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RESUMEN

Se ha evaluado la existencia de sinergia o antagonismo y se ha profundizado en el modo de
accion de aplicaciones conjuntas de dos herbicidas inhibidores de la biosintesis de aminoacidos
aromaticos (glifosato) o ramificados (imazamox), tanto en un biotipo de Amaranthus palmeri
sensible y en otro resistente a glifosato. Dicha evaluacion se ha realizado de una manera
novedosa, ya que se ha abordado utilizando como marcadores de ambos herbicidas los efectos
fisioldgicos de su toxicidad. Se determind previamente una dosis de imazamox, no demasiado
agresiva que permitiera su aplicacion combinada con las dosis de glifosato establecidas
previamente. Se corroboraron los marcadores fisiologicos del imazamox sobre la planta objeto
de estudio. Se evaluaron como marcadores fisiologicos el contenido de aminoéacidos libres, de
proteina soluble y actividades enzimaticas etandlicas en raiz para dos combinaciones de
imazamox con dos dosis de glifosato. En la poblacion resistente, el glifosato no tuvo efecto
alguno y el efecto de las aplicaciones conjuntas se debié principalmente a la accién del
imazamox. En la poblacion sensible la mayoria de las interacciones resultaron antagénicas,
apuntando que no tendria sentido aplicar de manera conjunta estos herbicidas.

Palabras clave Amaranthus palmeri = antagonismo = aplicacion conjunta = glifosato =
inhibidores de ALS = resistencia = sinergia
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Introduccion

1. INTRODUCCION
1.1. CONTROL QUIMICO DE MALAS HIERBAS

Se puede definir un herbicida como todo producto quimico que mata plantas o que inhibe
total o parcialmente su crecimiento. Los herbicidas se utilizan para controlar el crecimiento de
plantas no deseadas, denominadas desde un punto de vista antropocéntrico como “malas
hierbas”, ya que obstaculizan los propoésitos del hombre en un lugar y en un momento
determinado.

Las malas hierbas son plantas que crecen siempre, o de manera predominante, en
situaciones marcadamente alteradas por el hombre y no son deseables ya que reducen los
rendimientos, interfieren en la recoleccién, incrementan los costes de produccion y pueden
transmitir enfermedades al cultivo. Las malas hierbas son plantas con una alta capacidad de
dispersion y de competencia. Las causas de las pérdidas producidas por las malas hierbas en los
cultivos son la competencia por agua, luz, nutrientes y la alelopatia.

Los herbicidas pueden ser absorbidos via radical, foliar o ambas; pueden afectar a todas las
plantas (herbicidas totales) o por el contrario afectar solo a algunas especies (herbicidas
selectivos); pueden persistir en el medio o ser rdpidamente degradados; pueden afectar de
manera local, s6lo en la zona de la planta que ha sido tratada (herbicidas de contacto) o
traslocarse a otras zonas de la planta y producirse efectos toxicos en zonas no tratadas
directamente (herbicidas sistémicos).

Los herbicidas constituyen la principal herramienta de control de malas hierbas en
agricultura y forman una parte esencial del control integrado de las mismas junto con los
métodos agrondmicos y mecanicos; asimismo, permiten un control selectivo de este tipo de flora.
Una eleccion adecuada del tipo de herbicida permite mantener la cobertura vegetal y reducir o
eliminar la necesidad de laboreo, lo que hace que disminuya la erosién. Otros métodos de control
también pueden presentar estas ventajas pero no de forma tan eficiente y no siempre tan
econdmica (Zimdahl, 2007).

1.1.1. Historia de los herbicidas y situacién actual

Desde el inicio de la agricultura el hombre ha intentado controlar las malas hierbas. Hasta
mediados del siglo pasado los Gnicos métodos existentes para tal fin eran los medios mecanicos,
que primero fueron manuales, luego de traccion animal y por Ultimo basados en maquinaria cada
vez mas sofisticada.

Antes del desarrollo de productos organicos para el control de malas hierbas se habian
usado compuestos inorganicos, tales como la sal comun y sulfato de cobre y de hierro. Sin
embargo podemos considerar que el inicio de la sintesis y desarrollo de herbicidas viene
marcado por el descubrimiento, al principio de la década de los 40, del 2, 4-D (acido 2, 4-
diclorofenoxiacético), siendo este compuesto el primer herbicida organico sintetizado.

A partir de 1950 la industria quimica privada empez6 a sintetizar nuevos herbicidas. Los
primeros en dicho terreno fueron los Estados Unidos y Gran Bretafia, pero durante la década
siguiente todas las naciones industrializadas se vieron involucradas. En esta década se
desarrollan varias familias quimicas de herbicidas de gran importancia: las triazinas (atrazina,
clorazina, simazina) y los derivados de la urea (monuron, fenurén, diuron o DCMU), todos ellos
son inhibidores de la fotosintesis y con posibilidad de utilizacion selectiva sobre cultivos. El
impacto mas inmediato fue el control de malas hierbas en cereales. Algunos de estos herbicidas
todavia se siguen utilizando en la actualidad.
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En la década de los 60 aparecieron nuevos herbicidas, muchos de los cuales actuaban a
través del suelo. Con estos herbicidas se llegd a controlar malas hierbas en cultivos como patata,
alubia, remolacha azucarera, zanahoria, apio, frutales y colza, y asi se redujo la utilizacion de los
medios mecénicos para el control de malas hierbas. Pertenecen también a esta época los
herbicidas bipiridilos (dicuat y paracuat), herbicidas totales muy rapidos y efectivos que tuvieron
gran implantacion internacional aunque ahora su utilizacion esta muy limitada en algunos paises
por su toxicidad animal y su persistencia en el suelo.

A partir de 1970 se prestd especial atencion al control de gramineas que actuaban como
malas hierbas de cereales y otros cultivos. Pero el hecho que marc6é fundamentalmente esta
década fue el descubrimiento del herbicida glifosato, Unico en su familia (inhibidor de la
biosintesis de aminoacidos aromaticos) y el herbicida mas utilizado histéricamente. Es un
herbicida total, sistémico y de poca persistencia en el suelo. Su descubrimiento permitié el inicio
de nuevas técnicas de cultivo, como la siembra directa, para proteger el suelo del desgaste
provocado por el laboreo continuo. En la actualidad, es el herbicida que mas se utiliza en el
mundo debido a que en los afios 90 se desarrollan cultivos transgénicos resistentes a este
herbicida.

En la década de los 80, distintas empresas patentaron herbicidas quimicamente distintos
pero que resultaron tener el mismo mecanismo de accién, eran la imidazolinonas (American
Cyanamid) y las sulfonilureas (DuPont®). Ambas familias son inhibidoras de la biosintesis de
aminoacidos ramificados.

En la década de los 90 se desarrollaron los cultivos modificados genéticamente resistentes
a herbicidas. También destacd este periodo por el descubrimiento de la primera biomolécula
herbicida, el glufosinato.

A partir del afio 2000, a pesar de introducirse nuevos herbicidas, ninguno de ellos ha
presentado nuevos mecanismos de accion, cuando antes aparecian nuevos mecanismos de accion
cada tres afios aproximadamente (Duke, 2012). Sin embargo, el estimulo econdémico de la
industria herbicida causado por la evolucion de malas hierbas resistentes, especialmente
resistentes a glifosato, podria resultar en la disponibilidad de uno 0 mas mecanismos de accién
nuevos en un futuro no muy lejano (Duke, 2012).

A pesar de que el glifosato ocupa el primer puesto a nivel mundial en el uso de herbicidas,
no todo el herbicida utilizado es glifosato, y menos en Europa, donde no esta permitido el uso de
cultivos modificados genéticamente y este herbicida no alcanza la importancia que tiene en otros
continentes.

Dada la creciente preocupacion por los aspectos ambientales en los Gltimos afios, la Uni6n
Europea decidio la reduccidn progresiva de materias activas que pueden ser utilizadas como
herbicidas. La aplicacién de la Directiva 91/414/CEE preveia que para mediados de 2011 se
hubiera retirado el 75% de las sustancias activas comercializadas como fitosanitarios hasta 1993,
ademas de restricciones en la autorizacion de usos (MARM, 2009). Asi, no se renovaron las
autorizaciones de 22 sustancias pesticidas, 8 de ellas herbicidas. Dicha directiva también ejerce
un mayor control sobre la produccion, aprobacion y distribucion de pesticidas en la UE. Sin
embargo, las decisiones adoptadas no tendran un impacto pleno hasta el afio 2018, fecha en la
que venceran los permisos mas recientes para el uso de estos compuestos en la UE.
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En la actualidad, del total de 307 materias activas reconocidas con propiedades herbicidas
(Heap, 2014), solo 115 estan autorizadas en Esparfia para su uso como herbicidas (MAGRAMA,
2014). Ademas, el Real Decreto 1131/2012 para el uso sostenible de productos fitosanitarios,
junto con el Plan de Accion Nacional fruto de su implementacion, establecen que se deberan
utilizar practicas de forma que se evite el desarrollo de las resistencias de plagas, enfermedades y
malas hierbas como Unica alternativa posible para gestionar las infestaciones de malas hierbas de
forma sostenible. Esto supone la integracion de alternativas no sélo quimicas, sino también de
manejo, basada en la combinacion de fechas de siembra, labores, rotacion de cultivos o
barbecho. Todo esto permitira un control de malas hierbas sostenible en el tiempo y ademas
disminuir la dependencia de los herbicidas previniendo la aparicion de resistencias.

1.1.2. Mecanismo y modo de accion

Una vez que el herbicida entra en contacto con la célula vegetal, pueden producirse muy
diversas reacciones quimicas segun la especie vegetal, estado fenologico, herbicida aplicado,
dosis, formulacién y condiciones ambientales. Para que un herbicida sea activo en una
determinada especie vegetal, tiene que interrumpir algin proceso fisioldgico esencial de la
planta.

Se denomina mecanismo de accion de un herbicida (también conocido como diana) al
primer lugar de accion del mismo, al proceso primario, bioquimico o biofisico, que es bloqueado
o0 destruido con la menor dosis de herbicida (Abell, 1996). La secuencia de acontecimientos que
se desencadenan desde que se afecta este primer proceso hasta la muerte de la planta, es decir,
las consecuencias fisioldgicas del mecanismo de accion es lo que se conoce como modo de
accion de un herbicida.

El conocimiento del mecanismo y modo de accién de cada herbicida requiere afios de
investigacion. Cuando los herbicidas se comercializan normalmente s6lo se conoce parcialmente
su modo de accién. Aunque se trate de compuestos herbicidas de gran éxito comercial, lo
habitual es que no resulte del todo conocido el proceso que origina la toxicidad en las plantas. La
investigacion sobre la letalidad de los herbicidas ha permitido, por un lado, conocer en mayor
profundidad la fisiologia vegetal y, por otro, plantear un uso mas racional de dichos compuestos.
Sin embargo, siguen siendo necesarios este tipo de estudios sobre el modo de accién de los
herbicidas por diferentes aspectos:

e Por un lado, el desarrollo de resistencias entre las poblaciones de malas hierbas. La
persistente seleccién sobre un gran ndmero de individuos de malas hierbas en grandes
superficies puede resultar en la rapida evolucion de resistencias a herbicidas (Powles y Yu,
2010). El registro de un caso de desarrollo de resistencia es debido a muchos factores, que
incluyen las especies de malas hierbas, la presion de seleccion, la diversidad genética y la
naturaleza del mecanismo de accidn. Por eso, aplicar herbicidas con distinto mecanismo de
accion podria disminuir la aparicion de malas hierbas resistentes (Duke, 2011). Utilizar
compuestos que ejerzan su accién sobre distintos puntos metabdlicos es esencial para
aliviar esta presion (Abell, 1996) y el mejor modo de encontrar nuevos puntos de accion es
conocer qué procesos metabdlicos generan finalmente la muerte de las plantas, para
reproducirlos partiendo de mecanismos de accion distintos y con ello desviando la presion
de seleccion del punto inicial.
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e Por otro lado, la respuesta de las plantas a los herbicidas puede servir de modelo para
disefiar nuevas moléculas de origen natural con efecto herbicida. Si se conocieran los
procesos implicados en la muerte de las plantas y su regulacion, se podrian buscar los
nuevos inhibidores entre moléculas de sintesis natural, provenientes del propio
metabolismo de las plantas, intentando mimetizar lo que hacen los herbicidas pero con
distintos mecanismos de accion. Con ello se conseguiria desarrollar materias activas
basadas en compuestos naturales cuya biodegradabilidad estaria asegurada y se evitaria
utilizar herbicidas cuya persistencia en campo o deriva supone un importante impacto
ambiental asociado a los usos agricolas.

e La utilizacion de herbicidas, como herramienta de estudio, permite conocer las respuestas
de distintas especies de plantas o de otros organismos del agro ecosistema, y como estas
respuestas pueden verse afectadas por variaciones ambientales. Esto conllevaria la
posibilidad de una aplicacion més eficaz y sostenible de estos inhibidores, y un mayor
conocimiento de la regulacion del metabolismo de las plantas y de las mdultiples
interacciones que se dan entre las vias metabolicas como consecuencia de la accion de los
herbicidas.

1.1.3. Clasificacion de los herbicidas

Los herbicidas se pueden clasificar en funcion de diferentes criterios: segun sus principales
usos, segin el modo de aplicaciéon, segun su comportamiento en la planta, segun su
comportamiento en el suelo y segun su estructura quimica. La clasificacion en funcién de su
comportamiento en la planta se puede establecer segun la respuesta de las especies vegetales,
segun el transporte del herbicida en la planta y segin el mecanismo primario por el que los
herbicidas causan la interrupcién del desarrollo de las plantas (Garcia-Torres y Fernandez-
Quintanilla, 1991).

El Comité de Accion contra la Resistencia a Herbicidas (HRAC) y la Sociedad
Norteamericana de Malherbologia (WSSA) han desarrollado conjuntamente una clasificacion de
los herbicidas agrupandolos de la A a la Z en un total de 22 mecanismos de accion. A cada grupo
de herbicidas con el mismo mecanismo de accidn se le designa con una letra (Tabla 1.1). Dentro
de cada uno de ellos puede haber més de una familia quimica de herbicidas. Esta clasificacion
sirve a los agricultores y a los servicios técnicos agricolas para realizar mezclas o alternar
herbicidas con diferente mecanismo de accion y tratar de evitar asi, o retrasar, la aparicion de
resistencias.
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Los principales mecanismos de accion, agrupados por procesos fisioldgicos, son:

GRUPO

MECANISMO DE ACCION

FAMILIA QUIMICA

Inhibicién de la enzima acetil CoA carboxilasa (ACCasa)

Triazolopirimidinas
Ariloxyfenoxipropionatos
Ciclohexanodionas
Fenilpirazolines

Inhibicién de la acetolactato sintetasa (ALS)

Sulfonilureas

Imidazolinonas

Triazolopirimidinas
Pirimidiltiobenzoatos
Sulfonil-aminocarbonil-triazolinonas

C1

Inhibicién de la fotosintesis en el fotosistema Il

Triazinas
Triazinonas
Uracilos
Piridazinona

C2

Inhibicién de la fotosintesis en el fotosistema Il

Urea
Amida

C3

Inhibicién de la fotosintesis en el fotosistema Il

Nitrilos
Benzotiadiazol
Fenil-piridazina

Desviacion del flujo electrénico en el fotosistema |

Bipiridilos

Inhibicién del protoporfirinégeno oxidasa (PPO)

Difeniléteres
N-fenil-ftalamidas
Tiadiazoles

F1

Decoloracion: inhibicion de la sintesis de carotenoides a nivel de la fitoeno

desaturasa (PDS)

Piridazinona
Nicotinanilida

F2

Decoloracién: inhibicion de la 4-hidroxifenil-piruvato-dioxigenasa (4-HPPD)

Trikenona
Ixosazol
Pirazol

F3

Decoloracion: inhibicion de la sintesis de carotenoides

Triazol
Isoxazolidinona
Urea

Inhibicién de la EPSP sintetasa

Glicinas

Inhibicién de la glutamino sintetasa (GS)

Acido fosfinico

Inhibicién del DHP (dihidropterato) sintetasa

Carbamatos

K1

Inhibicién de la unién de los microtibulos de la mitosis

Dinitroanilinas
Fosforoamidatos

K2

Inhibicién de la mitosis

Benzileter
Carbamatos

K3

Inhibicién de la divisién celular

Acetamida
Benzamida
Cloroacetamidas
Carbamatos

Inhibicién de la sintesis de la pared celular (celulosa)

Nitrilos
Benzamida

Desacopladores (alteracion de la membrana)

Dinitrofenoles

Inhibicién de la sintesis de los lipidos (no ACCasa)

Tiocarbamatos
Fosforoditioato
Benzofurano

Auxinas sintéticas (como la accion del acido indolacético)

Acidos fenoxi-carboxilicos
Acido benzoico

Acido piridin-carboxilico
Acido quinolin-carboxilico

Inhibicion del AIA

Ftalamato
Diflufenzopir

Desconocido

Organoarsénicos
Acidos arilaminopropidnicos

Tabla 1.1. Clasificacion de herbicidas segun el mecanismo de accion (HRAC y WSSA, 2014)
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1.2. HERBICIDAS INHIBIDORES DE LA BIOSINTESIS DE AMINOACIDOS

En las ultimas décadas, los productos herbicidas cuyo mecanismo de accién conlleva
procesos especificos en las plantas (como fotosintesis, interacciones planta-hormona o
biosintesis de aminoacidos esenciales para animales) han tenido un gran auge. La seguridad
toxicologica que estos mecanismos de accion representan y las consideraciones ambientales han
llevado a que estos herbicidas tengan un gran éxito, al menos potencial (Duke y Powles, 2008a).
En este contexto, las rutas biosintéticas de aminoécidos afectadas por los herbicidas son muy
importantes, ya que se trata de aminoacidos esenciales para mamiferos, y que solo son
sintetizados por plantas y microorganismos, por lo que los compuestos herbicidas que afectan a
estas rutas presentan una baja toxicidad para los mamiferos.

Los herbicidas inhibidores de la biosintesis de aminoacidos (IBA) se pueden dividir en tres
grupos segun sus mecanismos de accion: inhibidores de la biosintesis de aminoacidos
ramificados (IBAR), inhibidores de la biosintesis de aminoacidos aromaticos (IBAA) e
inhibidores de la biosintesis de glutamina (Ray, 1989).

1.2.1. Aminoacidos ramificados

Los aminoacidos de cadena ramificada son valina, leucina e isoleucina. Estos aminoacidos
solo pueden ser sintetizados por plantas, hongos y microorganismos. Para los mamiferos
resultan, pues, esenciales, de manera que necesitan ingerirlos a través de la dieta.

Estos aminoacidos deben su nombre a su estructura, ya que poseen un compuesto alifatico
y no son lineales (Fig. 1.1).

CH; O CHs O
HaC )\l)\OH " \/ﬁ)LOH
NH, NH,
Valina Leucina Isoleucina

Figura 1.1. Estructura quimica de los tres aminoacidos de cadena ramificada: valina, leucina e isoleucina.

1.2.1.1. Ruta de biosintesis

Los aminoacidos ramificados valina e isoleucina son sintetizados en una serie de
reacciones paralelas que comparten enzimas comunes. La leucina, por su parte, es sintetizada
como una ramificacion a partir de la ruta de sintesis de la valina (Fig. 1.2).

El primer paso en la ruta de sintesis de la isoleucina es catalizado por la enzima treonina
deshidratasa (E.C. 4.2.1.16) o treonina desaminasa. Este enzima lleva a cabo una desaminacion
de la treonina dando lugar a una molécula de 2-cetobutirato y amonio. La enzima acetolactato
sintasa (ALS, E.C. 4.1.3.18) es primer enzima comudn a ambas vias y cataliza dos reacciones. El
enzima reductoisomerasa (KARI, E.C. 1.1.1.86) reduce los acetoacidos sintetizados por el
enzima ALS y produce dihidroxiacidos. Estos son transformados en derivados del 4cido valérico
por la actividad del siguiente enzima que se denomina dihidroxiacido deshidratasa (E.C. 4.2.1.9).
El ultimo paso en la ruta biosintética de los 3 amino&cidos necesita la accion de un enzima
aminotransferasa.
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Treonina

/
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2-cetobutirato piruvato
piruvato piruvato
CO2 CO:2
Acetohidroxibutirato Acetolactato
NADPH NADPH
NADP+ NADP+
Dihidroximetilvalerato Dihidroxiisovalerato
l Dihidroxidcido deshidratasa l
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~<_ Isopropilmalato sintasa,
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aminodcidos cetoglutarato 2-cetoisocaproato
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ramificados : :
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Figura 1.2. Ruta biosintética de los tres aminoécidos ramificados: valina, leucina e isoleucina. ALS (acetolactato sintasa); KARI
(cetoacido reductoisomerasa).

La ruta biosintética de los aminoécidos ramificados se localiza a nivel subcelular en los
plastidios (Singh, 1999). Todos los 6rganos de una planta pueden sintetizar aminoacidos
ramificados pero es en los tejidos jovenes donde se da preferentemente esta biosintesis. Segln
varios estudios los tejidos jovenes presentan el mayor contenido de mRNA que codifica los
enzimas en esta ruta (Weirsma et al., 1989; Keeler et al., 1993), y estos tejidos presentan los
mayores niveles de actividad de varios de los enzimas de la ruta (Singh et al., 1990; Stidham y
Singh, 1991; Szamosi et al., 1993; Hofgen et al., 1995).

1.2.1.2. Herbicidas inhibidores de la biosintesis de aminoacidos ramificados (IBAR)

Las mayores ventajas de los herbicidas que inhiben la ruta de biosintesis de aminoacidos
ramificados es que no son tdxicos para animales, son muy selectivos y muy potentes, lo que
permite su aplicacion a dosis muy bajas (McCourt y Duggleby, 2006). El descubrimiento y
desarrollo de estos herbicidas y de cultivos resistentes a ellos ha provocado un auge en la
investigacion de los aspectos bioquimicos, moleculares y genéticos de la ruta de biosintesis de
aminoéacidos ramificados (Singh, 1999).
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El mecanismo de accién de los herbicidas IBAR es la inhibicion del primer enzima comdn
de la ruta, el enzima acetolactato sintasa (ALS). Aunque se han descrito compuestos inhibidores
de otros enzimas de la misma ruta, ninguno de ellos ha sido catalogado como herbicida, debido a
su menor eficacia en comparacion con los inhibidores de la actividad ALS. Los herbicidas
inhibidores de ALS pertenecen a cinco familias quimicas, entre las que destacan las
sulfonilureas, imidazolinonas, triazolpirimidinas y pirimidiniltiobenzoatos. Las diferentes
familias presentan lugares de union diferentes al enzima ALS. Estos herbicidas provocan
inhibicion del crecimiento y una muerte lenta de la planta que puede llevar semanas.

Muchos de los inhibidores de la ALS son herbicidas selectivos para su uso en diversos
cultivos como herbicidas en pre o post-emergencia. La base de esta selectividad natural se debe,
en todos los casos conocidos, a que los cultivos tolerantes presentan diferencias en el
metabolismo detoxificante del herbicida frente a las malas hierbas (Wittenbach y Abell, 1999).
En el caso de las sulfonilureas se han descrito nueve reacciones metabdlicas diferentes, en varios
puntos de la molécula, que han llevado a su inactivacion. La detoxificacion metabolica también
es el mecanismo principal de selectividad de las imidazolinonas (Shaner, 1991). Asi, la
selectividad del herbicida imazamox es debida a tasas y rutas metabolicas diferentes en cultivos
tolerantes y malas hierbas sensibles. La combinacion de una mayor absorcion de imazamox y un
menor metabolismo de éste son los mecanismos méas destacados en la selectividad diferencial
entre algunas especies de leguminosas (Bukun et al., 2012)

1.2.1.3. Imidazolinonas

Las imidazolinonas, por su estructura quimica, son derivados del imidazolin. Estan
caracterizadas por un anillo 1,4-imidazolinona unido a un anillo aroméatico en la segunda
posicion. El anillo aromatico contiene un grupo carboxilico en orto respecto del anillo de la
imidazolinona.

Los herbicidas pertenecientes a la familia quimica de las imidazolinonas fueron
sintetizados en la década de los 80 por la compafiia de agroquimicos American Cyanamid
(perteneciente a BASF desde 2000) y estan compuestos por las siguientes materias activas:
imazametabenz (-metil), imazamox, imazapic, imazapir, imazaquin e imazetapir (PPDB, 2014).
Actualmente en Espafia solamente esta permitido el uso de imazamox, segun la lista comunitaria
de sustancias activas incluidas, excluidas y en evaluaciébn comunitaria (anexo | del
REGLAMENTO (CE) N° 1107/2009, MAGRAMA 2014).

Las imidazolinonas muestran actividad tanto sobre gramineas como dicotileddneas, si bien,
la susceptibilidad a las imidazolinonas varia mucho segun especies. Se absorben rapidamente a
través de las raices y parte aérea de la planta y se transportan via xilema y floema, acumulandose
en las regiones meristematicas. Debido a esto, los tejidos meristematicos son los que se ven
afectados en primer lugar. Se pueden aplicar en pre-siembra, pre-emergencia y post-emergencia.

Se han seleccionado cultivos, o inducido mutaciones, en los que la enzima ALS es
tolerante a imidazolinonas (Tan et al., 2005). Este tipo de cultivos tolerantes a las imidazolinonas
se comercializan bajo el nombre de cultivos Clearfield®, vy, estrictamente hablando, no son
cultivos transgénicos, ya que se han obtenido por métodos de mutagénesis inducida y seleccion.
Esta tecnologia ha permitido utilizar una materia activa determinada en los cultivos de interés.
Desde 1992 se han comercializado en el mundo cinco cultivos tolerantes a imidazolinonas: maiz,
trigo, arroz, colza y girasol (Tan et al., 2006).
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Cuatro materias activas pertenecientes a las imidazolinonas se han registrado para poder ser
utilizadas en los cultivos tolerantes a imidazolinonas en diferentes zonas del mundo. Estas
materias activas son imazamox, imazetapir, imazapir e imazapic (Tan et al., 2006). En Espafia se
comercializan variedades Clearfield® de maiz y girasol tolerantes a imazamox.

1.2.1.3.1. Imazamox

Este herbicida, perteneciente a la familia de las imidazolinonas, fue descubierto por la
compafiia American Cyanamid en su centro de investigacion agricola situado en Princeton (New
Jersey, US). En Espafia se comercializa bajo el nombre de Pulsar®40, y en combinacién con
otros herbicidas bajo el nombre de Mutual® y Corum® (BASF Espafiola). La estructura
molecular es la de un &cido débil, cuya formulacién es acido 2-(4-isopropilo-4-metil-5-0x0-2-
imidazolin-2-il)-5-(metoximetil)-nicotinico:

Figura 1.3. Molécula del herbicida imazamox (Heap, 2014).

Imazamox es un herbicida selectivo y sistémico, por lo que se usa tanto en pre-siembra,
como en pre-emergencia y post-emergencia para controlar las malas hierbas anuales herbaceas y
de hoja ancha en muchos cultivos de leguminosas, como la soja o alfalfa (Blackshaw, 1998;
Nelson y Renner, 1998), ya que muchas de estas especies son tolerantes de forma natural a las
imidazolinonas, debido a que son capaces de metabolizarlas rdpidamente (Shaner y Robson,
1985). Para obtener la maxima eficacia son necesarios adyuvantes y fertilizantes. Se utiliza en
combinacién con la tecnologia Clearfield® en cultivos como maiz, girasol, arroz y soja.

1.2.2. Aminoacidos aromaticos

Los aminoacidos aromaticos son tirosina, fenilalanina y triptéfano. Se les designa por ese
nombre porque todos ellos contienen un anillo aromético que deriva del corismato (Fig. 1.4).
Estos aminoéacidos s6lo pueden ser sintetizados por plantas, bacterias y hongos, por lo que son
indispensables en la dieta de los animales, para los que se les considera aminoacidos esenciales.

o] 0]
OH HN int6
OH = Triptofano
NH; NH
HO 2 0
H,N
Tirosina Fenilalanina OH

Figura 1.4. Estructura quimica de los tres aminoacidos aromaticos: tirosina, fenilalanina y triptéfano.
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1.2.2.1. Ruta de biosintesis

La biosintesis de los aminoacidos aromaticos se realiza a través de una ruta plastidial
(Schmind y Amrhein, 1999) que se divide en dos partes (Fig. 1.5). La primera, denominada ruta
del siquimato, va desde la combinacion de fosfoenolpiruvato (PEP) (intermediario de la
glucolisis) y eritrosa-4-fosfato (intermediario del ciclo de Calvin) hasta la formacion de
corismato y es comun a la biosintesis de los tres aminoacidos aromaticos. La segunda parte,
denominada ruta del post-corismato comprende las tres rutas terminales especificas que utilizan
el corismato como sustrato hasta la biosintesis de tirosina, fenilalanina y tript6fano.

Fosfoenolpiruvato  + Eritrosa 4-fosfato

(PEP) jm————————-
i | DAHP sintasa :

—_—— e — — =

Fosfoenolpiruvato

(PEP) \4: EPSP sintasa :

Corismato

/l‘\
-
— =~ <

o~ + e
TIROSINA FENILALANINA TRIPTOFANO

Figura 1.5. Ruta biosintética de los tres aminoacidos aromaticos: tirosina, fenilalanina y triptéfano. DAHPS (3-deoxiarabino-heptulosanato
7-fosfato sintasa); EPSPS (5-enolpiruvilsuiquimato-3-fosfato sintasa).

La ruta de biosintesis de los aminoacidos aromaticos tiene un gran peso especifico en
plantas. En condiciones normales, aproximadamente el 20% de carbono fijado en plantas se
incorpora a la ruta del siquimato (Haslam, 1993).
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1.2.2.2. Herbicidas inhibidores de la biosintesis de aminoacidos aromaticos (IBAA): Glifosato

En los inicios de los afios 70 fue descubierto el glifosato, Unico compuesto herbicida capaz
de bloguear un paso enzimatico de la ruta de biosintesis de los aminoacidos aromaticos. Su
mecanismo de accidn es la inhibicion de la actividad enzimatica 5-enolpiruvilsiquimato-3-fostato
sintasa (EPSPS). El glifosato actGa como inhibidor competitivo del PEP y no competitivo del
siquimato-3-fosfato (Devine et al., 1993b).

En la actualidad, el glifosato (Fig. 1.6) es el herbicida mas utilizado a nivel mundial debido
a su gran versatilidad (Powles y Preston, 2006) y a su eficacia, junto con los beneficios
econdémicos y ambientales que aporta (Duke y Powles, 2008b; Dill et al., 2008). Pertenece a la
familia de las glicinas, es un herbicida total (no selectivo) y sistémico, cuyo uso no ha parado de
aumentar desde su comercializacion en los afios 70 por la firma Monsanto.

0 0
I H \/U\
P N

HO | OH
OH

Figura 1.6. Molécula del herbicida glifosato.

La toxicidad que presenta este herbicida frente a los mamiferos es muy baja, siendo méas
toxico el surfactante que le acompafia en su formulacién que el propio glifosato (Sawada et al.,
1988). El glifosato no es volatil, por lo que no produce contaminacion atmosférica (Duke y
Powles, 2008b). Aunque el principal producto bajo el que se comercializa es Roundup®, de la
compafiia Monsanto, tras la expiracion de la patente en el afio 2000, aparecieron un gran nimero
de productos genéricos registrados y comercializados que también presentan glifosato en
distintas concentraciones, que van desde 7 a 540 g I, como materia activa. Glyfos® (Cheminova
Agro), Verdys® (Dow Agrosciences Iberica), Orlador® (Trade Corporation International) son
algunos de los productos registrados en Espafia.

El glifosato, al ser un herbicida total y muy poco persistente se utiliz6, de forma habitual
durante méas de tres décadas, en pre-siembra y en sistema de siembra directa. Sin embargo,
debido a la baja probabilidad de aparicion de malas hierbas resistentes y a su baja toxicidad
ambiental se ha utilizado en el desarrollo de cultivos transgénicos resistentes a herbicidas. Para
ello, intentaron diferentes estrategias. De todas ellas, la sobreexpresion de una forma de la
enzima EPSPS y la expresion de una forma del enzima insensible a glifosato, proveniente de
Agrobacterium, es lo que les confiere resistencia a este herbicida en los cultivos comercializados
(Dill et al., 2008).

Estas tecnologias han permitido que desde 1996 se encuentren en el mercado una serie de
cultivos tolerantes a glifosato, cuyo nombre comercial es Roundup Ready® (Dill, 2005;
Tan et al., 2006), lo que permitio usar el glifosato en post-emergencia como un herbicida
selectivo, con el fin de eliminar todas las malas hierbas emergentes sin dafiar el cultivo (Powles,
2008). Los cultivos transgénicos resistentes a glifosato incluyen el maiz, soja, algodén, colza y
remolacha (Duke, 2011). En 2007, el 90% de la soja, el 91% del algodon y el 60% del maiz
cultivados en Estados Unidos eran resistentes a glifosato (James, 2006; Dill et al., 2008). En
1996, los cultivos biotecnoldgicos contaban con 1,7 millones de hectareas. Estos valores se han
multiplicado por 94 hasta alcanzar los 160 millones en 2011, lo que convierte a los cultivos
biotecnoldgicos en la tecnologia con la aceptacién mas rapida en la historia de la agricultura
moderna (James, 2011).
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1.2.3. Efectos fisiol6gicos comunes de los herbicidas IBAR e IBAA

Se ha observado que tras la aplicacion de herbicidas IBAR, como imazamox y de
herbicidas IBAA, como glifosato, las plantas presentan una serie de efectos fisiologicos
comunes. A pesar de que estos dos tipos de herbicidas inhiben dos rutas de biosintesis diferentes,
en ambos casos se ha observado clorosis, enanismo y acumulacion de algunos metabolitos.
Cuando se aplica glifosato, no sélo se ven efectos en la ruta de biosintesis de aminoacidos
aromaticos, sino también en la de los ramificados. Lo mismo sucede cuando se aplican
inhibidores de ALS. De ahi que algunos autores hayan defendido una regulacion cruzada entre
ambas rutas (Guyer et al., 1995; Zhao et al., 1998).

La estimulacién de algunas rutas metabdlicas tras los tratamientos con herbicidas
inhibidores de la biosintesis de ALS y EPSPS, y la acumulacion de ciertos metabolitos lleva a
pensar que el modo de accion de ambos herbicidas puede tener muchos puntos en comun, de
manera que pueden inducir la muerte de forma similar. A continuacion se describen algunos de
los principales procesos en los que la aplicacion de ambos herbicidas produce efectos
comparables.

1.2.3.1. Amino&cidos libres y proteina soluble

Se ha observado una acumulaciéon del contenido de aminoéacidos libres en las plantas
tratadas con herbicidas inhibidores de ALS (Anderson y Hibberd, 1985a; Shaner y Reider, 1986;
Zabalza et al., 2006). Los niveles de aminoécidos ramificados no Ilegan a ser limitantes para la
biosintesis de proteinas, por lo que no puede atribuirse a la falta de estos aminoacidos el cese de
crecimiento y la muerte de la planta (Rhodes et al., 1987; Royuela et al., 1991; Orcaray et al.,
2010). Se ha propuesto que los niveles de valina, leucina e isoleucina se renuevan debido a un
aumento del turnover de las proteinas existentes. Es decir, la degradacion de las proteinas a sus
correspondientes aminoacidos aumenta los niveles de aminoacidos libres y disminuye la cantidad
de proteina soluble; lo que permite mantener niveles de aminoacidos ramificados normales
(Royuela et al., 1991; Wittenbach y Abell, 1999). De hecho, se ha demostrado que los niveles
inhibidores de ALS précticamente anulan la sintesis de novo de proteinas (Zabalza et al., 2006),
por lo que la sintesis proteica en las plantas tratadas con herbicidas IBAR podria ser realizada
mediante la utilizacion de aminoacidos provenientes de la degradacion de proteinas ya
existentes.

A pesar de que el glifosato, al inhibir la actividad de la EPSPS, bloquea la ruta de
biosintesis de aminoacidos aromaticos, los estudios del efecto del glifosato sobre el contenido de
dichos aminoacidos han dado lugar a resultados diversos (Cole, 1985). En las investigaciones
iniciales sobre el efecto del glifosato en plantas se detect6 un aumento en el contenido de
fenilalanina a partir del segundo dia tras el inicio del tratamiento, como también un aumento el
contenido en aminoacidos libres totales y una disminucion de la proteina soluble (Haderlie et al.,
1977). En cambio, en otro estudio de aquella época (Hollander y Amrhein, 1980), el contenido
de los aminoacidos aromaticos disminuyd, mientras que el contenido en aminoacidos libres
totales permanecia invariable. En dicho estudio ya se proponia que posiblemente exista un
sistema de control homeostatico entre diferentes reservas (pools) de aminoacidos, que se
autorregularia ante la falta de uno o un grupo de aminoacidos, y que ademas, la falta de un
aminoacido podria estimular una mayor degradacion de proteinas (protedlisis) lo que aumentaria
el contenido de ese aminoécido.
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En estudios mas recientes, realizados en plantas de guisante, se observo un aumento
general en el contenido total de aminoécidos libres a corto plazo (Orcaray et al. 2010; Orcaray et
al., 2012; Zulet et al., 2013), unido a un descenso transitorio en la proporcion de aminoacidos
aromaticos (Orcaray et al., 2010). Posteriormente, se detectd el aumento de estos aminoacidos,
lo que probablemente estaria relacionado con la protedlisis (Rhodes et al., 1987).

Debido a que ambos tipos de herbicidas provocan una acumulacion de aminoacidos libres
se ha comparado sus efectos en los principales sistemas proteoliticos de las plantas (Zulet et al.,
2013). A pesar de no haberse detectado un incremento generalizado de dichos sistemas se ha
comprobado que las modificaciones que provocan ambos tipos de herbicidas son muy similares,
apoyando asi la hipotesis de que a pesar de tener diferentes dianas provocan la muerte por un
mecanismo similar.

1.2.3.2. Carbohidratos

Un efecto fisioldgico descrito y que fue muy discutido en plantas tratadas con herbicidas
inhibidores de la ALS es la acumulacion de carbohidratos en hojas, a pesar de no estar
directamente relacionado con la biosintesis de aminoacidos. Dicha acumulacion ha sido
explicada por una inhibicion del transporte de fotosintetizados por el floema a los sumideros de
la planta (Devine, 1989; Bestman et al., 1990). Se ha demostrado que dicho efecto se debe a una
falta de demanda de fotosintetizados de los sumideros lo cual provoca la inhibicion del
transporte por el floema que justifica la acumulacion de azlcares en las hojas tratadas (Gastén et
al., 2002; Zabalza et al., 2004). Se ha detectado acumulacion de sacarosa y almidén en raices,
previa a la acumulacion de carbohidratos en hojas, por lo que la falta de carbono en los
sumideros no es la causa de la detencion en el crecimiento de la planta (Gaston et al., 2002;
Zabalza et al., 2004).

Parece que las alteraciones metabdlicas inducidas por los inhibidores de la ALS impiden el
uso de los carbohidratos sin causar un gran efecto en la fotosintesis y dando lugar a la
acumulacién de carbohidratos en raices. EI aumento del contenido de sacarosa y almidén en los
sumideros sugiere que la sacarosa es transportada de las hojas a las raices a una tasa mayor a la
que los sumideros son capaces de utilizarla. En estas condiciones, el gradiente de azlcares
necesario para un transporte a larga distancia es anulado, y la carga de fotoasimilados en el
floema dafiada. Esta disminucion en la demanda de los sumideros parece la causante de la
acumulacién de carbohidratos en hojas (Zabalza et al., 2004).

Los estudios en los que se analiza el contenido de carbohidratos en plantas tras un
tratamiento con glifosato son escasos. Se ha descrito una inhibicion de la acumulacion de
almidén en hojas de Beta vulgaris L. cuatro horas después de haber sido tratadas con glifosato
(Geiger et al., 1986). Parece que esa inhibicién en la acumulacion de almiddn se debe a su
degradacién para formar sacarosa, y ésta a su vez es degradada en glucosa y fructosa, ya que
existen trabajos en los que se ha cuantificado una acumulacion de estos tres metabolitos (Gatford
et al., 1999; Morgan et al., 2007). Sin embargo, en otros estudios también se ha descrito que tras
la aplicacion de herbicidas inhibidores de EPSPS se produce una acumulacion del contenido de
carbohidratos solubles. Esta acumulacion se ha detectado tanto en las hojas como en las raices de
las plantas tratadas. Su explicacion fisiologica ha sido similar a la descrita para los inhibidores de
la actividad ALS (Orcaray et al., 2012).
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1.2.3.3. Fermentacién

La sintesis de etanol y lactato a partir de piruvato constituye las denominadas rutas
fermentativas (etandlica y lactica, respectivamente) que las plantas presentan habitualmente solo
en condiciones de déficit de oxigeno (Fig. 1.7). Esta fermentacion también se ve afectada con
ambos tipos de herbicidas.

Se ha descrito un aumento en la actividad especifica de las enzimas fermentativas piruvato
descarboxilasa (PDC), alcohol deshidrogenasa (ADH) y lactato deshidrogenasa (LDH) tras la
aplicacion de inhibidores de ALS en raices de guisante. También aumentd la actividad de la
alanina aminotransferasa (AlaAT) (Gaston et al., 2002; Zabalza et al., 2005). EI aumento
significativo de las actividades especificas de estas enzimas detectadas en raices de guisante tras
la aplicacion de estos herbicidas se produce en condiciones de aerobiosis. Se ha propuesto que el
incremento de estas actividades ayude a metabolizar el piruvato, el cual podria estar més
disponible debido a la inhibicién de la ALS que también utiliza piruvato como sustrato.

LDH

Piruvato T» Lactato

NADH  NAD*

PDC
ADH

AlaAT acetaldehido - T~ » Etanol

NADH NAD®

Alanina

Figura 1.7. Regeneracion de NAD* mediante la conversién de piruvato en lactato y etanol por las enzimas
lactato deshidrogenasa (LDH), piruvato descarboxilasa (PDC) y alcohol deshidrogenasa (ADH).

Del mismo modo, se ha descrito que en plantas de guisante tratadas con glifosato, se
produce una induccion de las actividades fermentativas ADH y PDC en raiz, a pesar de que las
plantas permanecieron aireadas durante todo el ensayo (Orcaray et al., 2012).

Se desconoce el papel de la fermentacion como consecuencia de la aplicacion de los
herbicidas inhibidores de ALS y EPSPS. Por un lado podria ayudar a la supervivencia de las
plantas durante un tiempo, pero por otro lado, el lactato y el etanol (ambos productos de la
fermentacidn) podrian resultar toxicos para las plantas (Perata y Alpi, 1993).

Aunque la activacion de las rutas fermentativas se pueda deber principalmente a una mayor
disponibilidad del sustrato piruvato, no se puede descartar el hecho de que pudiese estar
relacionada con la respuesta de la ruta etandlica ante estreses ambientales, y podria ser
consecuencia de ambas situaciones. Se ha descrito una activacion de la fermentacion etanolica
ante diversos estreses ambientales, tales como déficit hidrico, SO,, 0zono o bajas temperaturas,
que provocaron la produccién de acetaldehido y etanol a concentraciones no limitantes de
oxigeno (Kimmerer y Kozlowski, 1982).

14



Introduccion

1.3. DESARROLLO DE RESISTENCIAS A HERBICIDAS EN MALAS HIERBAS

Las malas hierbas representan una amenaza para la productividad y supervivencia de los
cultivos, asi como un importante coste para el agricultor. La buena relacion coste/efectividad de
los herbicidas ha llevado a un uso extensivo de estos productos en las Gltimas décadas. En los
afios 50 a 70 se pensd que los herbicidas eran el instrumento adecuado, la solucion final para el
control de malas hierbas, pero cuarenta afios después los datos muestran que no se han
erradicado las malas hierbas y que algunas han aumentado su presencia.

La resistencia de las malas hierbas a los herbicidas es una respuesta adaptativa de estas
plantas a la presion de seleccién ejercida por estos compuestos (Beckie et al., 2006; Powles y
Yu, 2010). Se trata de una respuesta que refleja la evolucion con la que las plantas se adaptan a
nuevas condiciones de desarrollo (Gressel, 2009).

Asi pues, se define la resistencia de una mala hierba como la capacidad heredable de una
planta para sobrevivir y reproducirse después de un tratamiento herbicida que, en condiciones
normales, la hubiese controlado (WSSA); o bien, como un descenso en la respuesta de una
poblacién de una especie a la aplicacion de un herbicida (FAO).

Al hablar de resistencias se utilizan algunos términos que es conveniente conocer de
antemano (CPRH, 2011).

- Biotipo: Grupo de plantas de una especie que presentan identidad para un determinado
caracter, en este caso, susceptibilidad o resistencia para un determinado herbicida.

- Mala hierba sensible: Es un determinado biotipo de mala hierba que no sobrevive con la
cantidad recomendada de uso, acorde con la dosis de registro, de un herbicida.

- Mala hierba insensible o tolerante: Es un determinado biotipo de mala hierba que nunca
se ha podido controlar con un determinado herbicida.

- Poblacion: Conjunto de individuos de una especie de mala hierba que invaden un campo
determinado.

- Presion de seleccion: Efecto del tratamiento herbicida sobre el conjunto de malas hierbas
presentes en un campo por el que es capaz de seleccionar biotipos resistentes. Su
intensidad depende del tipo de tratamiento y/o de herbicida, de la forma y frecuencia de
aplicacion, de las caracteristicas bioldgicas de la mala hierba y del cultivo.

1.3.1. Evolucion de las resistencias v situacién actual

El primer caso de resistencia a herbicidas (a la auxina sintética, 2,4-D) se informd en
1957 pero no fue sino hasta 1970, cuando se documentd la resistencia a triazinas en Senecio
vulgaris, que la resistencia comenzd a ser reconocida como un problema de importancia
agrondémica y econdmica (Ryan, 1970). En este momento existen 432 biotipos de malas hierbas
resistentes a los herbicidas a nivel mundial (Fig. 1.8), con 235 especies (138 dicotiledoneas y 97
monocotiledoneas). Las malas hierbas han desarrollado resistencia a 22 de los 25 lugares de
accion de herbicidas conocidos y a 155 herbicidas diferentes (Heap, 2014).
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Figura 1.8. (A) Evolucién global de los biotipos de malas hierbas resistentes a herbicidas. (B) Evolucién de las especies de malas hierbas
resistentes segun los principales mecanismos de accion (Heap, 2014).

Los grupos de herbicidas en los que se han descrito mas especies de malas hierbas
resistentes son los inhibidores de la ALS (grupo B), inhibidores de la fotosintesis (grupos C1,
C2, C5) y los inhibidores de la ACCasa (grupo A) (Fig. 1.8). Destaca también el reciente pero
incesante incremento de las resistencias al grupo de las glicinas, en concreto al herbicida
glifosato (Powles y Preston, 2006). Este ultimo caso reviste especial importancia, por su buena
eficacia en general, por su elevado uso a nivel mundial y por la problemética que se genera en el
manejo de los cultivos modificados genéticamente.

Sin duda, el caso mas dramatico al que nos enfrentamos hoy en dia es el de los inhibidores
de ALS. Las sulfonilureas comenzaron a comercializarse en 1982 y después de varios afios de
uso continuado surgieron algunas poblaciones de malas hierbas que mostraban signos de
resistencia (Wittenbach y Abell, 1999). Lo mismo ocurrié con las imidazolinonas. Las
principales causas de la aparicion de malas hierbas resistentes se atribuyen a la alta frecuencia de
individuos resistentes en poblaciones de malas hierbas, el uso repetido del mismo herbicida y la
actividad residual en el suelo de este grupo de herbicidas. En la actualidad el nimero de especies
vegetales resistentes a los inhibidores de la biosintesis de aminoacidos ramificados es de 144
(Heap, 2014).

El principal mecanismo responsable de la resistencia de las malas hierbas es diferente al
descrito para la selectividad natural de los cultivos, que se debe a diferencias en el metabolismo.
La resistencia de las malas hierbas a las sulfonilureas y a las imidazolinonas se debe
principalmente a la reducida sensibilidad a estos herbicidas que presenta la enzima ALS en estos
biotipos (Wittenbach y Abell, 1999). En varios casos se ha descrito que existen resistencias
cruzadas, es decir, plantas cuya enzima ALS es resistente a un herbicida los son también a otros
herbicidas de la misma familia e incluso de otras familias. Esto ocurre principalmente con las
sulfonilureas y no tanto con las imidazolinonas.

Este fendmeno supone un gran problema, ya que el aspecto econdmico de las resistencias
es, de siempre, motivo de preocupacion (Orson, 1999; Mueller et al., 2005). El control de malas
hierbas puede encarecerse hasta un 300% 6 incluso obligar a dejar la tierra en barbecho durante
uno o varios afos, lo que provoca la pérdida del valor de la finca. La aparicién de resistencias
implica la disminucién del uso de un determinado herbicida, que debe ser sustituido por otro
herbicida o, incluso por otros métodos de control que no impliquen el uso de herbicidas. Puesto
que el agricultor utiliza el herbicida més efectivo y méas barato posible, la aparicién de las
resistencias supone un incremento de costes (Orson, 1999).
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La prevencion de la aparicion de resistencias implica la adopcion de un manejo integrado
de las malas hierbas, dado que ningin método de control por si solo es capaz de controlarlas
adecuadamente y de forma sostenible (Storrie, 2006). De ahi que los programas de manejo de
resistencia a herbicidas deban contemplar el uso de las opciones culturales, mecéanicas y
herbicidas disponibles para el control de malas hierbas en cada situacion siguiendo las buenas
practicas agricolas (Norsworthy et al., 2012). Muchos de estos herbicidas se usan en
combinacion con otros que tengan un mecanismo de accion diferente para evitar la aparicion de
biotipos de malas hierbas resistentes. También, muchos de los nuevos compuestos introducidos
en el mercado tienen una actividad residual mas baja, por lo que ejercen una menor presion de
seleccion sobre las poblaciones de malas hierbas. El uso de la rotacion de cultivos o el uso
alterno de herbicidas con diferente mecanismo de accién deberian ayudar a aumentar la vida util
de los compuestos que presentan mayores problemas.

La resistencia, sin embargo, también ha generado aspectos positivos (Owen, 1997). Asi,
han obligado a un mejor conocimiento de la biologia de las distintas especies de malas hierbas
(Sans y Fernandez-Quintilla, 1997), a un mejor conocimiento de los herbicidas (Mallory-Smith y
Retzingher, 2003) y, en definitiva, a una adopcion de métodos de control integrado de malas
hierbas (Catizone y Zanin, 2002).

1.3.2. Mecanismos de resistencia a herbicidas

Los mecanismos por los cuales una mala hierba llega a ser resistente se dividen en dos
grupos (Powles y Yu, 2010). Uno es la alteracion del sitio de accién (target-site) y el otro es
debido a un cambio en cualquiera de los procesos que intervienen en la accion del herbicida
(intercepcion, retencidn, absorcion, transporte o metabolizacion). Este altimo tipo de resistencia
se conoce como resistencia de tipo metabolico (non target-site).

1.3.2.1. Modificacion del sitio de accion (target-site)

De forma general se acepta que los herbicidas resultan letales para las plantas debido a su
actuacion sobre un sitio de accion primario, generalmente una enzima, de especial relevancia
bioldgica. Salvo casos mas bien excepcionales, este sitio primario (enzima) es especifico y la
accion del herbicida sobre él (efecto primario) suele conducir al desarrollo de efectos
secundarios, de naturaleza mucho mas general, que normalmente acaban produciendo la muerte
de la planta. Cualquier modificacion en la estructura de la enzima (una o varias mutaciones en la
secuencia de aminoacidos que componen la enzima) puede resultar en una pérdida de afinidad
del herbicida por ésta, imposibilitando la unién efectiva de ambos e impidiendo asi la inhibicién
del proceso vital mediado por dicho sitio. En la mayoria de los casos la resistencia a herbicidas
es debida a esta pérdida de afinidad por el sitio de accion.

1.3.2.2. Cambios en los procesos que intervienen en la accion del herbicida (non target-site)
1.3.2.2.1. Reduccion de la concentracién de herbicida en el sitio de accion

Una condicion necesaria para lograr la efectividad de un herbicida es que éste alcance su
sitio de accidon en una concentracién suficiente como para que su efecto sea letal. La falta de
movimiento de un herbicida permitird reducir la concentracion de éste en el sitio de accion, lo
gue permitira al Gltimo mantenerse funcional. Estas bajas concentraciones pueden lograrse ya sea
mediante una reduccion en la penetracion, absorcion o translocacion, o por la existencia de
fendmenos de secuestracion en organulos celulares metabolicamente inactivos.
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1.3.2.2.2. Metabolizacion a especies no toxicas

En los procesos de detoxificacion metabodlica, entendidos como aquellos procesos
biologicos en los que moléculas fitotdxicas son metabolizadas a compuestos inocuos, los
biotipos resistentes son capaces de degradar el herbicida antes de que éste cause dafios
irreversibles. La velocidad de degradacion enzimética puede variar con factores enddgenos y
exogenos tales como el estadio de crecimiento de la planta, las condiciones climaticas, etc.

1.3.3. Resistencias a glifosato

De forma natural estan apareciendo malas hierbas que presentan cierta tolerancia o
resistencia al glifosato, o que no era esperable, pues era descrito como un herbicida de baja
presion selectiva y de degradacion rapida en el suelo. Asi, mientras que el uso de glifosato como
herbicida total tuvo como resultado el desarrollo de unas pocas especies de malas hierbas
resistentes, su uso como herbicida selectivo durante mas de una década ha supuesto que las
poblaciones de malas hierbas resistentes a glifosato estén surgiendo como un grave problema
(Powles, 2008). En total se han confirmado en torno a 28 especies alrededor del mundo con
resistencia a este herbicida (Fig. 1.9).

Increase in Glyphosate-Resistant Weeds Worldwide
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Figura 1.9. (A) Evolucién de malas hierbas resistentes a glifosato a nivel mundial. (B) Distribucion global de las especies de malas hierbas
resistentes a glifosato (Heap, 2014).

Los mecanismos por los que las especies de malas hierbas desarrollan resistencia a
glifosato son diversos e incluyen mutaciones en el sitio de accion del herbicida (target-site),
amplificacion del gen EPSPS vy alteracion de la traslocacion del herbicida debido a un secuestro
en la vacuola (Shaner et al., 2012). Otro de ellos es una menor traslocacion de glifosato a los
meristemos (non target-site resistance) es un mecanismo de resistencia comdn en Conyza
canadensis y Lolium rigidum. Este mecanismo confiere un elevado nivel de resistencia (de 7 a
11 veces mas) comparado con las mutaciones de la EPSPS en malas hierbas. Respecto a este
altimo, cambios en el aminoacido 106 de la EPSPS (segun la numeracion en Arabidopsis
thaliana) de prolina a serina o treonina (target-site resistance) confieren resistencia a glifosato en
varias especies de malas hierbas resistentes (Powles y Preston, 2006) incluidas Eleusine indica
(Baerson et al., 2002), Lolium rigidum (Wakelin y Preston, 2005) y L. multiflorum (Jasieniuk,
1995). Los bajos niveles de resistencia (de 2 a 3 veces) conferidos por las mutaciones en Pro106
son suficientes para que las malas hierbas sobrevivan a las dosis de glifosato habituales
(Jasieniuk et al., 2008).
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Otros mecanismos (non target-site resistance) observados son el secuestro del glifosato en
la vacuola (Ge et al., 2010) o la metabolizacion del herbicida de forma natural en plantas de soja.
Aunque este Ultimo mecanismo no se sabe si es debido a una actividad glifosato oxidorreductasa
(GOX) de microrganismos endofitos (Duke, 2011).

Debido a la situacion que se esta generando, el uso de glifosato se estd viendo
comprometido si no se ponen medidas y muchos agricultores van a necesitar nuevos métodos
para el control de las malas hierbas. Para ello se proponen diferentes alternativas, como la
utilizacion de herbicidas con diferentes mecanismos de accidn ya que es necesaria una diversidad
suficiente en el sistema para que la resistencia no se desarrolle o lo haga muy lentamente
(Powles, 2008). Otra alternativa es el desarrollo de nuevos cultivos modificados genéticamente
que soporten el glifosato y otro tipo de herbicidas. Asi, se plantea que el desarrollo de cultivos
con mudltiples resistencias permitiria un manejo mas eficaz del glifosato al poderlo aplicar
conjuntamente con otros herbicidas (Nandula, 2010).

1.3.3.1. Amplificacion génica (target-site resistance) en Amaranthus palmeri

Recientemente se ha descubierto la evolucion de una nueva resistencia a glifosato en una
poblacion de Amaranthus palmeri, que representa una de las peores malas hierbas en el cultivo
de algoddn en Georgia (US) (Culpepper et al., 2006). En esta especie se ha comprobado que el
mecanismo de resistencia al glifosato es debido a una amplificacion del gen de la EPSPS y un
aumento de la expresion de este enzima (Gaines et al., 2011). Se ha demostrado que dentro de un
biotipo de Amaranthus palmeri de Georgia (Culpepper et al., 2006), la resistencia a glifosato
estaba correlacionada con aumentos en (a) el nimero de copia gendémica de la EPSPS, (b) la
expresion de la transcripcion de la EPSPS, (c) el nivel de proteina de EPSPS y (d) la actividad
enzimatica de la EPSPS (Gaines et al., 2011). La amplificacion del gen EPSPS producia una
abundancia de copias del gen EPSPS que actuaba como una esponja molecular de absorcion de
glifosato. A pesar de que el glifosato bloqueaba ciertas copias del gen EPSPS, otras copias
funcionaban de manera normal y el glifosato no podria matar la planta. El grado de
amplificacion génica fue muy variable, la poblacion resistente contaba con entre 40 y 100 copias
mas del gen EPSPS que la poblacién sensible. La amplificacion del gen EPSPS es heredable
(Powles y Yu, 2010). Aunque recientemente se ha relacionado el mecanismo de amplificacién
con un tipo de transposones, o elementos genéticos mdviles, se desconoce el mecanismo
concreto (Gaines et al., 2013).

Amaranthus palmeri es una especie dioica que puede producir semillas mediante
reproduccion sexual o asexual (apomixis facultativa). Tras realizar cruzamientos reciprocos entre
parentales resistentes y sensibles de esta especie, se observé que la transferencia de la resistencia
se vio mas influenciada por la hembra que por el progenitor masculino. A pesar del hecho de que
las mdltiples copias de la EPSPS se amplifican en el genoma nuclear, este asunto se relaciono
con el rasgo apomictico de esta especie (Ribeiro et al., 2014).

Igualmente, tras comprobar que la amplificacion masiva del gen de la EPSPS en el nivel de
la resistencia no conlleva costes asociados en la aptitud bioldgica, se consideran estos efectos
aditivos como factores clave por los que, probablemente, la resistencia debido a la amplificacion
del gen de la EPSPS se convertird en un mecanismo de resistencia al glifosato generalizado y
Ilegara a ser mucho mas evidente en especies de malas hierbas (Vila-Aiub et al., 2014).

La evolucion de la resistencia a glifosato en poblaciones de malas hierbas ha tenido lugar
en aquellos agro sistemas donde el glifosato ejerce una fuerte y continua presion de seleccion
(Vila-Aiub et al., 2008). Asi, se han descrito hasta 46 casos de resistencia a glifosato en
Amaranthus palmeri (Heap, 2014), todas ellas en EEUU.
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Las semillas utilizadas en este trabajo pertenecen a dos poblaciones de North Carolina
(NC, USA). Si bien su caracterizacion genica no ha sido tan exhaustiva hasta el momento como
lo ha sido la caracterizacion de la poblacion de Georgia (GA, USA), si se ha comprobado que la
poblacion resistente presenta una amplificacion génica del gen que controla la EPSPS (Chandi et
al., 2012). En concreto, en 10 individuos de la poblacion resistente se encontré que el nimero de
copias oscilaba entre 22 y 63.

1.4. APLICACION CONJUNTA DE HERBICIDAS

La aplicacion conjunta de herbicidas ha sido una préactica muy empleada dirigida a cubrir
distintas necesidades. Entre los objetivos de la aplicacion conjunta de herbicidas esta controlar
malas hierbas con diferente sensibilidad, retrasar el desarrollo de biotipos resistentes (por menor
presion selectiva) y reducir los costes de aplicacion (Streibig et al., 1997).

El continuo e intensivo uso de herbicidas con un Gnico mecanismo de accién proporciona
alta presion de seleccion de malas hierbas resistentes con consecuencias negativas directas. En
primer lugar, aumenta la densidad de las especies tolerantes al herbicida utilizado y, en segundo
lugar, favorece la evolucion de poblaciones resistentes al mismo. (Vidal et al. 2010). El intenso
empleo de glifosato tras el desarrollo de cultivos transgénicos tolerantes y la continua aplicacion
de herbicidas de la familia de las imidazolinonas ha contribuido al desarrollo de malas hierbas
resistentes a los mismos.

Una medida preventiva para el control de malas hierbas tolerantes y resistentes es la
combinacion de herbicidas con diferentes mecanismos de accion. El conocimiento del
mecanismo de accion de los diferentes herbicidas permite la posibilidad de plantear asociaciones
de los mismos de manera racional, identificando de este modo oportunidades de sinergia o para
evitar posibles antagonismos que afecten al control de las mismas.

Un isobolograma (Fig. 1.12) es una representacion grafica en la que se expresan las dosis
de cada uno de los herbicidas que obtienen la misma respuesta fisioldgica tras realizar una
aplicacion conjunta (Sgrensen et al., 2007). El resultado de la combinacion de dos herbicidas
puede ser antagonico, sinérgico o aditivo, también llamado efecto neutro. (Green, 1989; Vidal et
al., 2010). Estos resultados son consecuencia de las interacciones quimicas, fisiolégicas o
cinéticas (absorcidn, translocacion o metabolismo) entre los productos. Se dice que el resultado
es aditivo o efecto neutro cuando se obtiene la misma respuesta al sustituir un herbicida por otro
en tasas biologicas equivalentes (Vidal et al., 2010). Al analizar las curvas-respuesta para un
determinado porcentaje de control estas son lineales, ya que obtenemos la misma respuesta al
sustituir uno por otro proporcionalmente. Es el resultado esperado al aplicar dos herbicidas con
el mismo mecanismo de accién. Antagonismo es el nombre dado a la interaccion negativa entre
dos 0 méas compuestos (Vidal et al., 2010). La respuesta obtenida para esas mismas dosis es, por
tanto, menor y la curva es convexa al sustituir uno por otro proporcionalmente. Se precisa de una
mayor dosis de cada uno de los herbicidas para obtener la misma respuesta fisioldgica. Sinergia
es el efecto anadido o potencializado de los productos mezclados (Vidal et al., 2010). La
respuesta es, por tanto, mayor y la curva es céncava cuando se sustituyen de la misma manera
(Fig. 1.10).

20



Introduccion

Observed effect

Additive
08 4g-=-o ceeee . SyNErgic
. - = = = . Antagonic

DD,

0.4 4

0.2

0.0

Figura 1.10. Ejemplo genérico de un isobolograma (curva-respuesta), que demuestra la presencia de sinergia o
antagonismo entre dos herbicidas. Ejes X e Y: relacién entre las dosis 1 y 2 de los herbicidas aplicados
conjuntamente y las dosis 1y 2 aplicadas por separado, para el mismo efecto biolégico.

En estudios en los que se analizan aplicaciones conjuntas de herbicidas suele ser habitual
emplear dosis bajas de herbicida, ya que de este modo los efectos fisioldgicos que ocurren en la
planta tras su aplicacién se aprecian con mayor facilidad.

1.4.1. Aplicaciéon conjunta de glifosato con inhibidores de ALS

Tal y como se ha comentado en puntos anteriores, en los ultimos afios han comenzado a
desarrollarse biotipos de malas hierbas resistentes a glifosato, sobre todo por su utilizacién
intensiva en cultivos transgénicos tolerantes.

Una caracteristica del herbicida glifosato que le ha hecho granjearse la fama de
“ambientalmente seguro” es su rapida eliminacion en el suelo, fundamentalmente por
degradacion microbiana. Sin embargo, esta caracteristica va ligada a que su accion no permanece
a lo largo del tiempo, lo que implica que se necesitan nuevas aplicaciones de glifosato y esto
lleva al citado incremento de la presion de seleccion sobre las malas hierbas.

Para poder continuar con los beneficios de las aplicaciones de glifosato pero no seguir
incrementando la presion de seleccién, se esta planteando en los ultimos afios la opcion de
aplicarlo conjuntamente con inhibidores de ALS, herbicidas con diferente mecanismo de accion
y de mayor persistencia, lo que alargaria el tiempo de control de malas hierbas. Si bien, existen
escasos estudios que analicen esta propuesta, para llevarla a cabo se debe valorar previamente los
efectos de estos herbicidas, aplicados por separado y de forma conjunta, sobre la respuesta al
control de las malas hierbas. De esta manera se pretende evitar ciertos riesgos que presenta la
aplicacion conjunta de herbicidas, como puedan ser el uso de herbicidas a dosis superiores de lo
necesario o la utilizacion de mezclas antagonicas.
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2. OBJETIVOS

Una de las estrategias que mas se utiliza actualmente para hacer frente a las limitaciones
que representa la aparicion de malas hierbas resistentes es la aplicacion de mezclas de materias
activas con distintos mecanismos de accién y distintas persistencias. Esta es una estrategia
general asumida por distribuidores, comercializadores y asesores de herbicidas que en si misma
no elimina las resistencias, incluso es una medida en entredicho para ello, pero se esté utilizando
y es imprescindible estudiar su eficacia y sostenibilidad antes de masificar su uso.

Dentro de este manejo se estdn recomendando aplicaciones conjuntas de glifosato con
herbicidas inhibidores de ALS. Sin embargo, habria que hacer una valoracion racional de su
conveniencia, verificando su compatibilidad fisioldgica, puesto que tras un tratamiento herbicida
la respuesta de la planta es poco conocida pero es necesario comprenderlo para saber si parte de
esta respuesta de la planta estd implicando mayor tolerancia o mayor sensibilidad a otro
herbicida que se aplicaria posteriormente o simultdneamente. Este tipo de estudios son
imprescindibles para utilizar las dosis menores necesarias de cada componente, velando porque
esta estrategia consiga un uso menor de herbicidas y sea mas sostenible. La conveniencia de esta
aplicacion conjunta se complica alin mas si se considera la hipétesis de que el modo de accion de
los herbicidas es comun.

Por esta razon, el objetivo principal de este Trabajo Fin de Grado es valorar la aplicacion
conjunta de dos herbicidas inhibidores de la biosintesis de aminoacidos con distinto
mecanismo de accion. Se pretende evaluar si presentan sinergia o antagonismo y profundizar en
su modo de accion, tanto en una poblacion de malas hierbas sensible y en otra resistente a
glifosato, con el fin de determinar la conveniencia de esta aplicacion conjunta. Dicha
determinacion se realizara de una manera novedosa, ya que se abordara utilizando los efectos de
ambos herbicidas en los marcadores fisiologicos de su toxicidad.

La valoracion de una aplicacion conjunta debe de venir precedida de la caracterizacion de
los efectos de cada herbicida por separado. En trabajos anteriores del grupo de investigacion
donde se ha realizado este TFG se habia caracterizado la respuesta fisioldgica de A. palmeri a
glifosato, llegando a determinar, para cada una de las poblaciones, una dosis no excesivamente
agresiva que permitird una correcta evaluacion de posibles efectos potenciadores en su
aplicacion conjunta. Con estos antecedentes se han planteado los objetivos especificos de este
trabajo:

1. Determinar una dosis de imazamox no demasiado agresiva pero lo suficientemente
efectiva como para observar, a corto plazo, los efectos fisioldgicos caracteristicos de su
modo de accidn, en las plantas del biotipo sensible.

2. Evaluar y comparar la respuesta de las plantas de ambos biotipos tratadas con imazamox

y glifosato, analizando a corto plazo los efectos fisiolégicos méas comunes de los dos
tipos de herbicidas.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. DESCRIPCION DE Amaranthus palmeri S. Watson

Amaranthus palmeri S. Watson es una especie C4, anual y dioica; es originaria del sudoeste
de los Estados Unidos y se ha extendido de forma rapida como mala hierba por el centro y este
de ese pais, alcanzando incluso la provincia de Ontario (CA). Su rapida expansion se debe a su
alta fecundidad (hasta 250.000 semillas/planta segun algunos autores) (Recasens, 2010).

Reino: Plantae

Subreino:  Tracheobionta

Division:  Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase:  Caryophyllidae

Orden: Caryophyllales

Familia:  Amaranthaceae

Subfamilia: Amaranthoideae

Género: Amaranthus

Especie: ~ Amaranthus palmeri S. Watson

Las semillas de A. palmeri son de color marron-rojizo oscuro a marron, de
aproximadamente 1 mm de didmetro. El sistema radicular de la planta es fibroso y consta de una
raiz pivotante, a menudo de color rojizo, de la cual emergen raices secundarias. La planta consta
de un tallo grueso principal del cual brotan ramas laterales. Las hojas son desde ovaladas a
rombico-lanceoladas. Se caracterizan por su peciolo, cuya longitud es mayor que el largo de la
lamina de la hoja. Las inflorescencias son largas, terminales y con escasas ramificaciones
(Foto 3.1). Las femeninas poseen bracteas espinosas al tacto. Las masculinas son suaves y
desprenden polen cuando se mueven.

\'\g.f,; |

v

Foto 3.1. Inflorescencia masculina (arriba) y femenina (abajo) de
Amaranthus palmeri (Recasens, 2010).

A pesar de que las hojas, tallos y semillas de A. palmeri son comestibles y nutritivas
(Castetter y Bell, 1951), rara vez se consumen hoy en dia.

A. palmeri es una mala hierba altamente competitiva e invasiva en los cultivos. Esto es

debido a su elevada tasa de crecimiento, al gran volumen que adquiere (Horak y Loughin, 2000)
y a su prolifica produccion de semillas (Culpepper et al., 2006).
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En comparacion con otras amarantaceas, A. palmeri tiene mayores valores de volumen de
planta, peso seco y éarea foliar (Horak y Loughin, 2000). Algunos ensayos muestran que las
raices de esta mala hierba son mas finas y mas alargadas que las de soja, lo que hace que ocupen
un gran volumen de suelo. Esto facilita la adquisicion de agua y nutrientes y, cuando estos
elementos son limitados, es una ventaja competitiva para la mala hierba (Wright et al., 1999).
Otros ensayos realizados para probar la eficiencia fotosintética en condiciones humedad o sequia
mostraron que A. palmeri tiene mecanismos de tolerancia a la sequia. Esto es una ventaja en
hébitats de clima seco donde la probabilidad de lluvia es muy baja, puesto que esta mala hierba
se adaptara mejor que otras plantas (Ehleringer, 1983). A pesar de que sus semillas germinan
rapidamente cuando las condiciones de humedad y temperatura son favorables, pueden ser
capaces de germinar durante todo el afo (Keeley et al., 1987). También pueden germinar
gradualmente durante décadas aunque el suelo haya sufrido alteraciones (Sauer, 1988). El
tamanfo tan pequefio de las semillas hace que la diseminacion y el transporte de las mismas sea
sencillo (Horak y Loughin, 2000).

Asimismo, se ha demostrado que tiene efectos alelopaticos selectivos sobre las plantas de
su alrededor; los residuos de la planta que son incorporados al suelo, inhiben el crecimiento del
repollo, zanahoria, cebolla, y del sorgo en los ensayos de campo (Menges 1987, 1988).

La especie ha llegado a desarrollar mecanismos de resistencia a distintos grupos de
herbicidas: inhibidores de la fotosintesis (grupo C1/5), inhibidores de ALS (grupo B/2),
dinitroanalinas (grupo K1/3), inhibidores de HPPD (grupo F2/27) y a glicinas (grupo G/9). En
los Gltimos afios han aparecido también biotipos que presentan resistencia multiple a los
inhibidores de ALS y a las glicinas (Heap, 2014). Precisamente, su resistencia a glifosato es la
que mayores problemas estd ocasionando en cultivos transgénicos como soja y algodén, y esta
considerada ya como una de las cinco malas hierbas méas problematicas en la mayoria de los
estados del sudoeste de los Estados Unidos (Webster, 2005).

3.2. OBTENCION DEL MATERIAL VEGETAL

3.2.1. Germinacion de las semillas

Las semillas de A. palmeri son originarias de North Carolina (NC, USA) y fueron
facilitadas por el Dr. Todd Gaines (Bayer CropScience, Frankfurt, DE). Se corresponden con dos
biotipos, uno sensible (NC-S) y otro resistente (NC-R).

Las semillas se esterilizaron en superficie segn el método de Labhili et al. (1995). Para
ello, fueron sumergidas en una mezcla de 1% de hipoclorito de sodio (v/v) y 0,01 % SDS (p/v)
durante 40 minutos. Tras ser aclaradas con abundante agua desionizada se mantuvieron otros 10
minutos en una disolucion 0,01 N de HCI, tras lo cual se aclararon de nuevo. Posteriormente
fueron colocadas, una a una, en unas pequefias piezas de plastico rellenas de agar al 0,65%,
denominadas seed-holders (Foto 3.2) y éstas en contenedores rellenos con agua desionizada y
envueltos con film plastico para mantener la humedad.

Foto 3.2. Seed-holder (Araponics®)
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Para su germinacion se colocaron en una camara a 4 °C en oscuridad durante una semana.
Tras ello, se inici6 un periodo de 48 h con luz continua y los siguientes ciclos de temperatura:

= 18 °C durante 6 h
= 30 °C durante 18 h 24h
48 h
= 18 °C durante 6 h o4 h
= 30 °C durante 18 h

Foto 3.3. Plantulas de A. palmeri germinadas en seed-holders
rellenos de agar y sumergidos parcialmente en agua desionizada.

3.2.2. Condiciones de crecimiento

Una vez germinadas las plantulas (Foto 3.3), se retird el film plastico que envolvia los
contenedores y se colocaron sobre una bancada dentro de la cAmara de crecimiento (Foto 3.4),
con el fin de mantener una temperatura proxima a 30 °C y amortiguar el estrés que sufren las
plantulas al cambiar las condiciones. Transcurridos 5 dias y una vez estabilizadas las plantulas
fueron trasplantadas (junto con los seed-holders) a contenedores con una menor densidad
(7 plantas/contenedor), donde crecieron en un cultivo hidropdnico puro con aireaciéon forzada
que se aplicd colocando en cada contenedor un difusor unido a una bomba de aireacion de
1,85 W con un flujo de 750 cc min™ (Foto 3.4).

El crecimiento de las plantas se produjo en una camara bajo las siguientes condiciones
controladas:

Fotoperiodo: 16 h luz / 8 h oscuridad
Temperatura: 22 °C dia/ 18 °C noche
Humedad relativa: ~ 60% dia / 70% noche

La radiacion fotosintéticamente activa (PAR) fue préxima a 600 pmoles m? s y la
solucién nutritiva empleada fue la establecida por Hoagland y Arnon (1950), enriquecida con
una concentracion 15 mM de KNOs.

Foto 3.4. (A) Contenedores sobre una bancada cubierta con pléstico. (B) Cultivo hidropénico puro de A. palmeri (biotipo NC-S)
en contenedores con aireacion forzada. Estado de las plantas en el dia de la aplicacion de los tratamientos.
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3.2.3. Aplicacion de los tratamientos

Se aplicaron dos herbicidas inhibidores de la biosintesis de aminoacidos:

e EIl herbicida glifosato es un inhibidor de la biosintesis de aminoacidos aromaticos
(IBAA) perteneciente a la familia quimica de las glicinas. El producto comercial utilizado
en este trabajo se presenta en forma liquida como sal de isopropilamina, bajo el nombre
comercial de Bayer Garden Glyfos (Bayer CropScience) y con una riqueza del 36% (p/v).

e El herbicida imazamox es un inhibidor de la biosintesis de aminoacidos ramificados
(IBAR) perteneciente a la familia quimica de las imidazolinonas. El producto comercial
utilizado en este trabajo se presenta en forma de liquido soluble, bajo el nombre de
Pulsar®40 (BASF Espafiola) y con una riqueza del 10% (p/v).

Se realizaron dos experimentos, uno previo solo con imazamox y otro con la aplicacion
conjunta. En ambos experimentos los tratamientos fueron aplicados cuando las plantulas
contaban con, aproximadamente, 20 dias. A las plantas que formaban parte del tratamiento
control no se les aplicd herbicida. Se hizo un seguimiento visual del estado de las plantas para
determinar el tiempo que tardaba en producirse, si era el caso, la letalidad.

3.2.3.1. Ensayo con imazamox

De forma previa a la aplicacion de los tratamientos definitivos, se realizdé un experimento
de aproximacion con el objetivo de determinar la dosis de imazamox que permitiera una
posterior aplicacion conjunta con glifosato. Esta dosis debia ser inferior a la dosis letal pero lo
suficientemente efectiva como para observar los efectos fisiol6gicos caracteristicos de su modo
de accion. La referencia que se considerd para determinar el rango de dosis de imazamox fue la
dosis empleada con anterioridad en trabajos de investigacion realizados con este mismo
herbicida en plantas de Sinapis alba (Zulet!, 2013) y de Arabidopsis thaliana (Zulet?, 2013).
Para ello se aplicaron 0,8 mg I, 1 mg I y 1,5 mg I de imazamox en plantas del biotipo
sensible (NC-S) a través de la solucion nutritiva, lo cual facilito el control de la concentracion
real (Foto 3.5). Se considera que los volimenes afiadidos no varian significativamente la
concentracion de nutrientes de la solucion nutritiva.

En este experimento de aproximacion se tomaron muestras de raices y hojas a los 3 dias
desde la aplicacién de los tratamientos. Se determind la concentracion de aminoéacidos libres,
proteina soluble, carbohidratos y las actividades enzimaticas de fermentacion etandlica. A partir
de dicho experimento se definié como dosis de estudio 1,5 mg 1™ de imazamox.

3.2.3.1. Ensayo de aplicacion conjunta

Una vez establecidas las dosis para la aplicacion conjunta de los herbicidas se procedié a
realizar el ensayo definitivo cuyos tratamientos fueron los que aparecen en la tabla 3.1. Los
tratamientos fueron aplicados en ambos biotipos (NC-S) y (NC-R). Las dosis aplicadas de
glifosato se decidieron en base a estudios previos realizados en plantas de A. palmeri, siendo la
dosis recomendada para su control, en poblaciones sensibles, de 0,8 kg ha® de glifosato
(Culpepper et al., 2006; Crespo, 2013). Asi, se decidi6 aplicar dicha dosis, que es 1,6 g I (en
funcién del volumen de caldo) y una dosis cuatro veces inferior (0,4 g I'*). La aplicacion de estos
tratamientos se realizo via foliar, por lo que el glifosato fue pulverizado en un volumen de 10 ml
de caldo por cada contenedor, mediante un aerégrafo (Mod. Junior Start; Sagola) conectado a un
compresor (Mod. Werther one, Brevettato, 60 W; 10 | m™; 2,5 bar) (Foto 3.5).
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Foto 3.5. (A) Aplicacion foliar del herbicida sobre plantas de P. sativum L. mediante un aerdgrafo conectado a un
compresor (Armendariz, 2011). (B) Aplicacion del herbicida a través de la solucién nutritiva del cultivo hidropénico puro.

Tabla 3.1. Aplicacién de los tratamientos

Tratamiento Modo de aplicacion Dosis
CONTROL (C) - -
GLIFOSATO (G1) via foliar 049l
GLIFOSATO (G2) via foliar 1,6glt
IMAZAMOX (1) via radical 1,5mgl*
via foliar 04gl*
Gl+l via radical 1,5mgl*
via foliar 1,6g1*
G2+l via radical 1,5mgI*

Se tomaron muestras de las plantas 3 dias después de la aplicacion de los tratamientos. El
material vegetal obtenido fue utilizado posteriormente para las determinaciones analiticas.

3.2.4. Obtencion de muestras

En el momento del muestreo se determiné el peso fresco de las muestras (hojas y raices) y
la mayor parte de ellas, tomadas en viales de 6 ml, fueron congeladas en nitrogeno liquido y
conservadas a -80 °C. Asimismo, parte de las muestras se secaron en una estufa con aire
recirculado a 75-80 °C durante 48 horas para obtener el peso seco, con objeto de calcular la
relacion peso fresco/peso seco, que luego se utilizaria en los célculos de las determinaciones
analiticas. En el experimento de aplicacion conjunta, también se obtuvieron discos de hoja de 4
mm de diametro en fresco, con la ayuda de un micro-perforador Harris uni-core™ (Healthcore,
Bucks, UK) y se congelaron para la determinacion de la concentracion de siquimato. Se tomaron
3 discos de la hoja mas joven totalmente expandida.

Posteriormente, se pulverizaron las muestras utilizando un micro-desmembrador MM200
Restsch® (Retsch®, Haan, DE) (Foto 3.6) y manteniendo en todo momento la temperatura de
congelacion con nitrégeno liquido. Una vez trituradas se realizaron alicuotas de
aproximadamente 0,1 g (0,05 g dependiendo del protocolo de referencia). Finalmente todas las
alicuotas se conservaron a -80 °C para su posterior utilizacion en las determinaciones analiticas.
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Foto 3.6. (A-B) Muestras frescas de raices y hojas de A. palmeri en el momento del muestreo.
(C) micro-desmembrador MM200 Restsch®.

3.3. DETERMINACION DE AMINOACIDOS LIBRES

3.3.1. Extraccion

A muestras de material vegetal de 0,1 g (aprox.) ya triturado se afiadié 1,5 ml de etanol
80%, tanto para raices como para hojas, en el propio eppendorf. Se dejé hervir durante
30 segundos en un bloque calefactor y tras esto se centrifugé a 5.000 rpm durante 5 minutos,
para llevar finalmente el sobrenadante a un tubo TurboVap. Se repitid esta accidn 2 veces méas y
por ultimo se realizd un cuarto lavado en frio. El sobrenadante total recogido fue llevado al
evaporador TurboVap®LV Evaporator (Zymark, Hopkinton, MA, USA) a 40 °C con aire
comprimido a una presion de 1,2 bar, para eliminar completamente el etanol. La muestra seca
obtenida desde el evaporador se resuspendio en 2 ml de agua desionizada y tras sonicar durante
10 min se centrifug6 a 2.300g durante 10 min. El sobrenadante obtenido se congel6 a -20 °C,
para luego determinar el contenido de aminoacidos libres mediante espectrofotometria en lector
de microplacas.

3.3.2. Determinacion analitica de la concentracion de aminodacidos libres

Para la determinacion de aminoécidos libres se sigui6 el método propuesto por Yemm y
Cocking (1955). Se tomaron 20 ul de muestra a los que se les afiadieron 500 ul de tampon citrato
(42 g de acido citrico anhidro y 16 g de NaOH en 250 ml de agua milliQ; pH 5,5) y 430 ul de
reactivo ninhidrina (25 mg de &cido ascorbico en 2,5 ml de agua milliQ y 0,625 g de ninhidrina
en 62,5 ml de 2-metoxi-etanol). La mezcla se incub6 a 100 °C durante 20 min y se dejo enfriar
en hielo. Se afadié 1 ml de etanol al 60% Y, previa agitacion se afiadio 200 ul a cada pocillo de
la micro-placa. Se leyé la absorbancia a 570 nm. Se utiliz6 L-glicina como patrén en un rango de
calibrado de 0 a 15 nmol ul™. Los resultados se expresaron como pumoles de glicina g™ PS.
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3.4. DETERMINACION DE PROTEINA SOLUBLE

El ensayo de proteina se realizd segun el método propuesto por Bradford (1976). La
determinacion de la concentracion de proteina soluble se realizd en los extractos utilizados para
la determinacion de las actividades enzimaticas fermentativas en raices. A 60 ul de muestra
diluida (1:60) se le afiadieron 200 ul del reactivo de Bradford, Bio-Rad 500-0006 (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) previamente diluido (1:5) y filtrado. Se esperé un
minimo de 2 minutos y se midi6 la absorbancia en un lector de microplacas modelo Sinergy™
HT (BioTek® Instruments Inc., Winooski, VT, USA) a 595 nm. Se utiliz6 como patrén
seroalbumina bovina (BSA) en un rango de calibrado de 0 a 6 jg.

3.5. DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS

3.5.1. Extraccion

Los extractos para la determinacion de la concentracion de carbohidratos solubles se
obtuvieron de la siguiente manera:

A muestras de material vegetal de 0,05 g (aprox.) se les afiadié etanol 80 % (1,5 ml) y se
sonico 3 veces en un bafio de ultrasonidos durante 25 minutos. Después de cada sonicacion se
centrifugd la muestra a 5.000 rpm, durante 5 min y el sobrenadante fue llevado a un tubo
TurboVap. El sobrenadante total recogido fue llevado al evaporador TurboVap®LV Evaporator
(Zymark, Hopkinton, MA, USA) a 40 °C con aire comprimido a una presion de 1,2 bar, para
eliminar completamente el etanol. La muestra seca obtenida desde el evaporador se resuspendid
en 1 ml de agua desionizada y tras sonicar durante 10 min se recogio el sobrenadante y se
congel6 a -20 °C, para luego determinar el contenido de carbohidratos solubles mediante
electroforesis capilar.

Los extractos para la determinacion de la concentracion de almidon se obtuvieron de la
siguiente manera:

Para la determinacion de almidon se utiliz6 el material vegetal insoluble en etanol,
obtenido tras las sonicaciones en etanol 80 %, una vez secado en estufa a 70 °C durante 24 horas,
segun el procedimiento descrito por McRae (1971), modificado ligeramente. El tejido seco
obtenido fue pesado y luego resuspendido directamente en el mismo eppendorf donde se secé
con 1 ml de agua desionizada. EI volumen total fue hervido durante 1 h, y después de enfriarse
se le afladio 0,25 ml de solucion de amiloglucosidasa (41 mg de enzima amiloglucosidasa en 50
ml de tampon acetato 8,55 mM, pH 4,5). Dicho enzima cataliza la hidrélisis de almidén a
glucosa. Para asegurar la completa hidrolisis del almiddn presente en la muestra a glucosa, la
mezcla se agitd e incubd durante toda la noche en un bafio a 50 °C. Una vez terminada la
incubacion, las muestras fueron agitadas y posteriormente centrifugadas durante 15 min a 5.000
rpm. El sobrenadante se conservo a -20 °C para la determinacion de la concentracion de glucosa
en el mismo. Asi, el contenido de almidén fue expresado como mg glucosa g™* PS.

3.5.2. Determinacion analitica de la concentracion de carbohidratos

La concentracion de fructosa, sacarosa y glucosa de los extractos solubles en etanol y la
concentracion de glucosa proveniente de almidon fueron determinadas mediante electroforesis
capilar en un equipo Beckman P/ACE 5500 segin el método descrito por Warren y Adams
(2000). Se utilizé un capilar de silice fundida de 50 pm de didmetro interno y 31,4/38,4 cm de
longitud. EI tampén utilizado fue 10 mM benzoato, 0,5 mM MTAB (pH 12, ajustado con
NaOH). La deteccion fue indirecta a una longitud de onda de 225 nm y se trabajé a un voltaje de
-15 KV.
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3.6. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS FERMENTATIVAS IN VITRO

3.6.1. Extraccion

Las muestras de tejido radical ya pulverizadas se homogeneizaron afiadiendo un volumen
de tampén [50 mM MOPS (pH 7); 5 mM MgCl,; 20 mM KCI; 1 mM EDTA Nay; 10 mM DTT y
0,08 % (p/v) B-mercaptoetanol] segun la relacion 1:4 (g PF:ml). Se centrifugd a 12.000 rpm
durante 30 minutos, la pastilla fue descartada y el sobrenadante se utiliz6 para la determinacion
de las actividades enzimaticas y de la proteina soluble. Todas las operaciones se realizaron a
4 °C.

El proceso de desalado del sobrenadante se llevd a cabo en placas de 96 pocillos
UNIFILTER™ (800 pl) de Whatman Polyfiltronics® (Whatman Inc., Clifton, NJ, USA) que
contenian Sephadex® G-50. Dichas columnas fueron equilibradas previamente con 50 mM
MOPS (pH 7); 5 mM MgCl, y 20 mM KCI.

Las actividades enzimaticas se determinaron en el lector de microplacas utilizando 20 pl de
ese sobrenadante desalado en un volumen de reaccion final de 170 pl. Todas las actividades
enzimaticas se determinaron a 30 °C, 340 nm y durante un tiempo de ensayo de 10 minutos. El
coeficiente de extincion molar del NADH a 340 nm es 6,22 M™ cm™.

3.6.2. Piruvato descarboxilasa (PDC)

La PDC se determind en la direccién piruvato a acetaldehido y acoplandola a la ADH
monitorizdndose la desaparicion de NADH a 340 nm (Bouny y Saglio, 1996) con
modificaciones. La mezcla de reaccion contenia 100 mM Tricina (pH 6,5); 2 mM MgCl;; 1 mM
DTT; 0,2 mM NADH; 3 unidades mlI* ADH; 10 mM piruvato sédico; 25 mM oxamato (para
inhibir el enzima LDH) y 1 mM TPP. La reaccion se inicio con la adicién del piruvato y para
todos los extractos se realiz6 un blanco sin él.

3.6.3. Alcohol deshidrogenasa (ADH)

Se determino en la direccidn etanol a acetaldehido y segun el método descrito por John y
Greenway (1976). El medio de reaccion estaba compuesto por 50 mM Bicina (pH 8,8); 5 mM
MgCI2; 49 uM etanol absoluto y 1 mM NAD". Se determin¢ la formacion de NADH midiendo
el incremento de absorbancia a 340 nm. Para cada muestra se realizé un blanco sin etanol.
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3.7. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE SIQUIMATO MEDIANTE LA TECNICA
DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

3.7.1. Extraccion

Los extractos para la determinacioén de siquimato se obtuvieron afiadiendo 300 pl de HCI
0,25 N a cada eppendorf que contenia 3 discos de hoja (100 pl/disco de hoja) (Koger et al.,
2005b). Tras agitar los eppendorf se dejaron reposar 1 hora y 30 minutos a temperatura
ambiente. Durante este tiempo los eppendorf se fueron agitando ocasionalmente.

3.7.2. Determinacion analitica

El anélisis se realizd mediante la técnica HPLC. El equipo disponia de un modulo de
separacion Waters 2690 (Milford, MA, USA) con una columna Waters Spherisorb 5 um ODS1
(4,6x250 mm) y con una pre-columna Waters Spherisorb 5 um ODS1 (4,6x30 mm) a una
temperatura de 35 °C. El solvente utilizado fue acido fosférico 3,33 mM (pH 2,7) a un flujo de
0,6 ml min™ de manera isocratica durante 10 minutos. Para limpiar la columna, tras la deteccién
del pico de siquimato, se sustituyd la composicion del solvente por el 100% de metanol, y se
aumento el flujo hasta 1,5 ml min™. Se mantuvieron esas condiciones hasta el minuto 16. Del
minuto 16 al 18 se sustituy6 de nuevo el solvente a acido fosférico 3,33 mM (pH 2,7). En el
minuto 23 se volvi6 a las condiciones iniciales de flujo 0,6 ml min™y se mantuvieron hasta el
minuto 25. El volumen de inyeccidn fue de 25 pl.

La deteccion del siquimato se llevd a cabo a 215 nm con un detector Waters 2487
(Milford, MA, USA) que permite medir a dos longitudes de onda a la vez. EI compuesto fue
identificado y cuantificado por comparacion de sus tiempos de retencion con estandares puros.
Se realiz6 una curva de calibracién utilizando un estandar de la marca comercial Sigma-Aldrich®
y a las concentraciones de 1, 3, 5, 10, 25, 50, 125, 250 y 500 mM.

3.8. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del experimento de aplicacién conjunta se evaluaron aplicando un anélisis
de la varianza (ANOVA) simple. Para cada parametro y de forma independiente en cada biotipo,
se compararon los datos de todos los tratamientos entre si, es decir, utilizando como Unica
variable independiente el tratamiento. La comparacion de medias se realiz6 con la prueba de la
Diferencia Minima Significativa (DMS). Los resultados significativamente diferentes para una
P<0,05 se indican en las graficas con letras diferentes para cada tratamiento. Para realizar el
analisis estadistico se utilizé el programa IBM SPSS Statistics 21 para Windows.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION DE LOS EFECTOS DE IMAZAMOX Y ESTABLECIMIENTO
DE LA DOSIS

El objetivo principal del trabajo es valorar la aplicacion conjunta de dos herbicidas
inhibidores de la biosintesis de aminoacidos con distinto mecanismo de accion, por lo que se
planteaba la necesidad de realizar una caracterizacion previa de los efectos de cada herbicida por
separado. La caracterizacion de los efectos del glifosato aplicado de manera aislada ya se habia
realizado en el grupo de investigacion donde se ha desarrollado este TFG (Crespo, 2013). Para
completar la informacion sobre los efectos de los herbicidas aplicados por separado, se llevo a
cabo un experimento previo con el fin de establecer la dosis de imazamox que permitiera una
posterior aplicacion conjunta con glifosato. Esta dosis debia ser inferior a la dosis letal pero lo
suficientemente efectiva como para observar los efectos fisiologicos caracteristicos de su modo
de accion. La referencia que se consideré para la determinacion de este rango fue la dosis
empleada con anterioridad en trabajos de investigacion realizados con este mismo herbicida en
plantas de Sinapis alba (Zulet}, 2013) y de Arabidopsis thaliana (Zulet?, 2013). Esta dosis fue de
1,5 mg 1", capaz de provocar la muerde la planta a los 20 dias. Por ello, el rango de prueba no
debia superar la dosis de referencia y se aplicaron 0,8 mg 1™, 1 mg I y 1,5 mg I"* de imazamox a
la poblacion sensible de A. Palmeri (NC-S).

Se hizo un seguimiento visual del estado de las plantas para determinar el tiempo que
tardaba en producirse, si era el caso, la letalidad. Este, no se consider6 un pardmetro
determinante para el establecimiento de la dosis de imazamox puesto que se trabajo con
A. palmeri, una mala hierba, por lo que el crecimiento fue muy variable entre individuos. La
Tabla 4.1 muestra el estado de las plantas en los dias 3 y 20 posteriores a la aplicacion del
imazamox. El dia en el que se realiz6 el muestreo las plantas no mostraron diferencias notables
en el crecimiento. Las hojas més jovenes de las plantas tratadas con herbicida presentaron cierta
clorosis caracteristica del modo de accion de este herbicida, siendo ligeramente menos notable
en las plantas tratadas con la dosis de 1 mg I™%. Transcurridos 20 dias desde la aplicacién de los
tratamientos, las diferencias respecto de los controles sin tratar fueron muy evidentes, pero en
ninguno de los casos todas las plantas llegaron a morir. La dosis més alta fue la que consiguid
inhibir el crecimiento completo de las plantas y, en algin caso, hasta producir la muerte de algun
individuo.

En este experimento previo se tomaron muestras de raices y hojas a los 3 dias desde la
aplicacion de los tratamientos. Se determiné la concentracion de aminoacidos libres, proteina
soluble, carbohidratos y las actividades enziméticas de fermentacion etanolica. A lo largo de este
apartado se muestran las graficas para cada parametro, donde se representan los valores medios
obtenidos, a dia 3, referidos a las tres dosis de herbicida aplicadas y comparandolos siempre con
los valores medios de las plantas que no han sido tratadas (control).

Respecto al contenido de aminoacidos libres (Fig. 4.1), si que se vio un claro efecto del
herbicida tanto en raices como en hojas. En ambos casos aumentaron considerablemente respecto
de las plantas control, no estableciéndose grandes diferencias entre las tres dosis aplicadas, pero
alcanzandose la mayor acumulacién con la dosis 1,5 mg I™. La concentracién de aminoécidos
libres en las hojas duplico a la determinada en las raices en todos los casos.
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CONTROL

Imazamox (0,8 mg I™)

Imazamox (1 mg I™%)

Imazamox (1,5 mg I™)

dia 3

dia 20

Tabla 4.1. Efecto de la aplicacion de diferentes dosis de imazamox sobre el crecimiento de plantas de A. palmeri (NC-S: biotipo sensible) a los 3 y 20 dias de tratamiento.
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Figura 4.1. Efecto de la aplicacion de diferentes dosis de imazamox sobre el contenido de aminoécidos libres en raices y hojas de
A. palmeri (NC-S: biotipo sensible) a los 3 dias de tratamiento.

La concentracion de proteina soluble en raices de las plantas tratadas no presentd
importantes modificaciones (Fig. 4.2). Se ha descrito un incremento en el contenido de
amino&cidos libres correlativo con un descenso de proteina soluble en otras especies también,
como maiz (Zea mays) y guisante (Pisum sativum) tratadas con herbicidas IBAR (Anderson y
Hibberd, 1985a; Shaner y Reider, 1986; Zabalza et al. 2006). Se ha propuesto que la degradacion
de las proteinas a sus correspondientes aminoacidos aumenta los niveles de aminoacidos libres y
disminuye la cantidad de proteina soluble; lo que permite mantener, en cierto modo, niveles de
aminoéacidos ramificados normales (Royuela et al., 1991; Wittenbach y Abell, 1999). De hecho,
se ha demostrado que los niveles inhibidores de ALS practicamente anulan la sintesis de novo de
proteinas (Zabalza et al., 2006), por lo que la sintesis proteica en las plantas tratadas con
herbicidas IBAR podria ser realizada mediante la utilizacion de aminoéacidos provenientes de la
degradacion de proteinas ya existentes.
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Figura 4.2. Efecto de la aplicacion de diferentes dosis de imazamox sobre el contenido de proteina
soluble en raices de A. palmeri (NC-S: biotipo sensible) a los 3 dias de tratamiento.

Los tratamientos con imazamox provocaron una acumulacion de carbohidratos solubles en
las plantas de A. palmeri (Fig. 4.3), no obstante dicho incremento en el contenido de azUcares
resulté mas evidente en las hojas que en las raices.

37



Resultados y discusion

RAICES HOJAS
0y4 T T T T T T T T
o 03F 1 B 1
o
il -
g /// \\
E 02} . - - ——— .
o -7
o -
..s -
]
L 0lf . - % .
OO 1 1 1 1 1 1 1 1
0,0 08 1,0 1,5 0,0 08 1,0 15
Imazamox (mg 1) Imazamox (mg )
T T T T T T T T
14 . - .
[ NC-S ] - NC-S ]
o
b 10k - - N -
o 7N
E’ 08} - = // \\ P -
E 06 b ] i // \ ///
o 1 — -
E i %
© 04F . - 7 .
s
02 F e et e
0’0 1 1 1 1 1 1 1 1
0,0 08 1,0 15 0,0 08 1,0 15
Imazamox (mg 1) Imazamox (mg )
3,0 T T T T 1 1 1 1
25F NC-S - - NC-S -
g
- 20F b - b
g // \\ -
E 5k - - g - -
< s
o //
S 10} . - .
s
05 1 - 1
o
OO 1 1 1 1 1 1 1 1
0,0 08 1,0 15 0,0 08 1,0 15

Imazamox (mg I™)

Imazamox (mg I™)

0,4

0,3

0,2

0,1

0,0

14
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

3,0

2,5

2,0

15

1,0

0,5

0,0

Glucosa (mg g™ PF) Fructosa (mg g™ PF)

Sacarosa (mg g~ PF)

Figura 4.3. Efecto de la aplicacion de diferentes dosis de imazamox sobre los contenidos de fructosa, glucosa y sacarosa en raices y hojas

de A. palmeri (NC-S: biotipo sensible) a los 3 dias de tratamiento.

La variacion de la concentracion de fructosa en las raices presenta un patrén de
comportamiento diferente al de las hojas. En el primer caso, todos los tratamientos provocaron
un descenso notable de este metabolito hasta valores situados, practicamente, en el umbral de
deteccion. Por el contrario, la concentracion de fructosa en las hojas aumento ligeramente con las
tres dosis de herbicida, detectandose la mayor acumulacion con la dosis mas baja de imazamox.
Si bien, el rango de valores oscila en 0,2 mg g™ PF, estas variaciones son consideradas muy

pequefas.
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La concentracion de glucosa en las raices se mantuvo, respecto a las plantas control, con la
dosis mas baja de herbicida y disminuy6 ligeramente con las otras dos dosis. En las hojas la
glucosa aumento en todos los casos, estableciéndose la mayor acumulacion con la dosis mas baja
de imazamox, al igual que en el caso de la fructosa.

La aplicacion de imazamox provoco un incremento acusado en el contenido de sacarosa,
tanto en las raices como en las hojas. El nivel maximo de este carbohidrato en raices se alcanzo
con la dosis de 1 mg I, mientras que en las hojas siguié un patrén idéntico al de la glucosa y
estableci6 la mayor acumulacién con la dosis de 0,8 mg I™. No obstante, como se ha comentado
anteriormente, la oscilacion entre los valores obtenidos en las plantas tratadas con herbicida es
muy pequefia.
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Figura 4.4. Efecto de la aplicacion de diferentes dosis de imazamox sobre los contenidos de carbohidratos solubles totales
(ChST=fructosa+glucosa+sacarosa) y almidén en raices y hojas de A. palmeri (NC-S: biotipo sensible) a los 3 dias de tratamiento.

Si nos referimos al conjunto de los carbohidratos solubles, el patron que se observo fue
similar al de la sacarosa en ambos casos. Se aprecié un incremento destacado del contenido de
azucares debido al efecto del herbicida, necesitandose una dosis mayor en el caso de las raices
gue en el caso de las hojas para alcanzar el nivel maximo de acumulacion. No obstante, si nos
referimos al contenido de almidon si que el efecto del imazamox se hizo mas evidente, al
mostrarse una acumulacién progresiva en funcion de la dosis aplicada. En este caso el nivel
méximo de acumulacién se detectd con la dosis de 1,5 mg I, tanto en raices como en hojas.
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La acumulacion de carbohidratos en las raices y hojas de A. palmeri provocada por el
herbicida imazamox continua en la misma linea que otros herbicidas de su mismo grupo, ya que
este efecto fisioldgico ha sido ampliamente descrito para los inhibidores de ALS (Wittenbach y
Abell, 1999; Gastdn et al., 2002; Zabalza et al., 2004) y es independiente del lugar de aplicacion
del tratamiento herbicida (Zabalza et al., 2004; Armendariz, 2011). Las alteraciones metabdlicas
que se desencadenan en los Organos sumideros de las plantas tratadas (raices) impiden el
crecimiento de las mismas mediante el uso de los carbohidratos disponibles. Al no usarse los
carbohidratos, se llegan a acumular en las raices. En consecuencia se originaria una falta de
demanda de fotosintetizados de los sumideros provocaria la inhibicion del transporte de
carbohidratos por el floema, que acabarian acumulandose en las hojas (Gaston et al. 2002;
Zabalza et al., 2004).

En el caso de las actividades enzimaticas fermentativas determinadas in vitro (Fig. 4.5),
las raices de las plantas tratadas con imazamox experimentaron un ligero aumento de esta
actividad enzimatica. Si bien, en el caso de la enzima piruvato descarboxilasa (PDC) dicho
incremento, practicamente, no se observd, en el caso de la alcohol deshidrogenasa (ADH) si que
se advirtio un aumento progresivo en relacién a la dosis herbicida, siendo méaxima la actividad
con la dosis de 1,5 mg I™.
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Figura 4.5. Efecto de la aplicacién de diferentes dosis de imazamox sobre las actividades enzimaticas especificas piruvato descarboxilasa
(PDC) y alcohol deshidrogenasa (ADH) en raices de A. palmeri (NC-S: biotipo sensible) a los 3 dias de tratamiento.

No se llevé a cabo la determinacién de estos parametros en la parte aérea, puesto que en
investigaciones llevadas a cabo con anterioridad no se detectaron actividades fermentativas en
hojas, ni en plantas control ni tratadas con herbicidas (Gaston et al. 2003; Orcaray, 2008;
Armendariz, 2011).

A pesar de que la induccién de la actividad de la enzima fermentativa PDC no se pudo
observar, como tal, si que se puede decir que el tratamiento con imazamox indujo la actividad
enzimatica fermentativa en raices de A. palmeri, resultados que concuerdan con el hecho descrito
anteriormente de que los inhibidores de ALS inducen la fermentacion en condiciones de
aerobiosis (Zabalza et al., 2005).
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Por causas que se desconocen o debido al error experimental, las plantas tratadas con la
dosis de 1 mg I"* parecieron sobreponerse, de alguna manera, al efecto del herbicida, hecho que
se manifiesta en el aspecto visual de las plantas a los 20 dias de tratamiento y en algunos de los
resultados de los pardmetros analizados anteriormente.

Una vez examinados los parametros y con ayuda del andlisis visual de las plantas, se
determind la dosis de imazamox para una posterior aplicacion conjunta con glifosato en
1,5 mg I, aplicados a través de la solucion nutritiva. La caracterizacion fisioldgica llevada a
cabo en el biotipo sensible (NC-S) de A. palmeri, permitio comprobar que esta especie muestra
los efectos fisioldgicos caracteristicos descritos en otras especies como guisante (Zabalza et al.,
2004; Zabalza et al., 2005; Zulet et al., 2013), Sinapis alba (Zulet}, 2013) y Arabidopsis thaliana
(Zulet?, 2013). Asimismo, estas plantas presentan una serie de efectos fisiolégicos comunes a
otras plantas tratadas con glifosato (Crespo, 2013), validandose también en esta especie de mala
hierba la hipdtesis de que a pesar de tener dianas diferentes, ambos herbicidas provocan la
muerte por un mecanismo similar y justificandose asi la necesidad de un estudio fisiologicos de
la aplicacion conjunta.
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4.2. ENSAYO DE APLICACION CONJUNTA: GLIFOSATO E IMAZAMOX

Una vez establecida la dosis de imazamox, se evaluaron los efectos que provocaron estos
dos herbicidas, por separado y aplicados de manera conjunta, sobre algunos de los efectos
fisiolégicos comunes de su modo de accion. En esta ocasion se realizo el estudio tanto en plantas
del biotipo sensible (NC-S), como del biotipo resistente (NC-R). Las dosis aplicadas de glifosato
se decidieron en base a estudios previos realizados en plantas de A. palmeri, siendo la dosis
recomendada para su control, en poblaciones sensibles, de 0,8 kg ha™ de glifosato (Culpepper et
al., 2006; Crespo, 2013). Asi, se decidié aplicar dicha dosis via foliar, que es 1,6 g I"* (en funcién
del volumen de caldo), lo que supondria una concentracion de herbicida por debajo de la dosis
letal para las plantas resistentes. También se aplicé una dosis cuatro veces inferior (0,4 g I'), que
permitié observar de igual manera que la anterior, los efectos fisiologicos caracteristicos del
glifosato en las plantas sensibles. De esta forma se evaluo la existencia de sinergia, antagonismo
o efecto neutro tras la aplicacion conjunta de glifosato e imazamox, y se profundiz6 en su modo
de accion, con el fin de determinar la conveniencia de esta aplicacion.

Al igual que en el ensayo previo, en este experimento se tomaron muestras de raices y
hojas a los 3 dias desde la aplicacion de los tratamientos. Se determind el contenido de
siquimato, la concentracion de aminoacidos libres y proteina soluble, y las actividades
enzimaticas de fermentacion etanolica.

También se realizé un seguimiento visual del estado de las plantas para determinar en qué
grado afectaban los tratamientos al crecimiento en el momento del muestreo y la evolucion de
los efectos largo plazo, tal y como se puede observar en la Tabla 4.2.

En el momento del muestreo las plantas de la poblacion sensible tratadas con herbicida
presentan una sintomatologia con diferente intensidad. Las plantas tratadas Unicamente con
imazamox muestran una incipiente aparicion de clorosis en las hojas mas jovenes. En el caso de
las plantas tratadas solamente con glifosato se presentan los mismos sintomas, ligeramente méas
evidentes cuanto mayor es la dosis. En cambio, el efecto se intensifica en las plantas en las que
los herbicidas se han aplicado de manera conjunta, resultando mas agresiva la combinacion con
la dosis maés alta de glifosato.

En ese mismo momento, las plantas de la poblacidn resistente presentan un aspecto mas
vigoroso. Las plantas control y las tratadas Unicamente con glifosato no presentan sintomas,
mientras que el resto de plantas presentan cierto amarilleamiento en las hojas mas jovenes, igual
que el causado en las plantas de la poblacion sensible tratadas solo con imazamox.

Transcurridos 20 dias desde la aplicacion de los herbicidas, las diferencias entre los
distintos tratamientos son muy representativas. En la poblacion sensible todos los tratamientos
han provocado la parada del crecimiento y la mortalidad de las plantas. Mientras que, de forma
aparente, el efecto menos agresivo fue percibido en las plantas tratadas solo con imazamox, el
mas agresivo fue el correspondiente a la aplicacion conjunta con la dosis mas alta de glifosato,
presentando un aspecto muy similar al de su correspondiente aplicacion aislada de glifosato.

En el caso de la poblacion resistente, se pudo observar con claridad el efecto de la
resistencia a glifosato, ya que tanto las plantas control como las plantas tratadas Unicamente con
glifosato no vieron obstaculizado su desarrollo. El resto de plantas presentaban idéntica
sintomatologia, lo que sugiere que el efecto de la letalidad fue unicamente debida al imazamox.
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DIA 3 C Gl G2 I G1+l G2+l

NC-S

NC-R

DIA 20

NC-S

NC-R

Tabla 4.2. Efecto de los diferentes tratamientos sobre el crecimiento de plantas de A. palmeri (NC-S: biotipo sensible y NC-R: biotipo resistente) a los 3 y 20 dias de tratamiento. C: Control; G1: Glifosato 0,4 g I™;
G2: Glifosato 1,6 g I'; I: Imazamox 1,5 mg I; G1+1: aplicacion conjunta; G2+I: aplicacién conjunta.
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4.2.1. Contenido de siquimato en hojas

El siquimato es el compuesto que da nombre a la ruta donde se localiza la enzima EPSPS,
que es la enzima inhibida por el herbicida glifosato. Como consecuencia de ello se produce una
gran acumulacion de siquimato en las hojas (Lydon y Duke, 1988; Becerril et al., 1989;
Hernandez et al., 1999; Orcaray et al., 2010, 2012; Crespo, 2013). La acumulacién de siquimato
tras el tratamiento con glifosato podria deberse a una pérdida de la capacidad de regulacion
negativa de la via del siquimato por uno o varios compuestos posteriores a la EPSPS, que
regulan la actividad de la DAHPS. La falta de regulacion de la DAHPS podria provocar un
aumento del flujo de entrada a la ruta del siquimato provocando una acumulacion de compuestos
intermedios anteriores a la enzima bloqueada EPSPS, principalmente &cido siquimico (Jensen,
1986).

Asi pues, este efecto es caracteristico del modo de accion de los inhibidores de EPSPS y no
de los inhibidores de ALS, por lo que, a priori, no resulta un parametro eficaz para evaluar el
efecto de la aplicacion conjunta de estos dos herbicidas. En cambio, si que resulta un parametro
verdaderamente Util a la hora de detectar y cuantificar la resistencia de malas hierbas a glifosato.
La relacion entre la aplicacion de glifosato y la acumulacién de siquimato es muy consistente y
establece cierto paralelismo, ya que una baja o nula acumulacién de este metabolito pondria de
manifiesto, en mayor o menor medida, la resistencia a ese herbicida (Shaner et al., 2005; Crespo,
2013).
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Figura 4.6. Efecto de los diferentes tratamientos sobre el contenido de siquimato en hojas de A. palmeri (NC-S: biotipo sensible y
NC-R: biotipo resistente) a los 3 dias de tratamiento. C: Control; G1: Glifosato 0,4 g I™; G2: Glifosato 1,6 g I"; I: Imazamox 1,5 mg I™;
G1+1: aplicacién conjunta; G2+1: aplicacion conjunta. Los valores representan la media + error estandar (n=4). Las diferentes letras
indican diferencias significativas (P<0,05) entre los tratamientos.

En cuanto a los resultados del experimento llevado a cabo, se pudo observar claramente
como la acumulacion de siquimato solamente se produjo en las plantas de la poblacién sensible
tratadas con glifosato. Se evidencio un efecto nulo del imazamox y el resultado de las
aplicaciones conjuntas fue idéntico al de las aplicaciones individuales. En la poblacién resistente
la acumulacién de siquimato fue practicamente inexistente. Tan solo se percibié un incremento
muy pequefio en las plantas tratadas con la dosis mas alta de glifosato (G2) y en la aplicacién
conjunta de esta misma dosis (G2+1). No obstante, en este segundo caso, el aumento de
siquimato todavia resulto ser inferior.
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4.2.2. Contenido de aminoacidos libres en hojas y raices

Como se ha comentado anteriormente, se ha propuesto que la degradacion de las proteinas
a sus correspondientes aminoécidos aumenta los niveles de aminoacidos libres y disminuye la
cantidad de proteina soluble. Por ello, se determiné la concentracion total de estos aminoacidos
en hojas y raices de plantas controles y tratadas con herbicida (Fig. 4.7).
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Figura 4.7. Efecto de los diferentes tratamientos sobre el contenido de aminoacidos libres en hojas y raices de A. palmeri (NC-S: biotipo
sensible y NC-R: biotipo resistente) a los 3 dias de tratamiento. C: Control; G1: Glifosato 0,4 g I; G2: Glifosato 1,6 g I'*; I: Imazamox
1,5 mg I''; G1+1: aplicacién conjunta; G2+1: aplicacion conjunta. Los valores representan la media + error estandar (n=4). Las diferentes
letras indican diferencias significativas (P<0,05) entre los tratamientos.

Después de analizar los resultados obtenidos en las hojas, el incremento de aminoacidos
libres observado en las plantas de la poblacion sensible fue significativo tras la aplicacion de los
herbicidas, salvo en el caso del tratamiento G1. Las aplicaciones combinadas mostraron un
efecto muy similar al que se habia detectado con el tratamiento por separado que mas efecto
habia producido.

En el caso de la poblacion resistente, Unicamente mostraron una acumulacion de
aminoéacidos libres significativa respecto de los controles no tratados, aquellas otras plantas a las
que se les habia aplicado imazamox, bien de forma individual o bien de manera conjunta con
glifosato.
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Las raices de las plantas de la poblacion sensible a las que se le aplicé herbicida,
experimentaron un incremento generalizado en el contenido de amino&cidos libres respecto de
las plantas control. La accion de algunos de los tratamientos por separado no llego a establecer
diferencias significativas respecto de los controles sin tratar. Solo la dosis més alta de glifosato
(G2) llegd a incrementar de una manera significativa el contenido de aminoacidos libres. Sin
embargo, la aplicacion conjunta con la dosis més baja de glifosato (G1+1) alcanzé los mismos
resultados, pero no llegd a mostrar diferencias significativas con los efectos de los dos herbicidas
aplicados por separado. La combinacion de herbicidas con la dosis mas alta de glifosato (G2+1)
indujo un incremento de los aminoacidos muy similar al de la aplicacién sola del glifosato (G2).

Las raices de las plantas resistentes tratadas con imazamox Yy con la aplicacion conjunta de
ambos herbicidas son las que mostraron diferencias significativas, respecto de las plantas
control.

4.2.3. Contenido de proteina soluble en raices

El efecto de los herbicidas sobre el contenido de proteina soluble en las raices de las
plantas sensibles, se observa en la siguiente figura.
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Figura 4.8. Efecto de los diferentes tratamientos sobre el contenido de proteina soluble en raices de A. palmeri (NC-S: biotipo sensible y
NC-R: biotipo resistente) a los 3 dias de tratamiento. C: Control; G1: Glifosato 0,4 g I; G2: Glifosato 1,6 g I"; I: Imazamox 1,5 mg I™;
G1+l1: aplicacion conjunta; G2+1: aplicacion conjunta. Los valores representan la media + error estandar (n=4). Las diferentes letras
indican diferencias significativas (P<0,05) entre los tratamientos.

Tal y como se habia detectado en el experimento donde se aplic6 imazamox de manera
aislada, el contenido de proteina soluble no se vio modificado cuando este herbicida se aplico de
manera aislada en plantas de la poblacion sensible. Las dos dosis aplicadas de glifosato si que
provocaron un descenso significativo de este parametro. En el caso de las aplicaciones conjuntas,
el contenido fue muy similar a la dosis correspondiente de glifosato aplicado de manera aislada.
Las dos aplicaciones conjuntas muestran idénticos resultados, entre si. Si hablamos de la
poblacion resistente, el efecto de los herbicidas aplicados por separado fue diferente al de la
poblacién sensible. Las dos dosis aplicadas de glifosato de manera aislada no provocaron un
descenso significativo de este parametro, en cambio la de imazamox si que lo hizo. Las
aplicaciones conjuntas también muestran diferencias significativas respecto de sus respectivas
dosis de glifosato aplicadas de manera aislada, no asi respecto de la de imazamox.
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4.2 4. Actividades enzimaticas fermentativas en raices

Se evaluaron in vitro las actividades PDC y ADH en plantas control, en plantas tratadas
con imazamox, en plantas tratadas con dos dosis de glifosato y en plantas a las que se aplicd una
combinacion de los dos herbicidas. Los tratamientos fueron los mismos en ambas poblaciones de
malas hierbas (Fig. 4.9). La PDC utiliza el piruvato como sustrato mientras que la ADH utiliza
como sustrato el acetaldehido, producto de la reaccion catalizada por la PDC.
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Figura 4.9. Efecto de los diferentes tratamientos sobre las actividades enziméticas especificas piruvato descarboxilasa (PDC) y alcohol
deshidrogenasa (ADH) en raices de A. palmeri (NC-S: biotipo sensible y NC-R: biotipo resistente) a los 3 dias de tratamiento. C: Control;
G1: Glifosato 0,4 g I''; G2: Glifosato 1,6 g I'*; I: Imazamox 1,5 mg I™; G1+I: aplicacion conjunta; G2+1: aplicacion conjunta. Los valores
representan la media + error estandar (n=4). Las diferentes letras indican diferencias significativas (P<0,05) entre los tratamientos.

Las raices de las plantas de la poblacion sensible no vieron incrementada la actividad PDC
con ninguno de los tratamientos aplicados por separado. No obstante, si que se observéd un
aumento de esta actividad tras la aplicacion conjunta de los dos herbicidas. Este aumento se hizo
mas notorio tras la combinacion de imazamox con la dosis mas baja de glifosato (G1+l),
estableciéndose diferencias significativas con el resto de tratamientos. Respecto a la poblacion
resistente, ninguno de los tratamientos consiguié aumentar la actividad de este enzima.

En el caso de la ADH si se observé una induccion de la actividad de este enzima con la
aplicacion, por separado, de la dosis mas baja de glifosato (G1) en plantas de la poblacion
sensible. En cambio, no fue asi con la de imazamox. En cuanto a las plantas tratadas con ambos
herbicidas, al igual que en el caso de la PDC, también se observo un aumento de esta actividad,
siendo el mas significativo el de la combinacion de imazamox con la dosis mas baja de glifosato
(G1+1). En las raices de las plantas resistentes a glifosato no se indujo la actividad ADH en
ningun caso.
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4.3. DISCUSION GENERAL

A lo largo de este trabajo se ha valorado el efecto de la aplicacion conjunta de dos
herbicidas inhibidores de la biosintesis de aminoacidos con distinto mecanismo de accion:
imazamox (IBAR) y glifosato (IBAA); llevandose a cabo en un biotipo de A. palmeri sensible y
en otro resistente a glifosato. Para ello, se estudiaron una serie de pardmetros fisiologicos que
caracterizan de forma comun el modo de accion de estos herbicidas. Dichos parametros se
eligieron por ser biomarcadores muy sensibles, a corto plazo, de los efectos de dichos herbicidas.

Después de un experimento previo se determind la dosis de imazamox que se emplearia
posteriormente en combinacion con dos dosis de glifosato. Los resultados mantuvieron una
buena reproducibilidad en relacidén con ensayos precedentes. Asimismo, los efectos comunes ya
descritos de estos inhibidores de la biosintesis de aminoacidos en otras especies se repitieron en
A. palmeri.

Aunque el contenido de siquimato en hojas no resulté un parametro eficaz para evaluar el
efecto de la aplicacion conjunta de estos dos herbicidas, si que resultdé verdaderamente Util para
confirmar la identidad del biotipo resistente y el diferente mecanismo de accion de los dos
inhibidores de la biosintesis de amino&cidos.

Las interacciones entre dos herbicidas pueden ser aditivas (también llamadas neutras),
sinérgicas o antagonicas. Una interaccion se define como neutra cuando hay un efecto aditivo
por la combinacion de compuestos. Cada herbicida trabaja independientemente y el efecto neto
es el mismo que la suma de cada herbicida aplicado por separado. En el caso de que el efecto
neto sea mayor que la suma de los efectos independientes se dice que hay sinergia. Por el
contrario, si el efecto neto es menor que la suma de los efectos aislados se dice que hay
antagonismo (Colby, 1967). El punto crucial de estas definiciones es determinar cudl serd la
respuesta esperada con una relacion neutra, para asi poder valorar si la respuesta observada es
mayor o0 menor al mismo.

Colby (1967) desarroll6 una aproximacion matematica para valorar la relaciéon entre la
respuesta esperada y la respuesta observada para mezclas de compuesto, y Flint (1988) propuso
una adaptacion al analisis de Colby. En este TFG se ha realizado la valoracion de la aplicacion
conjunta de herbicidas siguiendo el analisis gréafico de Flint.

El analisis de Flint parte de los datos observados tras las aplicaciones de dos herbicidas A y
B por separado, juntos (A,B), y comparando con un control no tratado (A0,B0). Se representan
graficamente los resultados obtenidos (en % control) para las plantas sin tratar (A0,B0), las
plantas tratadas solo con un herbicida (Ax), tratadas con el otro herbicida (By) y tratadas con la
mezcla (Ax,By). Se unen los puntos A0,BO con el efecto de un herbicida solo (Ax) y el efecto
aislado del otro herbicida (By) con el efecto de la mezcla (Ax,By). Se determina si existe
paralelismo entre las dos lineas trazadas, en cuyo caso la relacion sera aditiva o neutra. En caso
de que no sean paralelas, la relacion sera sinérgica o antagonica. La representacion grafica de
dicha adaptacion se muestra en la Fig. 4.10.

48



Resultados y discusion
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Figura 4.10. La adaptacion de Flint (1988) utiliza la distancia vertical para
ver si existe paralelismo.

En la siguiente tabla se recoge la respuesta de la poblacion sensible de A. palmeri segun
cada uno de los pardmetros analizados tras las aplicaciones individuales y conjuntas de los
herbicidas. La valoracién de estas respuestas por el método de Flint permite analizar si las
aplicaciones conjuntas presentan sinergia o no una vez desarrollada dicha valoracion grafica
(Anexo I).

Parametro Gl G2 I G1+l G2+l
(% del control no tratado)
Aminoécidos libres (hojas) 130 222 232 189 (A) 240 (A)
Aminoécidos libres (raices) 159 222 144 223 (N) 191 (A)
Proteina soluble (raices) 63 67 89 76 (A) 60 (N)
PDC (raices) 123 111 98 305 (S) 155 (S)
ADH (raices) 363 260 125 563 (S) 243 (A)

Tabla 4.3. Efecto de los tratamientos herbicidas Glifosato (G), Imazamox (1) y su aplicacion conjunta (G+I) en cada uno de los
parametros expresado como % del control sin tratar. En cada caso se indica si la aplicacién conjunta se considera neutra (N),
sinérgica (S) o antagénica (A), siguiendo el anélisis gréafico de Flint (1988).

Los resultados obtenidos para cada parametro permiten concluir, que desde un punto de
vista global, hay més efectos de tipo antagonico que de otro. No obstante, la aplicacién conjunta
con la dosis mas baja (G1+I) muestra el mismo nimero de sinergias que de antagonismos, y un
efecto neutro para un parametro. En cambio, la aplicacién conjunta con la dosis mas alta (G2+I)
muestra un mayor numero de antagonismos que de sinergias.
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En la bibliografia existente no se ha podido encontrar un patron claro en las mezclas o
aplicaciones conjuntas de glifosato e inhibidores de ALS y se pueden hallar referencias
contradictorias. Gimenez et al. (1998) observaron los mismos efectos en el crecimiento de dos
especies de malas hierbas aplicando glifosato aislado o mezclado con inhibidores de ALS
(clorimuron e imazetapir). Asi, se ha propuesto que las mezclas de glifosato con herbicidas
IBAR no presentan antagonismo o sinergia, sino que se comportan segin el modelo aditivo
(Kudsk y Mathiassen, 2004). Sin embargo, posteriormente se ha demostrado que el efecto de la
mezcla de glifosato con imazetapir varia en funcién de las especies vegetales evaluadas,
pudiendo ser o bien antagdnica o aditiva (Vidal et al., 2010).

En la poblacién sensible, la evaluacion visual de la combinacion G2+1 evidencié un efecto
aditivo. Sin embargo, este resultado debe ser considerado con cautela debido al poco nimero de
individuos evaluados y a la alta variabilidad de tamafio entre ellos. Por otro lado, la evaluacion
de la interaccion a nivel de parametros fisiologicos ha resultado mayoritariamente antagénica.
Tal y como se ha propuesto, parece que los herbicidas provocan la muerte por una serie de
efectos fisioldgicos similares, los cuales no aumentan al aplicarse los herbicidas conjuntamente,
sino que Unicamente alcanzan los valores del tratamiento aislado mas agresivo. La interaccion
seria neutra o0 antagbénica segun se consideren los efectos visuales o fisioldgicos,
respectivamente. Debido a las limitaciones que presenta el andlisis visual se considera mas
representativo el andlisis fisioldgico, que indica una interrelacion antagonica.

En el caso del biotipo resistente las dosis de glifosato que se estimaron resultaron
practicamente inocuas, en cuanto a los efectos producidos por las aplicaciones asiladas. Esto
determind que el efecto que causaron las aplicaciones conjuntas se debiera, principalmente, a la
accion del imazamox, tal y como se apoyo con el analisis visual de las plantas 20 dias después.
Asi pues, no se ha realizado una evaluacion detallada de la posible sinergia ya que se ha
comprobado que el glifosato tiene efecto cero, es decir que el control que se realiza es con
imazamox. Ya se habia descrito que la mezcla de glifosato con otros herbicidas de post-
emergencia o de efecto residual (entre ellos imazaquin e imazetapir, ambos inhibidores de ALS)
podria ayudar a controlar la mayoria de las malas hierbas resistentes al glifosato en cultivos de
soja tolerante al mismo (Knezevi¢ et al., 2009). De hecho, en Argentina se estd comercializando
un producto, cuyo ingrediente activo es una mezcla de imazaquin y glifosato, cuyo nombre es
ONESHOT® (BASF Argentina) para ser utilizado en pre-siembra o pre-emergencia de soja de
primera siembra.

Sin embargo, el analisis fisiologico realizado en este trabajo para la poblacion sensible
indica que no tendria sentido aplicar de manera conjunta estos herbicidas, ya que el efecto neto
observado es antagdnico y contraviene los criterios de eficacia y sostenibilidad. Al no conseguir
el efecto deseado, ni el uso menor de herbicidas, se esta incrementando el coste del tratamiento y
ejerciendo una mayor presion de seleccion sobre las malas hierbas, por lo que la probabilidad de
aparicion de nuevos casos de resistencia y de incrementar la contaminacion del medio ambiente
aumenta.
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5. CONCLUSIONES

1. Las plantas de Amaranthus palmeri tratadas con imazamox de manera aislada, mostraron
los efectos fisiologicos caracteristicos descritos en otras especies: acumulacion de
aminoacidos libres y carbohidratos en hojas y en raices e induccién de las rutas
fermentativas en raices.

2. Unicamente las hojas de la poblacion sensible mostraron acumulacion de siquimato tras
la aplicacion de glifosato, y no asi las de la poblacion resistente, permitiendo confirmar la
identidad de este segundo biotipo. La aplicacién de imazamox no provocd ninguna
alteracion del contenido de siquimato.

3. El efecto que causaron las aplicaciones conjuntas en la poblacién resistente se debio
principalmente a la accion del imazamox, ya que el glifosato no tuvo efecto alguno. No
se ha realizado una evaluacién detallada de la interaccion pero se ha podido comprobar la
posibilidad del control de esta mala hierba resistente con el herbicida imazamox.

4. En la poblacion sensible, la evaluacion visual de la combinacion de imazamox con la
dosis alta de glifosato evidencid un efecto aditivo. La mayoria de los marcadores
herbicidas evaluados presentaron antagonismo, si bien no es una respuesta unanime ya
que se han detectado algun caso neutro y de sinergia en el caso de la actividad PDC.

5. De todas maneras, tomando como parametro de decision los marcadores fisiologicos, la
aplicacion conjunta de glifosato con herbicidas IBAR seria antagénica y no estaria
justificada para el uso sobre poblaciones sensibles de A. palmeri, ya que los efectos
fisiologicos detectados son muy similares a los que se observan con la aplicacién
individual del mas agresivo de los dos tratamientos.
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