).

La siembra en cobertura sobre rastrojo de arroz tras la cosecha, utilizando
mezcla de especies como las gramineas antes mencionadas con trébol blanco
(Trifolium repens) y Lotus (Lotus corniculatus), fue recomendada desde etapas
tempranas del desarrollo de sistemas arroz-ganaderia como una estrategia efectiva
para establecer pasturas tras el cultivo (Bonilla y Grierson, 1982). Esta practica
permiti6 integrar la fase forrajera sin interrumpir significativamente el ciclo agricola,
lo cual favorece una transicion eficiente entre el cultivo de arroz y la implantacion de

la pastura. Entre estas especies leguminosas, €l trébol blanco ha sido sefialado como



el principal responsable del rendimiento forrajero en situaciones normales, mientras
que el Lotus contribuye a extender la produccion hacia el verano, especialmente en
anos lluviosos, y puede incluso ayudar a reducir problemas de meteorismo en el
ganado (Mas, 1976). El trébol rojo (Trifolium pratense) también constituye una
leguminosa adaptada a siembras sobre rastrojos de arroz y es recomendado para
pasturas de corta duracion, con alta frecuencia de cultivo en la rotacion (Mas, 1996).
Aunque la eleccion de especies forrajeras responde a criterios productivos y de
manejo, el uso de arroz tolerante a imidazolinonas ha generado una nueva inquietud,
el posible efecto residual de estos herbicidas sobre especies sensibles. Este aspecto

ha motivado varios estudios que se abordan en una seccién posterior.

1.2. Arroz tolerante a imidazolinonas

El arroz tolerante a herbicidas inhibidores de la enzima acetolactato sintasa
(ALS), en particular aquellos pertenecientes a la familia quimica de las
imidazolinonas, constituye una de las principales estrategias para el control de
malezas problematicas en sistemas arroceros. Esta tecnologia surge como respuesta a
la creciente infestacion de arroz maleza (Oryza sativa) en el area de cultivo.

En rotaciones agricolas intensivas, el arroz maleza representa una de las
principales amenazas para la produccion comercial, dada por su alta capacidad
competitiva y abundante produccion de semillas. El control quimico selectivo de esta
especie resulta especialmente complejo debido a su similitud morfoldgica, fisiologica
y genética con el arroz cultivado (pertenecen a la misma especie), lo que impide el
uso de herbicidas convencionales sin afectar el cultivo comercial. Ademas, su
presencia genera importantes pérdidas industriales, afecta la calidad del grano
cosechado y ocasiona pérdidas econdmicas considerables, con reducciones que
rondan en un 80 % de productividad. Ante esta limitante, el desarrollo de cultivares
resistentes a herbicidas selectivos se consolidé como una herramienta clave para su
manejo (Delouche et al., 2007; Smith, 1988; Topolansky, 1975).

La tecnologia de arroz resistente a imidazolinonas surgi6 a fines de la década
del 90, como resultado de un programa de mejoramiento genético, sin recurrir a

técnicas de transgénesis. Se empled6 mutagénesis inducida mediante agentes



especificos, con el fin de desarrollar variedades resistentes a herbicidas inhibidores
de la enzima ALS. Las mutaciones consistieron en la sustituciéon de una guanina por
una adenosina, en tres posiciones diferentes de la secuencia nucleotida del gen que
codifica dicha enzima. Estas se generaron a partir de someter la semilla de arroz a
metanosulfonato de etilo. Las variedades resultantes poseen mutaciones puntuales en
el sitio de accion del herbicida, lo que impide la unién del compuesto con la enzima
y permite que las plantas sobrevivan a la aplicacion sin sufrir efectos fitotoxicos
(Croughan et al., 1996; Rosas et al., 2014).

El primer cultivo en incorporar la tolerancia fue maiz (Zea mays) y
posteriormente se extendi6 a otros como girasol (Helianthus annuus), trigo (Triticum
aestivum), colza (Brassica napus) y arroz (Oryza sativa). En este ultimo, el evento de
tolerancia fue desarrollado por la Estacion Experimental de Crowley, perteneciente a
la Universidad Estatal de Luisiana (EE. UU.), a través de seleccion dirigida en
laboratorio y ensayos de campo. El sistema permitid por primera vez el control
quimico selectivo de arroz maleza, junto a otras malezas asociadas, como capin
(Echinochloa crus-galli) y ciperaceas (Cyperus sp.). Esto mediante herbicidas de la
familia imidazolinonas aplicados en preemergencia o posemergencia del cultivo
(Tan et al., 2005).

La introduccion comercial del arroz tolerante a imidazolinonas en Estados
Unidos se produjo en el afio 2001, posteriormente se desarrollaron y comercializaron
materiales en Brasil y Argentina (Livore, 2010; Tan et al., 2005). En Uruguay, esta
tecnologia fue incorporada a partir de la zafra 2005-2006. Segun datos de DIEA
(2024), en la zafra 2008-2009, se estim6 que un 31 % del area sembrada total de
arroz habia realizado un manejo diferencial por la presencia de arroz maleza. En la
zafra 2023-2024, se registraron 31.000 hectidreas sembradas con variedades
resistentes, representando aproximadamente un 22 % del éarea total destinada a arroz
en este ciclo.

La adopcion de esta tecnologia se basa en la posibilidad de controlar malezas
gramineas dificiles, en particular el arroz maleza, mediante la aplicacion selectiva de
herbicidas preemergentes y posemergentes sin dafar el cultivo. Esto ofrece una

herramienta eficiente y rentable para productores que enfrentan altos niveles de



infestacion y facilita la implementacion de esquemas de manejo mas sostenibles
cuando se integra con practicas como la rotacion de cultivos. Los herbicidas
utilizados en estos sistemas actualmente son imazapyr + imazapic, ambos
pertenecientes a la familia de las imidazolinonas, caracterizados por su inhibicion de

la enzima ALS, accion sistémica y potencial de persistencia en el suelo.

1.3. Familia de las imidazolinonas

Los herbicidas de la familia quimica de las imidazolinonas son compuestos
ampliamente utilizados en sistemas agricolas para el control de malezas, tanto
gramineas como hoja ancha. Pertenecen al grupo con mayor nimero de principios
activos, los inhibidores de la enzima ALS (HRAC, s. f). Entre los mas
representativos se encuentran el imazapir, imazapic, imazethapir, imazamox e
imazaquin; son utilizados en diversos cultivos, incluidos maiz, soja, trigo, girasol y
arroz. Estos herbicidas presentan caracteristicas comunes como baja dosis efectiva,
actividad sistémica y la posibilidad de aplicacion en preemergencia o posemergencia

segun el cultivo y el producto formulado.

1.3.1. Mecanismo de accion

Las imidazolinonas inhiben la enzima ALS, también conocida como
acetohidroxidacido sintasa (AHAS). Esta enzima cataliza el paso inicial en la sintesis
de aminodcidos de cadena ramificada (valina, leucina e isoleucina), esenciales para la
formacion de proteinas y el crecimiento celular. Su inhibicién genera interrupcion
del metabolismo, especialmente en tejidos meristematicos, lo cual provoca la
detencion del crecimiento, seguida de clorosis y necrosis progresiva (Shaner y
O’Connor, 1991; Shaner, 2014).

Estos herbicidas son compuestos sistémicos, capaces de ser absorbidos por
via radicular y foliar. Se translocan a través del floema y xilema para posteriormente
ser acumulados en los meristemas apicales y yemas axilares (Anderson, 1996;
Monaco et al., 2002). Cuando se encuentran disueltos en la solucion del suelo, las
imidazolinonas penetran por las raices, atravesando la epidermis que conduce a la

corteza radicular. En aplicaciones posemergentes, su absorcion ocurre



preferentemente por via foliar, atravesando la cuticula cerosa de la hoja antes de su
translocacion hasta zonas de division activa (Little y Shaner, 1991).

La accion del herbicida comienza pocas horas después de la aplicacion, con
una inhibicion inmediata del crecimiento. Posteriormente, entre dos y cuatro dias
después, los tejidos meristematicos presentan sintomas visibles, como clorosis
progresiva, seguida de necrosis, con dafio mas pronunciado en zonas de crecimiento
activo. En siete-diez dias, la planta se vuelve clordtica y finalmente muere. Estos
compuestos también actian inhibiendo el crecimiento de las raices, lo cual causa una
reduccién del sistema radicular. En especies herbaceas, los sintomas incluyen puntos
de crecimiento deformados y reduccion del tamafio de hojas y tallos, mientras que en
plantas lefiosas pueden incluir detencidon del crecimiento, clorosis generalizada y

defoliacion (Monaco et al., 2002).

1.3.2. Degradacion v persistencia en el suelo

Los herbicidas de la familia imidazolinonas tienen una lenta tasa de
degradacion y su actividad en suelo, a bajas concentraciones, los convierte en una
herramienta eficaz para el control de malezas. Si bien estos herbicidas se degradan
por volatilizacion, hidrolisis quimica y fotodegradacion, la principal via de
disipacion es microbiana, mediante microorganismos aerobios (Flint y Witt, 1997;
Ramezani et al., 2008).

La vida media de estos compuestos en el suelo puede variar y depende de las
condiciones edafoclimaticas, con valores reportados entre 10 y 300 dias. En
particular, para imazapyr, la bibliografia reporta una vida media de 25 a 142 dias;
para imazetapir, de 60 a 90 dias, y para imazapic, de hasta 120 dias (Gehrke et al.,
2021; Senseman y Armbrust, 2007; Shaner, 2014).

La persistencia en el suelo estd fuertemente condicionada por multiples
factores, tanto del herbicida como del ambiente y manejo. Entre los principales
determinantes se destacan el contenido de materia orgédnica, pH, textura del suelo,
temperatura, humedad y frecuencia de riego o inundacion (Aichele y Penner, 2005;

Gehrke et al., 2021). Ademas, procesos como la sorcion, lixiviacion y flujo de agua



por capilaridad también regulan el comportamiento de estas moléculas en el perfil
del suelo (Bundt, Avila, Pivetta et al., 2015; Oliveira Junior y Regitano, 2009).

Se ha demostrado que, en condiciones anaerdbicas o en suelos con pobre
aireacion, la actividad microbiana se reduce por la falta de oxigeno. Esto disminuye
la tasa de degradacion de los herbicidas y prolonga la vida 1til en el suelo. Practicas
como el drenaje o inundacién intermitente han demostrado favorecer la degradacion
de las imidazolinonas al mejorar la aireacion del suelo y estimular la actividad
microbiana (Helgueira et al., 2019; Junkes et al., 2022; Martini et al., 2011; Schreiber
et al., 2017).

En este sentido, la humedad durante el invierno también tiene un papel clave en
el comportamiento de estos herbicidas. Inviernos tanto muy secos como muy
himedos pueden extender el efecto residual, lo cual afecta el establecimiento de
cultivos de cobertura como Lolium multiflorum (Avila et al., 2010). Altos contenidos
de humedad disminuyen la adsorcidon por el suelo y precipitaciones insuficientes
disminuyen la degradacion microbiana (Shaner y Hornford, 2005).

La temperatura del suelo también es mencionada por diferentes autores como
un factor que influye en la degradacion. Diversos estudios han demostrado que bajas
temperaturas enlentecen la disipacion de estos compuestos, lo que aumenta su
persistencia. Por ejemplo, McDowell et al. (1997) reportaron una disminucién
significativa en la vida media de imazapir al aumentar la temperatura del suelo de
15°C a 30 °C. De forma similar, Basham y Lavy (1987) observaron una mayor
persistencia de imazaquin en condiciones frias y secas. Se ha descrito que la
temperatura también afecta los procesos de adsorcion del herbicida, los cuales
tienden a incrementarse con el aumento de la temperatura y la disminucion del pH
(Wang y Liu, 1999).

Las imidazolinonas son compuestos anfoteros, lo que significa que pueden
comportarse como 4acidos o bases dependiendo del pH del entorno. Poseen grupos
funcionales carboxilos (-COOH) y amino (-NH), lo que permite que existan formas
cationicas, neutras o anionica segun el pH del medio. A pH bajos predomina la forma
cationica, mientras que a pH neutro o alcalino se favorecen las formas neutras o

anidnicas, respectivamente (Bresnahan et al., 2002). Esta propiedad influye



directamente en su solubilidad, sorcion y movilidad en el suelo, aspectos que
determinan su actividad herbicida y persistencia. Por ejemplo, el aumento de pH
mediante encalado puede incrementar la lixiviacion de imazapir e imazetapir,
especialmente en suelos inundados (Refatti et al., 2014).

La movilidad y disponibilidad de las imidazolinonas varia con el tipo de
compuesto y propiedades fisico-quimicas del suelo. Por ejemplo, el imazetapir ha
mostrado alta concentracidn en los primeros 5 cm del perfil en siembra convencional,
aunque pude lixiviarse hasta 20 cm en condiciones favorables (Kraemer et al., 2009).
Niveles bajos de materia orgéanica favorecen la desorcién y movilidad del herbicida,
lo que incrementa su potencial de acumulacion en horizontes mas profundos del
suelo (Wang y Liu, 1999). Mangels et al. (1991) han sefialado que el contenido de
arcilla influye en la retencion y movilidad. En ese sentido, Su et al. (2019)
encontraron que, en un suelo con altos contenidos de arcilla y limo (70 %), la
adsorcion de imazapic fue significativa. Ademads, destacan que la capacidad de
retencion esta dada por la superficie de adsorcion que tienen tanto la fraccion limo
como la arcilla.

Respecto a las aplicaciones periodicas de herbicidas, estudios han demostrado
que no se promueve la degradacion microbiana acelerada, como ocurre con otras
familias quimicas. De hecho, algunas imidazolinonas, como el imazapic, pueden
incluso reducir la actividad microbiana del suelo, lo que contribuye a su acumulacion
y efecto residual prolongado (Bundt, Avila, Pivetta et al., 2015). Esto es
especialmente relevante en situaciones donde los herbicidas se aplican afio tras afio,
como ocurre en sistemas de rotaciones de cultivos intensivas.

La persistencia prolongada de las imidazolinonas puede generar efectos
adversos sobre cultivos en la rotacion, especialmente cuando se siembran especies
susceptibles como gramineas o leguminosas forrajeras. En suelos con alta proporcion
de arena, mal drenaje, pH bajo y escaso contenido de materia organica, se incrementa
el riesgo de fitotoxicidad (Saldain, Bermudez, et al., 2014).

Especies como Lolium multiflorum, Trifolium repens o Lotus corniculatus
pueden ejercer cierto efecto de fitorremediacion, lo cual ayuda a reducir la

concentracion de residuos en el suelo, a través del estimulo de comunidades



microbianas degradadoras (Souto et al., 2013; Souto et al., 2020; Ulgium et al.,
2019). Por tanto, el conocimiento de la dindmica de estos herbicidas es fundamental,
no solo para disefiar estrategias de manejo que minimicen los riesgos de dafio a

cultivos y forrajes en la rotacion, sino también los posibles impactos en el ambiente.

1.3.3. Efecto residual en especies susceptibles

El uso de herbicidas imidazolinonas en cultivos tolerantes, como el arroz, ha
generado preocupacion por los efectos residuales sobre especies susceptibles
sembradas en sucesion. Diversos estudios han evidenciado que residuos de mezclas
como imazetapir + imazapic o imazapyr + imazapic pueden persistir en el suelo
durante largos periodos, lo cual afecta negativamente el desarrollo de especies no
tolerantes. La magnitud del efecto depende de factores como dosis aplicada, tipo de
suelo, condiciones ambientales, intervalo entre cultivos y sensibilidad especifica de
la especie sembrada.

En especies como Lolium multiflorum, Bundt, Avila, Agostinetto et al. (2015)
han reportado reducciones de materia seca hasta los 128 dias después de la aplicacion
de la mezcla de imazetapir + imazapic. Otros autores también evidenciaron la
reduccion en produccion de forraje de Lolium multiflorum y Trifolium pratense
cuando se sembraron 180 dias después de la cosecha de arroz tolerante a
imidazolinonas, especialmente en suelos con menor contenido de materia organica
(Saldain et al., 2012).

En el caso de arroz no tolerante a imidazolinonas, los residuos pueden afectar
el rendimiento en el grano hasta 280 dias después de la aplicacion y se han
documentado reducciones de rendimiento de hasta un 55 % incluso transcurridos 371
dias, con dafos visibles hasta los 705 dias, sin pérdida de rendimiento (Marchesan et
al., 2010).

En Sorghum bicolor, Pinto, Noldin, Pinho et al. (2009) registraron efectos
residuales de imazapyr e imazetapir que causaron dafos irreversibles, afectaron la
densidad de plantas, altura, peso de mil granos y rendimiento. Resultados similares
fueron observados por Souza et al. (2016), quienes documentaron reducciones de

hasta 94 % en la materia seca de sorgo 150 dias después de la aplicacion. Estos



efectos fueron atribuibles a la persistencia del herbicida en el perfil del suelo,
influida por variables como en pH, textura y contenido de 6xidos de hierro.

En bioensayos conducidos en suelos franco-arenosos y franco-limosos, se
evidencio inhibicion del crecimiento de Sorghum bicolor a dos profundidades, 0-10 y
10-20 cm, lo que indica la migracion del herbicida a horizontes mas profundos
(Saldain, Lopez, et al., 2014). El uso continuo de herbicidas imidazolinonas, sin
practicas de mitigacion, puede incrementar la acumulacion de residuos en el perfil
del suelo, lo que afecta a las especies sembradas en rotacion (Bundt, Avila,
Agostinetto et al., 2015).

Diversos trabajos han demostrado que los residuos afectan no solo gramineas,
sino también leguminosas y especies de interés agricola como soja, maiz, pepino,
alfalfa, cebolla, remolacha y tomate, entre otros (Alister y Kogan, 2005; Ulbrich et
al., 2005). En un estudio realizado por Oliveira et al. (2019), se observdé que
aplicaciones de imazapyr + imazapic redujeron la materia seca de brotes y raices de
soja sembrada 359 dias después del tratamiento, mientras que el raigras sembrado a
los 129 dias también mostré una destacada reduccion de materia seca. Ademas, en
sistemas de rotacion arroz-soja, los efectos negativos sobre la produccion de soja se
agravan con dosis mayores a las recomendadas en etiqueta de imidazolinonas
(Ulgium et al., 2019).

Los efectos también dependen de la formulacion utilizada. Santos et al.
(2014) reportaron que la mezcla de imazapir + imazapic presenté mayor residualidad
que imazetapir + imazapic, lo que afect6 altura y materia seca de raigras y arroz no
tolerante. En otro estudio, Oliveira et al. (2019) destacaron el potencial del raigras
como especie de fitorremediacion, capaz de reducir el impacto de los residuos de
imidazolinonas y mejorar el rendimiento del cultivo siguiente, como la soja. Esto
coincide con hallazgos de Souto et al. (2020), que vinculan el uso de cultivos
cobertura con la estimulacion de poblaciones microbianas capaces de metabolizar
herbicidas.

Ademas, estudios recientes han cuantificado los efectos a partir de
concentraciones residuales en suelo. Anzalone et al. (2011) encontraron reducciones

de hasta 50 % en materia seca de maiz con residuos de imazetapir + imazapic en
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concentraciones tan bajas como 0,0875 a 0,0965 mg/kg de suelo. Chiapinotto et al.
(2024) senalaron que concentraciones de imazapir + imazapic entre 4,07 y 5,02
ng/kg de suelo pueden reducir a altura de plantas de arroz no tolerante en un 10 % y
concentraciones entre 2,76 y 4,55 pg/kg pueden causar reducciones similares en
rendimiento. Esto evidencia el riesgo de carryover incluso con residuos equivalentes
a un 3-6 % de la dosis de campo.

Es fundamental implementar practicas de manejo agrondémico que reduzcan el
riesgo de efectos residuales. Gehrke et al. (2021) y Junkes et al. (2022) recomiendan
estrategias como la rotacion de cultivos mas tolerantes, siembra de cultivos
cobertura, correcciones de pH y drenaje invernal. Estas medidas contribuyen a
reducir la persistencia de los herbicidas en el suelo y minimizar su impacto sobre los

cultivos en rotacion.
1.4. Bioensayos

Los residuos de herbicidas pueden persistir en el suelo tras su aplicacion y
generar efectos fitotoxicos sobre cultivos sensibles en la rotacion. Evaluar la
presencia de estos compuestos antes de la implantacion de un nuevo cultivo es
relevante cuando no se cuenta con intervalos de siembra seguros o cuando las
experiencias agrondmicas previas indican posibles dafios a especies sembradas. Entre
los métodos disponibles, los bioensayos se han destacado por su bajo costo,
simplicidad y efectividad en la evaluacion de la presencia de residuos activos en el
suelo. Esta técnica consiste en sembrar especies indicadoras o sensibles sobre
muestras de suelo con historial conocido de uso del herbicida, comparando su
respuesta con la observada en suelos no tratados. Su aplicacion ha sido ampliamente
documentada en la literatura como una herramienta util para inferir en la actividad
residual de herbicidas en distintas condiciones edaficas (Klein et al., 2008; Neal,
2021).

Diversos estudios han validado el uso de bioensayos como método para inferir
la presencia y actividad residual de herbicidas en el suelo. Anzalone et al. (2011)
utilizaron Phaseolus vulgaris como especie bioindicadora para detectar residuos de

herbicidas del grupo de las imidazolinonas, con lo que demostraron su sensibilidad y
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utilidad en bioensayos. De forma similar, Scursoni et al. (2017) evaluaron el efecto
residual de imidazolinonas en Hordeum vulgare L., Avena sativa y Triticum
aestivum, midiendo variables como altura y produccion de materia seca en
condiciones de invernaculo. Los autores observaron reducciones significativas en el
crecimiento y acumulacion de materia seca, lo que evidenci6 la persistencia de estos
compuestos en el suelo. Ulbrich et al. (2005), por su parte, confirmaron la utilidad de
los bioensayos utilizando Cucumis sativus L. como especie indicadora y registraron
sintomas de fitotoxicidad en suelos con aplicacion de imazapir e imazapic.
Asimismo, Gianelli et al. (2011) emplearon un bioensayo en camara de crecimiento
para evaluar la sensibilidad de distintas especies a residuos de imazapir y
concluyeron que la persistencia fitotoxica del herbicida segin el grado de afeccion
observado era de trigo > colza > girasol = maiz.

Si bien los bioensayos ofrecen multiples ventajas, presentan limitaciones que
deben considerarse al momento de su aplicacion e interpretacion. Una de las
principales restricciones radica en que el muestreo de suelo puede no capturar la
variabilidad espacial presente en el terreno. Asimismo, las condiciones controladas
de un bioensayo en maceta pueden no reproducir la dinamica de un cultivo en el
campo, donde las raices pueden explorar estratos mas profundos y crecer fuera de la
capa del suelo con concentracion de herbicidas. No obstante, una de las fortalezas de
esta metodologia es su sensibilidad para detectar efectos bioldgicos de herbicidas en
concentraciones que, en ocasiones, escapan a la deteccion de andlisis quimicos
convencionales. En este sentido, los bioensayos integran la influencia de propiedades
del suelo como en pH, el contenido de materia organica, la textura y la humedad,
factores que afectan directamente la disponibilidad del herbicida en el suelo

(Anzalone et al., 2011; Watson y Checkel, 2005).

1.5. Objetivos e hipotesis

El objetivo general de este trabajo fue evaluar, mediante bioensayos, la
emergencia y desarrollo inicial de diferentes especies forrajeras sembradas en

sucesion al cultivo de arroz tolerante a imidazolinonas.
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Como objetivo especifico se busca determinar el potencial efecto residual de
los herbicidas imazapyr + imazapic sobre distintas especies forrajeras: Festuca
arundinacea, Lolium multiflorum, L. perenne, Trifolium repens, T. pratense y Lotus
corniculatus, en términos de emergencia, altura y acumulacién de materia seca,
utilizando muestras de suelo con historial conocido de uso de herbicidas IMI.

La hipotesis se centra en que los herbicidas imazapyr + imazapic aplicados en
el cultivo de arroz presentan una persistencia en el suelo suficiente para generar
efectos fitotoxicos en las especies forrajeras sembradas en la rotacion, los cuales
afectan su emergencia y desarrollo inicial, con una magnitud que varia en funcion de
la especie utilizada, las caracteristicas de cada suelo y el historico de uso de

herbicidas IMI.
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2. Residual Effect of Imidazolinone Herbicides on Emergence and Early
Development of Forages Species in Rice-Livestock Systems!
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2.1. Resumen

La intensificacion de los sistemas arroz-ganaderia ha promovido la integracion
del cultivo de arroz con especies forrajeras. Sin embargo, el uso de cultivares de
arroz tolerante a herbicidas imidazolinonas (imazapyr + imazapic) puede
comprometer la implantacion de especies sensibles debido a su persistencia en el
suelo. El objetivo de este trabajo fue evaluar, mediante bioensayos, la emergencia y
desarrollo inicial de seis especies forrajeras sembradas en suelos con distinto historial
de uso de imidazolinonas. Los ensayos se realizaron durante tres afios (2021, 2022,
2023) con suelos recolectados en tres regiones de Uruguay, en dos profundidades y
bajo tres condiciones (control, IMI-1, IMI-2). Se evaluaron emergencia, altura y
biomasa aérea y radicular. Se aplicaron modelos lineales mixtos y analisis de
componentes principales. Se observaron reducciones de hasta un 60 % en biomasa
aérea en suelos IMI-2. Las gramineas y Trifolium pratense fueron las especies mas
afectadas, mientras que Trifolium repens y Lotus cormiculatus mostraron mayor
tolerancia. El analisis multivariado indicé que suelos con mas contenido de arena

presentaron mayores efectos residuales. La residualidad de imidazolinonas depende
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de la especie forrajera y de las propiedades del suelo, lo cual debe considerarse al
planificar de rotaciones arroz-pasturas.
Palabras clave: residualidad; imazapyr; imazapic; persistencia en suelo;

bioensayo; rotacion arroz-pasturas

! Articulo publicado en la revista International Journal of Plant Biology.

2.2. Summary

The intensification of rice—livestock systems has encouraged the integration of
forage species into rice cultivation. However, the use of imidazolinone-tolerant rice
cultivars (imazapyr + imazapic, IMIs), essential for weedy rice control, may hinder
the establishment of sensitive forages due to herbicide residues. This study evaluated
the emergence and early growth of six forage species through bioassays in soils with
different IMI use histories. Over three years (2021-2023), soils were collected from
three rice-growing regions in Uruguay with contrasting soil properties, at depths of
0-15 and 16-30 cm, under three IMI conditions: Control (no prior use), IMI-1
(applied one season before sampling), and IMI-2 (applied in the season before
sampling). Emergence, plant height, and shoot and root biomass were analyzed using
linear mixed models and principal component analysis. Shoot biomass was reduced
by up to 60% in IMI-2 soils. Poaceae species and 7. pratense were the most affected,
while 7. repens and L. corniculatus exhibited higher tolerance. Multivariate analysis
indicated stronger residual effects on sandy loam soils. These findings highlight that
imidazolinone persistence varies with forage species and soil properties,
underscoring the need for careful planning in rice—pasture rotations to prevent

adverse effects on forage establishment and system sustainability.

Keywords: carryover; imazapyr; imazapic; persistence in soil; bioassay; rice-pasture

rotation
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2.3. Introduction

The integration of rice (Oryza sativa) cultivation with forage systems
represents a strategy aimed at optimizing resource use, enhancing sustainability, and
increasing the overall productivity of the system. Following rice harvest, the sowing
of grass and legume species in livestock-based systems extends the grazing period
and promotes the recovery of the soil’s physical and chemical properties, with
positive effects on crop yield in subsequent cycles [1-3]. In Uruguay, the main
forage species sown in these systems include ryegrass (Lolium multiflorum), tall
fescue (Festuca arundinacea), white clover (Trifolium repens), and bird’s-foot trefoil
(Lotus corniculatus). However, pasture establishment can be limited by several
factors, including the high volume of rice stubble and the presence of herbicide
residues from the previous growing season [4].

Approximately 60% of the area devoted to rice cultivation in Uruguay is
integrated into rotation systems with pastures. Within this area, around 25% is in
soils previously planted with rice tolerant to acetolactate synthase (ALS)-inhibiting
herbicides, particularly those belonging to the imidazolinone group (imazapyr +
imazapic—IMIs) [5]. In this context, the development and use of IMI-tolerant rice
cultivars have enabled effective control of problematic weeds, including weedy rice
(Oryza spp.) [6]. These herbicides are characterized by high persistence in soil and
prolonged residual activity [7-9], which are determined by edaphoclimatic factors,
such as soil texture, pH, organic matter, moisture and temperature [10—13].

Several studies have demonstrated that imidazolinones can remain active in the
soil for over 300 days, causing residual effects—known as carryover—on sensitive
crops sown in rotation [14,15]. Reductions of up to 94% in dry matter of sorghum
(Sorghum bicolor) have been reported 150 days after application [16]. In non-
tolerant rice, yield losses close to 55% were observed even 371 days after the last
herbicide application. Moreover, a 10% decrease in plant height was recorded when
imazapyr + imazapic concentrations reached 4.07 and 5.02 pg kg ' of soil,
respectively [17,18]. In soybean (Glycine max), reductions in both shoot and root
biomass were reported up to 359 days post-application [19]. In forage species such as

annual ryegrass (Lolium multiflorum) and red clover (Trifolium pratense), significant
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decreases in forage production were detected up to 180 days after exposure to these
herbicides [20-23].

In this context, bioassays are considered an efficient tool to evaluate the
persistence and activity of herbicide residues in the soil [24,25]. They allow for the
detection of effects on sensitive species by using soil samples either with direct
herbicide applications or with a history of herbicide use.

The aim of this study was to evaluate the carryover effect of IMIs on the
establishment and early development of six forage species through bioassays using
soils with a history of imazapyr + imazapic application during rice cultivation. The
hypothesis was that residues of these herbicides persist in the soil long enough to
cause phytotoxic effects, within a magnitude that varies depending on species, soil
depth, edaphic properties, and herbicide use history. To our knowledge, this is the
first multi-year evaluation of IMIs residues on forage species in rice-pasture rotations
in Uruguay. This work provides novel experimental evidence of the carryover effect
under controlled conditions and offers practical insights to improve the planning of

the forage phase and management decisions in rice-pasture systems.
2.4. Materials and Methods

2.4.1. Soil Origin and Sampling

Bioassays were conducted in 2021, 2022 and 2023 using soils collected from
agricultural fields located in productive regions of Uruguay, representative of
different soil textural classes. For each region and sampling year, approximately 45
days after rice harvest, soils were collected from three contrasting herbicide use
conditions: Control, with no history of IMIs application; IMI-1, where imazapyr +
imazapic were applied during the cropping season prior to sampling (more than 17
months since the last application); and IMI-2, where imazapyr + imazapic were
applied during the season immediately preceding sampling (less than 5 months since

the last application) (Table 1).
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Table 1. Description of imidazolinone herbicide use for each sampling site in the years 2021, 2022 and 2023.

Sampling Area  Year(s) Herbicide Use Product Dose Number of Time Since Last
ping History (Formulation) (g a.i. ha') Applications Application
Control - - - -
Rio Branco 20221622;) 22, IMI-1 imazapyr + 5754175 5 ~17 months
IMI-2 imazapic ' ) ~5 months
Control - - - -
Treinta y Tres 20221(’)22;) 22, IMI-1 imazapyr + 5254175 5 ~17 months
IMI-2 imazapic ) ) ~5 months
Control - - - -
1 .
UEPL 2022 IMI-2 MAzapyr £ 5y 51175 1 ~5 months
imazapic
Control - - - -
Tacuarembo6 2023 IMI-1 imazapyr + ~17 months
IMI-2 imazapic 523+ 17.5 2 ~5 months
'UEPL = Paso de la Laguna Experimental Research Station.
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Composite samples were collected for each condition, consisting of three
randomly selected subsamples representative of 30 cm in width x 30 cm in length X
30 cm in depth. Each sample was then divided into two layers: 0—15 cm and 16-30
cm depth. After collection, soils were air-dried at room temperature and partially
sieved to facilitate their use for forage species sowing. In addition, a subsample was
taken for physicochemical soil analysis. The composite soil sample obtained for each
condition was used to fill pots. For each forage species within a given combination,
four pots were established from the same composite, thus representing independent

biological responses rather than independent soil replicates.

2.4.2. Soil Characterization

The physicochemical characteristics of the soils used in the bioassays for each
sampling region are summarized in Table 2. Detailed data by site, year, and land use

are  available in  the  Supplementary @ Material  (Tables  SI1-S3).
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Table 2. Mean physicochemical properties of soils used in the bioassays, by site,

land use and depth.
Sa;nlzl;ng UI-sIzlil-;;:tlg:y pH (H20) Organic Carbon (%) Texture
0-15cm?16-30cm 0-15 cm 16-30 cm
Control 5.4 6.4 1.15 0.64
Rio Branco IMI-1 5.2 6.2 0.85 0.55 Loam
IMI-2 54 6.2 0.79 0.59
. Control 53 5.9 1.80 0.92 .
Tremtay v 6.4 7.6 1.67 077 ~ Siltyclay
Tres loam
IMI-2 53 6.5 1.44 0.79
1 Control 54 6.5 1.35 0.75 Silty c]ay
UEPL IMI-1 6.2 7.7 0.81 0.52 loam
Control 4.8 54 1.09 0.49
Tacuarembs  IMI-1 54 66 1.30 064 Sudy
IMI-2 5.2 6.5 0.89 0.81

'UEPL = Paso de la Laguna Experimental Research Station; *Depth = 0—15 and 16—
30 cm.

2.4.3. Experimental Design of the Bioassays

The bioassays were conducted using 0.3 L pots filled with soil corresponding
to each combination of site, herbicide use history, and depth. Within each
combination, the six forage species were randomized, with four pots per species
established. The species evaluated are commonly used in rice-pasture systems: tall
fescue (Festuca arundinacea cv. INIA Fortuna), annual ryegrass (Lolium multiflorum
cv. LE 284), perennial ryegrass (Lolium perenne cv. Virazén), white clover
(Trifolium repens cv. Estanzuela Zapican), red clover (Trifolium pratense cv. INIA
Antares) and bird’s-foot trefoil (Lotus corniculatus cv. INIA Rigel). Twelve seeds
were sown per pot, and the experiments were maintained under greenhouse
conditions (15 = 5 °C, 12/12 h light/dark cycle, and daily irrigation). A total of 21
days after sowing (DAS), seedlings were thinned to leave two plants per pot. Thus,
the four replicates per species represent variability in plant performance under
uniform soil conditions, rather than independent soil replicates.

The variables evaluated were:
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* Emergence (%): determined at 21 DAS by counting the number of seedlings
emerging per pot. Seedlings were considered to have emerged if they were visible
above the soil surface with clearly unfolded cotyledons or first leaves. The value was
expressed as a percentage relative to the total number of seeds sown. Although seed
physiological quality was not assessed, the seed lots used showed germination and
vigor levels above the minimum standards established by the National Seed
Institute—Uruguay (INASE) [26].

* Plant height (cm): measured at 35 and 70 DAS. For grasses, height was
determined from the soil surface to the tip of the last fully expanded true leaf. For
legumes, it was measured from the base of the plant to the last visible node in the
main stem.

* Shoot and root dry mass: at the end of the bioassay (70 DAS), plants were
harvested. Shoots and roots systems were carefully separated, with excess soil gently
removed. Both fractions were washed, dried, and then oven-dried at 60 "C until
constant weight was reached. Results were expressed as grams of dry matter per

plant (g-plant ).

2.4.4. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using linear mixed models within a
factorial structure that included the fixed effects of IMI herbicide use history, forage
species, and sampling depth, as well as their interactions. These three factors were
treated as fixed effects, while replication and site nested within year were included as
random effects to account for spatial and temporal variability in the experiment. All
response variables were analyzed through ANOVA, and when significant effects
were detected, multiple comparisons were performed using Tukey’s test at 95%
confidence level. Residual diagnostics were also conducted for all variables to verify
model assumptions, including normality and homoscedasticity.

Multivariate analyses were performed to complement the results and explore
multivariate patterns of association between soil variables—such as texture (sand,
silt, and clay), pH, and organic carbon content—and plant response variables. For

this purpose, a principal component analysis (PCA) was conducted and graphically
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evaluated using biplots. All analyses were carried out using R statistical software

(version 4.5.0) [27].
2.5. Results and Discussion

2.5.1. Plant Response Variables

2.5.1.1. Emergence

Plant emergence (%) at 21 DAS showed a significant three-way interaction (p
< 0.05) among the factors forage species, soil depth, and herbicide use history (Table
S4). The different species evaluated in the bioassays exhibited lower emergence
values when sown in IMI-1 and IMI-2 soils compared to the Control, with no history

of IMI herbicide application (Figure 1).
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Figure 1. Emergence (%) of different forage species as affected by herbicide
use history and soil depth, evaluated 21 days after sowing (DAS), INIA 2025.
Different letters indicate significant differences according to Tukey’s test (p < 0.05).

Among the grasses, F. arundinacea was the most affected species, with an
average emergence reduction of 30% in soils with a history of IMI use, regardless of
sampling depth (Figure 1). In contrast, L. multiflorum and L. perenne showed lower
sensitivity, with emergence reductions close to 20% compared to the Control.

Previous studies have reported a lower sensitivity of de Lolium genus to IMI
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residues, suggesting that phytotoxicity may depend on factors such as application
rate, soil properties, and environmental conditions, with no marked effects observed
during early development stages [28—31].

Legume species also showed significant reduction in emergence when sown in
soils with a history of IMI herbicide use compared to the Control (Figure 1). This
reduction was more pronounced in soils from the upper layer (0—15 cm), with a 35%
decrease in 7. pratense and 30% in both T repens and L. corniculatus. In the case of
T. repens, similar reductions in emergence have been reported at application rates
280 g a.i. ha! of imazapyr. These results highlight both the differential sensitivity
among species and the importance of the time interval between herbicide application
and sowing [30,32]. However, in the present study, the longer interval between
herbicide application and sowing observed in the IMI-1 treatment, compared to IMI-
2, did not result in significant differences in emergence. This indicates that the time
elapsed alone was not sufficient to reduce the residual (carryover) effect of IMI
herbicides in the sampled soils.

On the other hand, although significant interaction was observed among
species, depth, and herbicide use history, no consistent effect of sampling depth on
emergence was detected. This suggests that there was no clear pattern of IMI residue
accumulation in the deeper layers of the soil profile. In fact, the literature reports that
these herbicides are often uniformly distributed within the top 15 cm of the soil
profile, regardless of whether the system is conventional or no-till and may even be

transported upward by mass flow to more superficial soil layers [11,33].
2.5.1.2. Plant height

Plant height measurements taken at 35 and 70 DAS showed significant effects
(p < 0.05) for two-way interactions among the studies factors (Table S5; Figures 2
and 3). This indicates that the growth response of the forage species was influenced
by the different combinations of factors, including herbicide use history, soil depth,
and/or the species-specific sensitivity.

In the interaction between herbicide use history and soil depth at 35 DAS

(Figure 2a), a general reduction in plant height was observed in IMI-1 treatment
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compared to the Control. The most pronounced decrease occurred under IMI-2,
indicating greater exposure to or residual effect (carryover) of the herbicide in soils
with recent IMI applications. At 70 DAS, plants showed good recovery capacity in
the deeper soil layer (16-30 cm), which may suggest lower herbicide residue
concentrations at this depth (Figure 3a). This pattern is consistent with the results
observed for the emergence variable. Additionally, the recovery observed in plant
height could also be associated with increased tolerance to herbicide residues in the
soil as vegetative development progresses in the different species [34,35].

The interaction between herbicide use history and species revealed greater
sensitivity in grasses when grown in IMI-2 soils, particularly at early stages (35
DAS, Figure 2b). At 70 DAS, plant height in F. arundinacea and L. perenne did not
differ significantly among soils with a history of IMI use, but remained lower than in
the Control. This behavior suggests dynamic species-specific responses at different
stages of development (Figure 3b). In contrast, legumes showed less pronounced
differences, with similar heights between the Control and IMI-1, or no significant
differences at 35 DAS for T. repens. It is important to note that this species exhibited
particularly slow development up to 35 DAS, even in the Control treatment, and only
at 70 DAS was it possible to distinguish IMI-2 from the other land use conditions
(Figure 3b). The occurrence of temperatures below 15 ‘C may have delayed T.
repens development, as several authors indicate that temperatures above this
threshold are more favorable for rapid establishment [36].

The interaction between depth and species (Figures 2c and 3c) indicates that, in
general, grasses exhibited lower sensitivity to IMI use compared to legumes,
showing greater plant height at both soil depths (0—15 cm and 16-30 cm) at both 35
and 70 DAS. This suggests that plant height depends more on species and herbicide
use history than on soil depth. In this context, it is important to consider
morphological differences in growth patterns, particularly between legumes and
grasses, which directly influence plant size.

The plant height response patterns observed in this study are consistent with
previous research reporting differential species sensitivity to IMI herbicides residues.

Several authors have described height reductions in L. multiflorum ranging from 30%
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to 50% at application rates of 140 g a.i. ha™! of imazapyr + imazapic, while for F.
arundinacea, T. repens and L. corniculatus, reductions of up to 100% have been
reported [37-39]. Growth inhibition is considered one of the most characteristic
effects of ALS-inhibiting herbicides, as they block the biosynthesis of essential
branched-chain amino acids (valine, leucine, and isoleucine) [37,38,40]. The lack of
these amino acids disrupts protein synthesis and cell growth, leading to growth
inhibition and, lethal doses, plant death [40]. In our bioassays, this effect was

expressed phenotypically as visibly shorter plants across sensitive species.
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Figure 2. Plant height (cm) of different forage species 35 days after sowing
(DAS), as affected by three interactions: (a) herbicide use history x depth, (b)
herbicide use history x forage species, and (c) depth x forage species, INIA 2025.

Different letters indicate significant differences according to Tukey’s test (p < 0.05).
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Figure 3. Plant height (cm) of different forage species 70 days after sowing
(DAS), as affected by three interactions: (a) herbicide use history x depth, (b)
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herbicide use history % forage species, and (c) depth x forage species, INIA 2025.

Different letters indicate significant differences according to Tukey’s test (p < 0.05).
2.5.1.3. Shoot and Root Dry Mass

Shoot and root dry mass evaluations showed significant effects (p < 0.05) for
two-way interactions among the study’s factors (Tables S6 and S7; Figures 4 and 5).
In the herbicide use history % depth interaction (Figures 4a and 5a), a significant
reduction in both shoot and root biomass accumulation was observed in soils with a
history of IMI herbicide use (IMI-1 and IMI-2) compared to the Control, particularly
in the upper soil layer (0—15 cm). This reduction was more pronounced under IMI-2,
consistent with the patterns observed for emergence and plant height at 70 DAS. In
contrast, at the 16-30 cm depth, no differences in shoot and root dry mass
accumulation were found between IMI soils, again suggesting that lower herbicide
residue concentrations at this depth [34,35].

In the herbicide use history x species interaction (Figures 4b and 5b), L.
multiflorum showed the greatest reduction in shoot dry mass (SDM) in soils with the
most recent herbicide use, with values of 1.431, 0.642 and 0.418 g-plant™! for the
Control, IMI-1 and IMI-2 respectively. For root dry mass (RDM), F. arundinacea
and L. perenne also showed reductions compared to the Control, although no
significant differences were found between IMI-1 and IMI-2. In contrast, L.
corniculatus and T. repens appeared more tolerant, with no significant differences in
RDM accumulation across herbicide use histories compared to the Control (Figure
5b). Phenotypically, this was expressed as visibly smaller plants with less developed
root systems in the sensitive species, while tolerant legumes maintained root biomass
comparable to the Control.

Similarly, reductions in dry mass accumulation of L. multiflorum and F.
arundinacea of approximately 80% and 100%, respectively, have been reported
when these forage species were sown after the use of IMI herbicides in rice
cultivation [38,39,41,42]. For L. corniculatus and T. repens, similar findings have
been reported, showing no reductions in dry mass under different application rates of

imazapyr + imazapic [31,32]. In this context, studies conducted in warmer regions of
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Brazil have proposed L. corniculatus and T. repens as potential phytoremediator
species. These studies reported over 90% reductions in IMI residue concentrations in
the soil when these legumes were cultivated in rotation [38,43,44].

The greater tolerance of legumes to imidazolinone residues has been attributed
to their ability to contribute nitrogen, enhancing the degradation of these compounds
in the soil solution. Additionally, the higher lignin content in legume cell walls
compared to grasses may promote sorption of IMI herbicides into more soluble
fractions [43]. Conversely, other studies have reported reductions of approximately
80% in shoot dry mass in legumes such as L. corniculatus and T. repens under IMIs
treatments [38], indicating that legume tolerance may be context dependent.

Regarding the depth x species interaction (Figures 4c and 5c), the dry mass
accumulation pattern was similar to that observed for plant height, reinforcing the
trend that the observed differences depend more on species-specific morphological
traits than on soil depth. This differential tolerance to IMI herbicide residues
highlights the varying potential of each species for use in scenarios with a risk of

imidazolinone carryover.
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Figure 4. Shoot dry mass (g-plant™!) as affected by three

interactions: (a)

herbicide use history x depth, (b) herbicide use history x forage species, and (c)

depth x forage species, INIA 2025. Different letters indicate significant differences

according to Tukey’s test (p < 0.05).
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Figure 5. Root dry mass (g-plant!) as affected by three
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interactions: (a)
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depth x forage species, INIA 2025. Different letters indicate significant differences

according to Tukey’s test (p < 0.05).
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2.5.2. Multivariate Analysis

In the global principal component analysis (PCA) (Figure 6), which included
Control, IMI-1, and IMI-2 soils, the first two components explained 57.6% of the
total variance (Dim1 = 33.1%; Dim2 = 24.5%). Soil textural variables, particularly
sand, silt, and clay, were strongly associated with Dim1, contributing 30.9%, 26.3%
and 19.9%, respectively. Sand showed a negative association, whereas silt and clay
were positively correlated. In contrast, plant response variables—especially shoot dry
mass (SDM) and plant height—were more represented in Dim2, contributing 26.0%
and 21.3%, respectively. Soil pH also showed a clear negative association with this
dimension (21.4%). Although emergence and organic carbon (OC) are represented in
the biplot, their main contribution was expressed in Dim3 (31.0% and 30.1%,
respectively) (Table S8). These results indicate that soils with higher silt content tend
to favor plant development, while sandier and more acidic soils are associated with
lower emergence and shoot biomass.

The PCA conducted by herbicide use history revealed consistent general
patterns (Figure 7a—c; Tables S9—S11). In all cases, soil texture variables (sand, silt,
and clay) were primarily associated with Diml, while SDM, pH, and OC were
mainly linked to Dim2. Emergence and plant height showed greater representation in
Dim3. A positive association between SDM and height with silt and organic carbon
was particularly evident in soils with prior IMI use. In these soils, the contribution of
favorable edaphic conditions to improved forage species development was more
pronounced.

The results of the multivariate analysis were consistent with findings reported
in the literature regarding the influence of soil properties on the persistence and
bioavailability of IMI herbicides. Soils with higher clay content—such as those from
Treinta y Tres or UEPL—tend to promote herbicide adsorption, which reduces
immediate bioavailability to plants but prolongs persistence within the soil profile
[12,45,46]. In contrast, soils with a low organic matter content and sandy loam
texture—such as those from Rio Branco or Tacuarembo—tend to retain imazapyr +
imazapic residues in more bioavailable form, thereby increasing their phytotoxic

potential [22].
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Figure 6. Principal component analysis (PCA) of the relationships between
early plant development variables (emergence, plant height, and shoot dry mass,
SDM) and soil physicochemical properties (sand, clay, silt, pH and organic carbon,
OC) according to the herbicide use history: Control (no herbicide use), IMI-1
(application in the previous growing season, ~17 months before sampling) and IMI-2
(application in the most recent growing season, ~5 months before sampling). Each
point represents a group of samples classified by herbicide use history, with 95%
confidence ellipses. Arrows indicate the direction and contribution of each variable
to the first two principal components.

These mechanisms align with the patterns observed in the PCA, where soil
texture variables were associated with the dimensions explaining the greatest
variance in the dataset and were related to plant response variables. In particular,
soils with higher proportions of silt and organic carbon were more closely associated
with improved forage performance. Taken together, these results support that the
interaction between soil properties and the presence of IMI herbicide residues
strongly influences pasture establishment success-even more than 17 months after
the last herbicide application [41,42,47].

In summary, the evaluation of emergence, plant height, and shoot and root dry
mass revealed consistent differences in forage species responses to imidazolinone

residues. The multivariate analysis further integrated these patterns, highlighting the
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combined influence of soil properties and herbicide use history on pasture
establishment. Nevertheless, some methodological considerations must be
acknowledged. First, the greenhouse conditions (restricted pot volume, prior drying
of soils, and daily irrigation) differ from flooded field conditions and may
underestimate IMIs persistence under anaerobic environments. Second, a single
composite soil sample was used per condition, which optimized the assessment of
species responses under homogeneous conditions but may not fully capture natural
soil heterogeneity. Future studies incorporating multiple independent composites per
treatment would allow a better representation of soil variability and strengthen

inference.
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Figure 7. Principal component analysis (PCA) of the relationships between
early plant development variables (emergence, plant height, and shoot dry mass,
SDM) and soil physicochemical properties (sand, clay, silt, pH and organic carbon,
OC) according to the imidazolinone herbicide use history: (a) Control (no herbicide
use), (b) IMI-1 (application in the previous growing season, ~17 months before
sampling), and (c) IMI-2 (application in the most recent growing season, =5 months
before sampling). Each point represents an individual sample, grouped by sampling

site (Rio Branco, Treinta y Tres, UEPL, Tacuarembo), with 95% confidence ellipses.
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Arrows indicate the direction and contribution of each variable to the first two

principal components.
2.6. Conclusions

This study provides novel experimental evidence of the carryover effects of
imazapiyr + imazapic residues by testing six forage species in soils collected from
rice cultivated with IMI herbicides. The approach highlights a methodological
innovation that allows the evaluation of species-specific responses under real
production histories.

The emergence and early growth of six forage species were significantly
affected by IMIs residues in soils with a history of application in imidazolinone-
tolerant rice. Differences in species sensitivity were evident, as reflected in
emergence, growth, and biomass. Phenotypically, sensitive species exhibited visibly
shorter plants with reduced biomass accumulation and poorly developed root
systems. Among legumes, 7. repens and L. corniculatus showed comparatively
higher tolerance, whereas 7. pratense was strongly affected, highlighting the
importance of evaluating species individually rather than by functional group.
Grasses were generally the most affected, with F. arundinacea showing higher
sensitivity under these conditions.

These results underscore the importance of considering not only the choice of
forage species, but also the history of IMI herbicide use and the soil’s physical and
chemical properties. The interaction between these factors can strongly influence
pasture establishment and productivity, particularly in cropping systems that include
IMI-tolerant crops. From a practical perspective, in loamy-sand soils with recent IMI
applications (IMI-2), T. repens and L. corniculatus appear as safer options for
establishment, while more sensitive species such as F. arundinacea may require
greater caution and favorable soil conditions to succeed. Future studies incorporating
quantitative analyses of herbicide residues in soil, together with field-based
evaluations under varying environmental conditions, will be essential for improving

management recommendations and reducing establishment failures.
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2.7. Supplementary Materials

Table S1. Soil Characterization — Year 2021

Herbicide-use Sampling Depth pH oC Sand Silt  Clay
history Place (cm) (%) (%) (%) (%)
Control RB 0-15 5.5 1.37 33 47 20
Control RB 16-30 6.4 0.55 31 45 24

IMI-1 RB 0-15 53 1.30 37 39 24
IMI-1 RB 16-30 6.1 0.67 40 32 28
IMI-2 RB 0-15 5.7 0.89 35 38 28
IMI-2 RB 16-30 7.2 0.52 34 37 27
Control TyT 0-15 53 1.94 16 51 33
Control TyT 16-30 5.6 0.97 16 50 34
IMI-1 TyT 0-15 6.5 3.70 24 50 26
IMI-1 TyT 16-30 6.6 0.81 25 46 28
IMI-2 TyT 0-15 54 1.49 20 48 33
IMI-1 TyT 16-30 6.3 0.84 19 48 33
Table S2. Soil Characterization — Year 2022

Herbicide Use Sampling Depth pH oC Sand Silt Clay
History Place (cm) (%) (%) (%) (%)
Control RB 0-15 5.7 1.17 37 35 28
Control RB 16-30 6.5 0.71 33 33 34

IMI-1 RB 0-15 5.1 0.60 37 39 24
IMI-1 RB 16-30 6.1 0.45 40 32 28
IMI-2 RB 0-15 5.0 0.70 35 38 28
IMI-2 RB 16-30 59 0.66 40 32 29
Control UEPL 0-15 5.4 1.35 14 50 36
Control UEPL 16-30 6.5 0.75 14 49 36
IMI-2 UEPL 0-15 6.2 0.81 22 46 32
IMI-2 UEPL 16-30 7.7 0.52 17 47 36
Control TyT 0-15 5.2 1.62 15 46 39
Control TyT 16-30 5.8 0.98 16 43 42
IMI-1 TyT 0-15 6.3 1.52 20 44 36
IMI-1 TyT 16-30 8.6 0.72 14 41 45
IMI-2 TyT 0-15 5.1 2.04 15 48 37
IMI-2 TyT 16-30 6.5 0.92 14 37 49
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Table S3. Soil Characterization — Year 2023
Herbicide Sampling Depth pH Nitrogen OC  Sand Silt Clay

Use History Place (cm) (%) (%) (%) (%) (%)
Control RB 0-15 5.0 0.05 0.90 35 44 21
Control RB 16-30 6.2 0.15 0.65 33 38 29

IMI-1 RB 0-15 53 0.06 0.65 40 39 21
IMI-1 RB 1630 6.3 0.03 0.52 37 34 29
IMI-2 RB 0-15 54 0.06 0.77 41 38 20
IMI-2 RB 16-30 54 0.04 0.59 42 34 25

Control TyT 0-15 54 0.11 1.43 15 53 33
Control TyT 16-30 6.3 0.05 0.81 15 48 37

IMI-2 TyT 0-15 5.5 0.10 1.30 21 51 28
IMI-2 TyT 16-30 6.6 0.04 0.61 23 41 37
Control Tac 0-15 4.8 0.07 1.09 62 22 16
Control Tac 16-30 54 0.02 0.49 60 23 16
IMI-1 Tac 0-15 54 0.11 1.30 43 37 20
IMI-1 Tac 16-30 6.6 0.02 0.64 47 32 21
IMI-2 Tac 0-15 5.2 0.06 0.89 51 33 16
IMI-2 Tac 16-30 6.5 0.05 0.81 49 31 21

Table S4. Analysis of Deviance Table (Type II Wald Chi-Square Tests) —

Emergence
Term Chi-Square Df Pr(>Chi) Significance
Herbicide-use history 1604.561 2 <22e-16 ok
Species 416.101 5 <22e-16 ok
Depth 0.330 1 0.5656
Herbicide-use h x Species 44218 10 3.01e-06 otk
Herbicide-use h x Depth 4.155 2 0.1253
Species x Depth 5.606 5 0.3464
Herbicide-use h x Species x Depth 26.206 10 0.0035 ok

Note: Significance codes: *** p < 0.001; ** p <0.01; * p <0.05
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Table S5. Analysis of Deviance Table (Type II Wald Chi-Square Tests) —

Plant height 35y 70 DAS
Plant height 35 DAS
Term Chi-Square Df Pr(>Chi) Significance
Herbicide-use history 301.922 2 <2.2e-16 ok
Species 1596.501 5 <2.2e-16 howck
Depth 25.075 1 5.52e-07 ok
Herbicide-use h x Species 107.342 10 <2.2e-16 oAk
Herbicide-use h x Depth 6.216 2 0.0447 *
Species x Depth 11.855 5 0.0368 *
Herbicide-use h x Species x 11.588 10 0.3136
Depth
Plant height 70 DAS
Term Chi-Square Df Pr(>Chi) Significance
Herbicide-use history 389.890 2 <2.2e-16 ook
Species 2178.142 5 <2.2e-16 rowck
Depth 37.269 1 1.03e-09 ok
Herbicide-use h x Species 100.944 10 <2.2e-16 rowck
Herbicide-use h x Depth 6.100 2 0.0474 *
Species x Depth 9.975 5 0.0760
Herbicide-use h x Species x 10.591 10 0.3903
Depth

Note: Significance codes: *** p <0.001; ** p <0.01; * p <0.05

Table S6. Analysis of Deviance Table (Type II Wald Chi-Square Tests) —

Shoot dry mass
Term Chi-Square Df Pr(>Chi) Significance
Herbicide-use history 626.194 2 <2.2e-16 otk
Species 196.196 5 <2.2e-16 ok
Depth 68.103 1 <2.2e-16 ok
Herbicide-use h % Species 87.173 10 1.94e-14 ok
Herbicide-use h x Depth 10.073 2 0.0065 ok
Species x Depth 10.202 5 0.0697
Herbicide-use h x Species x 8.453 10 0.5847
Depth

Note: Significance codes: *** p < 0.001; ** p <0.01; * p <0.05
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Table S7. Analysis of Deviance Table (Type II Wald Chi-Square Tests) — Root

dry mass
Term Chi-Square  Df Pr(>Chi) Significance
Herbicide-use history 211.506 2 <2.2e-16 ok
Species 214.656 5 <2.2e-16 hokck
Depth 43.318 1 4.65¢e-11 ok
Herbicide-use h x Species 69.439 10 5.69¢-11 ok
Herbicide-use h x Depth 6.805 2 0.0333 *

Species x Depth 18.697 5 0.0022 oK

Herbicide-use h x Species x 6.668 10 0.7564

Depth

Note: Significance codes: *** p < 0.001; ** p <0.01; * p <0.05

Table S8. Global Principal Component Analysis (PCA).

Dim.1 im Dim.2 im.2 Dim.3 Dim.3

Variable Contribution ., Contribution , Contribution )

%) cos %) cos %)

SDM 4.78 0.137 26.03 0.532 0.77 0.009
Emergence 4.52 0.130 8.70 0.178 31.03 0.358
Height 2.96 0.085 21.30 0.435 12.35 0.142
pH 1.65 0.048 21.37 0.436 16.05 0.185
oC 8.88 0.255 6.62 0.135 30.13 0.347
Sand 30.90 0.888 4.20 0.086 0.21 0.002
Silt 26.33 0.757 0.01 0.000 6.78 0.078
Clay 19.97 0.574 11.77 0.240 2.68 0.031

Note: Variables with high contributions (>20%) and cos? values close to 1 are

best represented in the respective dimensions.

Table S9. Control - Principal Component Analysis (PCA).

Dim.1 Dim.2 Dim.3
Variable Contribution Contribution Contribution

(%) (%) (%)
SDM 0.086 27.62 2.39

Emergence 0.039 0.00 42.95

Height 0.0 15.65 36.06

pH 2.53 29.0 10.79
oC 7.92 23.74 6.86
Sand 34.1 0.16 0.0
Silt 28.48 0.76 0.42
Clay 26.84 3.04 0.5

Note: Variables with high contributions (>20%) and cos? values close to 1 are

best represented in the respective dimensions.
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Table S10. IMI-1 - Principal Component Analysis (PCA).

Dim.1 Dim.2 Dim.3

Variable Contribution Contribution Contribution
(%) (%) (%)
SDM 8.49 22.21 0.207
Emergence 4.85 0.02 50.18
Height 3.55 11.64 27.78
pH 1091 20.28 0.116
oC 10.68 13.86 12.92
Sand 26.48 4.24 1.24
Silt 21.18 5.17 7.28
Clay 13.86 22.55 0.26

Note: Variables with high contributions (>20%) and cos? values close to 1 are

best represented in the respective dimensions.

Table S11. IMI-2 - Principal Component Analysis (PCA).

Dim.1 Dim.2 Dim.3

Variable Contribution Contribution Contribution
(%) (%) (%)
SDM 5.62 16.37 10.29
Emergence 2.67 0.39 34.27
Height 2.87 13.64 30.32
pH 0.71 37.29 9.38
oC 11.37 17.86 11.35
Sand 31.22 3.96 1.54
Silt 25.30 0.24 2.33
Clay 20.21 11.21 0.48

Note: Variables with high contributions (>20%) and cos? values close to 1 are

best represented in the respective dimensions.
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3. Discusion v conclusiones generales

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que la emergencia y
desarrollo inicial de especies forrajeras sembradas sobre suelos previamente
cultivados con arroz tolerante a imidazolinonas se ven afectadas por el efecto
residual de los herbicidas imazapyr + imazapic. La magnitud fue dependiente de la
especie, el uso del suelo relacionado a los herbicidas y las caracteristicas fisico-
quimicas del suelo.

Independientemente del tipo de suelo, la profundidad de muestreo y del
intervalo de tiempo entre las aplicaciones (diecisiete y cinco meses, IMI-1 e IMI-2,
respectivamente), la emergencia de las especies forrajeras se redujo en suelos con
antecedentes de uso de imidazolinonas. A diferencia de lo observado en este estudio,
Zaccaro et al. (2018) reportaron una recuperacion en el porcentaje de emergencia de
T. repens a medida que el intervalo entre la aplicacion y la siembra se extendi6 de 0 a
6 meses. No obstante, otros autores como Alister y Kogan (2005) informaron
disminuciones en el nimero de plantas.m? de especies como Beta vulgaris, Capsicum
annuum y Lycopersicum esculentum, incluso cuando fueron sembradas 140 y 300
dias después de la aplicacion de imazapyr + imazapic. Asimismo, en el caso de
Lolium multiflorum, estos autores no detectaron efectos en el establecimiento de
plantas, lo que podria coincidir con el menor efecto sobre la emergencia observada
en este trabajo para las especies de este género.

En relacion con la altura de plantas, las respuestas variaron segun la especie, el
historial de uso de herbicidas y la profundidad de muestro. F. arundinacea y L.
perenne lograron aumentar el crecimiento entre los 35 y 70 DDS, mientras que 7.
pratense y T. repens mostraron mayor tolerancia en la etapa mdas temprana del
desarrollo. Estos resultados son consistentes con reportes previos en L. multiflorum,
F. arunduinacea, L. corniculatus, Zea mays, T. repens y Glycine max donde se
obtuvieron disminuciones de altura en suelos tratados con inhibidores de ALS (Galon
et al., 2014; Zaccaro et al., 2018). La reducciéon en altura constituye, ademas, una

caracteristica clasica de la accion de las imidazolinonas (Duggleby et al., 2008).
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En cuanto a la acumulacion de biomasa, L. corniculatus y T. repens
evidenciaron mayor tolerancia relativa que las gramineas, lo que refuerza el patrén
diferencial entre grupos funcionales. Entre las leguminosas, ambas especies
mostraron mayor estabilidad en el desarrollo radicular ante los diferentes historiales
de uso de herbicidas. Esta capacidad de sostener un sistema radicular activo en la
presencia de residuos herbicidas puede constituir un mecanismo de tolerancia, al
favorecer tanto la absorcion de recursos como la disipacion de compuestos en el
suelo (Souto et al., 2020). Por otro lado, los resultados obtenidos en materia seca de
parte aérea coinciden con lo sefialado por Avila et al. (2010), Galon et al. (2014),
Pinto, Noldin, Rosenthal et al. (2009) y Zaccaro et al. (2018), quienes reportaron
disminuciones en esta variable ante la aplicacion de herbicidas imazapyr + imazapic.

El anélisis de componentes principales permitié evidenciar diferencias claras
entre los suelos en funcidn de su textura. En los suelos mas livianos, los efectos mas
marcados sobre las especies se podrian traducir en residuos mas biodisponibles. En
cambio, en los suelos mas pesados, la retencion de los herbicidas podria haber
reducido parcialmente su biodisponibilidad bioldgica. En este sentido, Firmino et al.
(2008) reportaron, para suelos con diferentes texturas, la sorcién de imazapyr y
encontraron que en aquellos con bajo tenor de materia orgéanica y alto contenido de
arena la sorcion era baja. Para el mismo compuesto, Gianelli et al. (2014), en tres
suelos argentinos, informaron que la vida media de imazapyr se asociaba
positivamente con el contenido de arcilla de los suelos.

Los resultados obtenidos en este trabajo resaltan la importancia de tener en
cuenta qué especies forrajeras se deben seleccionar para integrar a la rotaciéon con
cultivos tolerantes a IMI. La inclusién de una fase de pasturas con especies mas
tolerantes o con potencial fitoremedidador a residuos de IMI no solo contribuye a
prolongar el intervalo de degradacion de los herbicidas, sino que ademas permite
amortiguar los riegos de fitotoxicidad en las especies sensibles. Este aspecto es
particularmente relevante en los suelos livianos, donde la residualidad puede afectar
la implantacion incluso después de diecisiete meses (quinientos dias) desde la Gltima
aplicacion. La rotacion con pasturas se reafirma, de este modo, como una

herramienta central para la sustentabilidad de los sistemas arroz-ganaderia, al

49



combinar beneficios productivos y de apoyo para la disipaciéon de herbicidas
residuales.

Es necesario considerar, sin embargo, la limitacién metodologica de este
estudio, en donde los resultados provienen de bioensayos realizados bajo condiciones
controladas de invernaculo. Aunque estos permiten una deteccion sensible de los
efectos residuales, no reproducen completamente las condiciones de campo, donde
influyen factores como variabilidad climatica, practicas de manejo, la dinamica
microbiana y los periodos de inundaciéon o drenaje (Sekutowski, 2011). Por lo tanto,
los hallazgos deben interpretarse como una aproximacion al potencial de los efectos
residuales mas que como una cuantificacion directa de su magnitud bajo condiciones
productivas.

A futuro, esta linea de investigacion deberia ampliarse a otras especies
utilizadas en rotacion con cultivos tolerantes a IMI. En particular, con implantacion
de ensayos a campo que consideren la variabilidad ambiental y cuantificacion directa
de residuos en el suelo, lo que permitiria fortalecer las recomendaciones de manejo y

afinar las estrategias de rotacion en diferentes contextos productivos.
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