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1. INTRODUCCION GENERAL

La familia Cucurbitaceae es un grupo vegetal que existe principalmente en las regiones
tropicales de’ mundo. Dentro de esta familia hay 118 géneros y aproximadamente 825
especies (Lira,1995). Varias especies cultivadas y numerosas especies silvestres
pertenecientes a géneros de algunas de las subfamilias y tribus de cucurbitacea, han
representado parte fundamenta!l de la dieta y otros aspectos de la vida del hombre en
todo el mundo. De las especies cultivadas se consumen como verdura sus flores,
partes tiernas de guias y frutos tiernos; sus semillas tostadas y molidas se afiaden a
gran diversidad de platillos y su pulpa madura es consumida como verdura o dulce.

Un factor limitante de principal importancia en el sistema de cultivo maiz- calabaza en
asociacion, es el control de maleza, el cual se debe realizar mecanicamente debido a
gue los herbicidas existentes no son compatibles para ambas especies. Esto ha
limitado altamente la posibilidad de la siembra de la asociacion maiz-calabaza en la
agricultura extensiva, provocando la reduccion y erosion de los recursos genéticos de
calabaza, por lo que seleccionar calabazas resistentes a herbicidas selectivos a maiz
puede contribuir a reincorporar la calabaza para su cultivo en asociacion. Con base en
lo anterior se plantea como objetivo seleccionar plantas de calabaza (Cucurbita spp.)
resistentes a herbicidas pre-emergentes y selectivos usados en maiz (atrazina, linuron y
simazina) y rnicropropagarlas, con la idea de contribuir a reestablecer la asociacion

maiz-calabaza con control quimico de maleza.



2. SELECCION Y MULTIPLICACION in vitro DE CALABAZA (Cucurbita pepo L.)
RESISTENTE A ATRAZINA, LINURON Y SIMAZINA

F. Bautista-Reyes'; C. Villanueva-Verduzco?; A. Pefia-Lomeli®; F. Urzta-Soria*: J.

Sahagtn-Castellanos®; L. Channing-Merrick®

2.1. RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue obtener y micropropagar germoplasma de calabaza
resistente a herbicidas selectivos usados en maiz, con la idea utilizarlos en el sistema
asociacion maiz-calabaza para el control quimico de maleza, uno de los principales
problemas en este sistema de cultivo. El disefio usado fue el completamente al azar,
con cuatro tratamientos: atrazina (1800 g i.a. ha™), linuron (1250 g i.a. ha™"), simazina
(1800 g i.a. ha™) y un testigo, con 30, 10, 30 y 5 repeticiones respectivamente. Las
variables estudiadas fueron; porcentaje de germinacion, altura de planta, nimero de
hojas maduras, nimero de hojas inmaduras, grosor de hipocotilo, porcentaje de dafio,
porcentaje de plantas resistentes y tasa de multiplicacion in vitro. Se logré obtener
plantas resistentes a atrazina (2.072%), linuron (0.264%) y simazina (1.231%) y fueron
autopolinizadas artificialmente. La tasa promedio de reproduccion en cultivo in vitro fue

de 3.42 plantas por explante por periodos de 21 dias usando medio MS.

PALABRAS CLAVE: cucurbitaceas, herbicidas, resistencia, cultivo de tejidos.

' Resumen de I3 tesis que presenta el autor como requisito parcial para obtener el grado de Maestro en
Ciencias en Horticultura.
? Director de tesis: Profesor-investigador de tiempo completo del Depto. de Fitotecnia. Universidad
Auténoma Chagingo (UACh). Chapingo. México. C.P. 56230
° Asesor de tesis: Profesor-Investigador de tiempo completo del Depto. de Fitotecnia. Universidad
Autonoma Chagingo (UACh). Chapingo. México. C.P. 56230

* Asesor de tesis: Profesor-Investigador de tiempo completo del Depto. de Parasitologia Agricola.
Umversrdad Autdnoma Chapingo (UACh). Chapingo. México. C.P. 56230

® Agronomy Department. lowa State University. U.S.A.
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SELECTION AND MULTIPLICATION in vitro OF RESISTANT SQUASH (Cucurbita

pepo L.) TO ATRAZINE, LINURON AND SIMAZINE

2.2. ABSTRACT

The objective: of this work was to obtain and to micropropagate squash germplasm (C.
pepo L.) resistant to selective herbicides used in maize, with the idea to be used under
the maize-squash association system with chemical weed control, a main problem in
this crop system. The experimental design was completely randomized, with four
treatments: atrazine (1800 g a.i. ha™), linuron (1250 g a.i. ha™), simazine (1800 g a.i.ha’
') and a conirol, with 30, 10, 30 and 5 replications, respectively. The variables studied
were: germination percentage, plant height, number of mature leaves, number of
immature leaves, hypocotyle thickness, percentage of damage, percent of resistant
plants and propagation rate under in vitro culture. Plants resistant to atrazine (2.072%),
linuron (0.264%) and simazine (1.231%) were obtained and were artificially
autopollinated. The average propagation rate under in vitro culture was 3.42 plants per

explant for periods of 21 days using MS medium.

KEY WORDS: cucurbitacea, herbicides, resistance, tissue culture.
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2.3. INTRODUCCION

La diversidad genética de calabazas es muy amplia en México, principalmente en
especies, forma, tamafio, color de fruto, cantidad de semilla, calidad y grosor de pulpa,
tolerancia a enfermedades y precocidad, entre otras caracteristicas (Montes, 1991).

Los avances en la ingenieria genética de plantas han permitido la transferencia por
meétodos mcleculares de caracteristicas de importancia agronémica tales como
resistencia a virus, a insectos, y a herbicidas. La resistencia a herbicida puede ser
lograda por tres diferentes mecanismos: sobreproduccién de un sitio bioquimico
sensible al harbicida; alteracion estructural de un punto bioquimico, resultando en un
reducida afinidad con el herbicida; o degradacion-destoxificacion del herbicida antes de
que alcance el sitio bioquimico clave dentro de la célula de la planta (Stalker et al.,
1988).

La evolucion hacia la resistencia en respuesta a la presion de seleccién del herbicida es
influenciada por varios factores: la naturaleza de cada herbicida, maleza, y mezcla
resistente que influiran en gran medida la efectividad de la estrategia de manejo del
cultivo (Christoffers, 1999). De Prado ef al. (1989) en especies de Chenopodium album,
Conyza bonazsriensis y Setaria glauca aplicaron 5 kg de i.a. ha™' de atrazina o simazina,
y realizaron ensayos en la reaccion de Hill, donde resulté que algunos biotipos
mostraron alta resistencia a atrazina y simazina. Sobre la resistencia de Poa annua L.
a simazina y diuron, Steven et al. (1999) encontraron que secuenciando una porcion del
gene pshA del cloroplasto detectaron una mutacion de la serina 264 a glicina, la cual
reduce la afinidad del herbicida triazina en el punto de unién de Qg en la proteina D1 en

el fotosisteme Il.



A pesar que Meéxico es uno de los principales poseedores de diversidad genética, no ha
sido capaz de generar sus variedades de calabaza (Cucurbita pepo L.), mas acordes a
las necesidades de los agricultores en sus diferentes regiones agricolas. Asi en el
presente trabajo se planted como objetivo satisfacer una de las necesidades existentes
en diferentes lugares del pais, donde se siembra maiz-calabaza en asociacion y existe
el problema cel control quimico de maleza con herbicidas (atrazina, linuron y simazina),
debido a qusz no son selectivos para ambas especies. Al seleccionar plantas de
calabaza (C. pepo L.) resistentes a estos herbicidas y usando la técnica de cultivo de

tejidos, se podra disponer de semilla de materiales resistentes en corto tiempo.

2.4. MATERIALES Y METODOS

Obtencion de plantas resistentes

Siembra

El experimento se establecié bajo el disefio completamente al azar el dia 21 de febrero
del ano 2003, en un invernadero de la Universidad Auténoma Chapingo, localizado a
19°29’ de latitud norte y 98°53’ de longitud oeste a una altura de 2250 msnhm, con un
clima Cb(wo)(i)g, que es templado subhiimedo, temperatura media anual de 15.2°C,
con lluvias en verano y una precipitacion media anual de 636.5 mm (Garcia, 1988).

Se utiliz6 germoplasma de calabaza (Cucurbita pepo L.) del cuarto ciclo de seleccién
familial combinada de medios hermanos maternos (SFCMHM4-2001) en una poblacion
denominada intercolectas, porque proviene de la recombinacidon de 120 colectas

realizadas en la Sierra Norte de Puebla y Valle de Chalco, Estado de México.



Tratamientos

Cuatro tratarnientos fueron aplicados: Atrazina 1800 g i.a. ha'(Gesaprim®); Linuron
1250 g i.a. ha'(Lorox 50 DF®); Simazina 1800 g i.a. ha™'(Simanex 50SC®) y Testigo.
Se utilizaron 30, 10, 30 y 5 repeticiones respectivamente, debido a que se esperaba un
bajo porcentaje de plantas resistentes y a que no se disponia de la misma cantidad de
semilla. La unidad experimental (UE) fue una charola de plastico, donde se sembraron
200 semillas. Las dimensiones de las charolas fueron de 45 X 35 X 11cm, y se usaron
sin perforaciones para evitar pérdidas del herbicida. A cada contenedor se le
adicionaron en promedio 850 g de Peat-Moss®, con pH de 5.8, alcanzando una
profundidad de 8 cm en la charola. Previo a la siembra, la semilla se desinfectd con
hipoclorito de sodio al 5% (v/v) por 15 minutos, se enjuagé tres veces con abundante
agua y va escurrida, se sembrd en surquillos colocando las semillas en posiciéon vertical
con el extremo mas delgado hacia abajo conservando la misma posicion, profundidad y
distancia.

Riegos.

Ya sembrado, se dio un riego a capacidad de campo (CC) y con una aspersora manual
se aplicod el herbicida en humedo usando una boquilla tipo abanico plano Teejet 8004.
El sustrato se mantuvo a 85% de la CC. Durante los primeros 15 dias, se regé con agua
proveniente de pozo; del dia 16 al 30 se regd con una solucién nutritiva tipo Steiner
(1984) al 50% y posteriormente la misma solucién, pero al 100%.

Transplante

Las plantas resistentes se transplantaron en campo abierto a los 67 dias después de la

siembra (28 de abril de 2003), en surcos separados a una distancia de 1.5 m. Al



momento del transplante a cada planta se le dejo el sustrato que contenia en la charola
para que continuara presente y haciendo efecto el herbicida.

Manejo del cultivo

A cada planta se le aplicaron 100 g de fertilizante Triple-17® a los 15 dias después del
transplante. Durante el ciclo del cultivo se presentaron dos granizadas severas, por lo
que despues de cada granizada a cada planta se le aplicaron 1.5 kg de vermicomposta
para lograr la recuperacion y un numero aceptable de frutos por planta. En adelante los
deshierbes se realizaron manualmente. Todas las flores femeninas de las plantas
fueron autopolinizadas artificialmente, para fijar la caracteristica de resistencia a las
siguientes generaciones, y cubiertas con bolsas de glacyne para evitar la contaminacion
con polen externo, ya fuera por insectos o el viento.

Las variables evaluadas fueron: porcentaje de germinacion a los 15 dias después de la
siembra (DDS); altura de planta (cm), nimero de hojas maduras, nimero de hojas
inmaduras y grosor de hipocotilo a los 15, 30 y 45 DDS (cm); porcentaje de dafio, que
se evalud en 25 plantas por unidad experimental utilizando una escala adaptada de la
formula pare calificacion visual de Scott y Hollins (1974); porcentaje de plantas
resistentes, zquellas que sobrevivieron al final de cada tratamiento, y tasa reproductiva
in vitro cada 21 dias despues de haberse sembrado los explantes en medio de cultivo
en el laboratorio.

Los resultados se analizaron con el programa estadistico SAS (Statistical Analysis

System).



Multiplicacidn in vitro

Obtencion de explantes

De las plantas resistentes se obtuvieron explantes a partir de las puntas tiernas de las
plantas para llevarlas al laboratorio de cultivo de tejidos.

Desinfeccion

En el laboratorio de cultivo de tejidos, a las puntas tiernas de las plantas resistentes se
les cortaron las hojas y se lavaron en agua jabonosa y se les enjuagd con agua
corriente limpia durante 30 minutos. Luego se sumergieron en una solucién con 1
g-litro™ de cada uno de los fungicidas Benlate®, Captan® y Tecto 60® por 45 minutos.
El material sz llevd a la campana de flujo laminar y ahi se coloco en una solucidén de
hipoclorito de: sodio al 10 % (v/v) adicionado con 20 gotas de Microdin® y 2 gotas de
Tween 20® durante 10 minutos. Después se le cambidé a una solucion de perdxido de
hidrogeno a 3% durante 30 minutos. Al final se enjuagd® tres veces con agua
esterilizada, quedando estériles y listos para la siembra.

Medio de cultivo

El medio dz cultivo basico usado fue el de Murashige y Skoog (1962) (MS)
suplementado con 3% de sacarosa, solidificandolo con 6 g-litro™ de agar, ajustando el
pH a 5.7+0.1 con soluciones de HCI 1N y 0.1N; NaOH 1N y 0.1N en caso de requerirse
un ajuste grande y pequefio, respectivamente. El medio de cultivo se esterilizd en
autoclave durante 20 minutos a 15lb-pulg®a 121° C.

Siembra in vitro

Al material estéril se le cortaron las hojas. Se usaron como explantes las yemas
laterales tiernas con un segmenteo de tallo de 1 cm de longitud. Una vez terminada la

siembra de explantes en los frascos, haciendo uso de la campana de flujo laminar,



éstos se incubaron a un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, a
temperatura de 26 + 2°C. Cada 21 dias se realizaron subcultivos usando el mismo
medio de cultivo, hasta que de las yemas desarrollaron brotes de una altura promedio
de 4 cm (3 yemas laterales ademas de la yema apical). De esta manera se multiplicaba
el numero de yemas que luego se sometian a multiplicacion.

2.5. RESULTADOS Y DISCUSION

Germinacion. Los resultados obtenidos reflejaron que ninguno de los herbicidas
aplicados (atrazina, linuron y simazina) interfirié la germinacion, ya que no existieron
diferencias estadisticas entre tratamientos (Figura 1). Esto era de esperarse debido a
que su modo de accion es inhibiendo el flujo de electrones en la fotosintesis y las
plantas mueren por ser incapaces de fotosintetizar (Xiong, et al., 1998), siendo claro
que estos herbicidas no interfieren la germinacion y por lo tanto no afectan a las
plantulas mientras estas dependan exclusivamente de las reservas de la semilla, pero si

las afectan a partir de que deben sintetizar sus propios alimentos.
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Figura 1. Porcentaje de germinacién en calabaza (Cucurbita pepo L.) a los 15 dias después de la
siembra. Barras con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey con P<0.05).
Diferencia minima significativa (DMS %).



Crecimiento. En la Figura 2 se observa el comportamiento de las variables altura de

planta, nUmero de hojas maduras y numero de hojas inmaduras.
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Figura 2. Dindmica de la altura de planta (a), el nimero de hojas maduras (b) y el nimero de hojas
inmaduras (c) en calabaza (Cucurbita pepo L.). Cada punto representa el promedio de 25
plantas muestreadas por tratamiento.
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En los primeros 15 y 30 dias, los tratamientos fueron iguales sobre el crecimiento
vegetativo en congruencia con lo encontrado por Remer y Kropff (1999) en Solanum
nigrum.

En altura de planta y numero de hojas maduras e inmaduras el mayor dafio lo
ocasionaron la atrazina y simazina porque indujeron plantas mas pequefias, las cuales
mostraron los dafos a partir de los primeros 30 dias. El dafio se hizo visible a los 45
dias después de la siembra, siendo en esa fecha cuando existié6 mayor diferencia entre
los tratamientos.

Al analizar el porcentaje de dafio en plantas y el grosor que alcanzé el hipocotilo, se
observa (Figura 3) que el dafio mas severo y rapido lo ocasionaron la atrazina y la
simazina. El dafio con linuron progresd mas lentamente pero al final del experimento
todos los herbicidas causaron la muerte de las plantas. El grosor de hipocotilo a los 45
dias en el tratamiento con linuron fue mayor. Esto pudo deberse a que las plantas
sobrevivientes en la primera etapa detuvieron su crecimiento para tratar de recuperarse
de los dafos causados por el herbicida (Siminszky et al, 2000), acumulando
carbohidratos en sus partes basales, pero al final casi todas murieron. Las plantas
resistentes continuaron su crecimiento y el engrosamiento del hipocotilo normaimente,
similar al testigo, debido a que siguieron usando sus fotosintatos para un crecimiento
sin alteraciones. La simazina y la atrazina ocasionaron el mayor dafio en plantulas,

pues éstas presentaron el menor grosor de tallo a los 45 dias de la simazina (Figura 3).
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Figura 3. Dinamica del dafo en planta (a) y grosor de hipocotilo (b) en calabaza (Cucurbita pepo
L.). Cada punto representa el promedio de 25 plantas muestreadas por tratamiento.

En general, se aprecia que durante los primeros 30 dias el crecimiento vegetativo de las
plantas resistentes y susceptibles es similar, lo que es consistente con lo encontrado
por Darmency et. al. (1992) en especies resistentes a atrazina de Chenopodium album,
Brassica napus y Setaria italica, donde no hubo diferencias en estado de plantula.

La atrazina v la simazina causaron dario similar a los 45 dias; mientras que el dafio del

linuron fue mas paulatino (Cuadro 1).



Cuadro 1. Comparaciones muitiples de medias de cinco variables de calabaza (Cucurbita pepo L.)
en respuesta a la aplicacion de tres herbicidas selectivos usados en maiz. Chapingo,

Meéxico. 2003.
Tratamiznto Altura de Numero de Numero de Grosor de Dafio
planta hojas hojas hipocotilo (%)
(cm) maduras inmaduras (cm)
Atrazina 1800 gi.a. ha” 12,15 ¢° 0.50¢c 1.05¢c 0.20b 94.0 a
Linuron 1250 ¢ i.a. ha™ 28.32b 3.10b 165b 042 a 56.4 b
Simazina 180C g i.a. ha™ 1249 ¢ 0.92c 1.02c 0.21b 94.0a
Testigo 5546 a 484 a 192 a 0.37 a 00c
DMS 6.89 0.61 0.23 0.08 6.02

“Valores con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (P<0.05).
DMS: Diferencia minima significativa.

Presencia de resistencia. Los herbicidas fueron un intenso agente selectivo. La
variabilidad genética para la respuesta a los tres herbicidas manifesto la existencia de
resistencia genética en la poblacidn. Estos resultados respaldan a lo establecido por
Diggle y Neva (2001) en el sentido que la velocidad de la evolucidn de la resistencia a
los herbicidas depende de la dinamica de la poblacién en presencia del herbicida. La
atrazina es el herbicida mas usado es maiz, seguido de la simazina y el linuron. En ese
orden decreciente resultd el porcentaje de resistencia, siendo en atrazina 41% mayor
gue en simazina y este a su vez un 41% mas alto que en linuron (Cuadro 2).

Cuadro 2. Numero y porcentaje de plantas resistentes de calabaza (Cucurbita pepo L.) a
herbicidas selectivos usados en maiz. Chapingo, México.2003.

Tratamiento Dosis Semillas Semillas Numero de plantas  Plantas resistentes

(gia. ha'*) tratadas germinadas resistentes (%)
Atrazina 1800 7000 6419 133 2.072
Linuron 1250 2000 1924 7 0.364
Simazina 1800 7000 6825 84 1.231
Testigo - 1000 968 - -

[
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Las plantas resistentes fueron autopolinizadas con el proposito de fijar los genes de
resistencia y estar en posibilidades de estudiar sus generaciones avanzadas. Algo
similar a lo realizado en Chenopodium album (Bettini et al., 1987), donde pocas plantas
sobrevivientes fueron autopolinizadas y en su descendencia se encontraron plantas
resistentes a altas concentraciones de atrazina (mayor a 40 kg-ha™), a las que se les
encontré la mutacion psbA en el aminoacido 264.

Tasa de muliiplicacion in vitro.
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Figura 4. Tasa de multiplicacion de calabaza (Cucurbita pepo L.} en culfivo in vitro.

Las plantas resistentes se propagaron in vitro y la tasa de multiplicacion (Figura 4) fue
de 2.2, 3.4, 3.7 y 4.4 plantas por explante durante el 1er, 2do, 3er y 4to subcultivo,
respectivamente, teniendo como promedio 3.42 plantas por explante por periodo de 21
dias, independientemente del herbicida al que haya resultado resistente. Con ello se
puede proyectar la cantidad de plantas a obtener en un determinado tiempo, para
programar el incremento de semilla de plantas resistentes, con fines de usc comercial,
en el sistema de asociacién maiz-calabaza, o para usarse como fuente de resistencia

en programas de mejoramiento genético de calabaza (C. pepo L.).
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2.6. CONCLUSION

Se obtuvieron plantas de calabaza (Cucurbita pepo L.) resistentes a herbicidas, con
2.072, 0.364 v 1.231 %, para atrazina, linuron y simazina, respectivamente. A travées del
cultivo de tejidos fue posible micropropagar las plantas resistentes a una tasa promedio

de multiplicacion de 3.42 plantas por explante por periodo de 21 dias.
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3. SELECCION Y MICROPROPAGACION DE “CALABAZA DE DULCE” (Cucurbita
moschata Duch.) RESISTENTE A ATRAZINA, LINURON Y SIMAZINA

B Bautista-Reyes1; C. Villanueva-Verduzco?; A. Pefia-Lomeli®; F. Urzta-Soria®*; J.

Sahagtn-Castellanos?; L. Channing-Merrick®

3.1. RESUMEN

Este estudio se realizd con el objetivo de obtener e incrementar plantas de calabaza
resistentes a herbicidas selectivos usados en maiz, para hacer posible el cultivo en
asociaciéon rmaiz-calabaza con control quimico de maleza. Se utilizé el disefio
experimental completamente al azar, con cuatro tratamientos: atrazina (1800 g i.a. ha™),
linuron (1250 g i.a. ha™), simazina (1800 g i.a. ha) y un testigo, con 10, 10, 10y 5
repeticiones, respectivamente. Las variables evaluadas fueron: porcentaje de
germinacioén, altura de planta, nimero de hojas maduras, nimero de hojas inmaduras,
grosor de hipocotilo, porcentaje de dafio, porcentaje de plantas resistentes y tasa de
multiplicacion in vitro. Se obtuvo un 0.418%, 0.104% y 0.153% de plantas resistentes a
atrazina, linuron y simazina, respectivamente, mismas que fueron autopolinizadas. La

tasa promecio de multiplicacion in vitro fue de 2.9 plantas por explante por periodo de

21 dias, usando medio MS.

PALABRAS CLAVE: herbicidas, resistencia, maiz-calabaza, cultivo de tejidos,
micropropagacion.

' Resumen de la tesis que presenta el autor como requisito parcial para obtener el grado de Maestro en

Ciencias en Horticultura.

? Director de tesis: Profesor-Investigador de tiempo completo del Depto. de Fitotecnia. Universidad
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Universidad Auténoma Chapingo (UACh). Chapingo. México. C.P. 56230

° Agronomy Department. lowa State University. U.S.A.
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SELECTION AND MICROPROPAGATION OF RESISTANT “CALABAZA DE DULCE”

(Cucurbita moschata Duch.) TO ATRAZINE, LINURON AND SIMAZINE

3.2. ABSTRACT

This work was carried out with the aim to obtain and to increase resistant squash plants
to selective raize herbicides, in order to make possible maize-squash association with
chemical weed control. The experimental design was completely randomized, with four
treatments: atrazine (1800 g a.i. ha™"), linuron (1250 g a.i. ha™), simazine (1800 g a.i.ha
") and a control; with 10, 10, 10 and 5 replications, respectively. The variables analyzed
were: germination percentage, plant height, number of mature leaves, number of
immature leaves, hypocotyle thickness, percentage of damage, percent of resistant
plants and propagation rate in vitro culture. There were obtained 0.418%, 0.104% and
0.153% plants resistant to atrazine, linuron and simazine respectively, and samely were
autopollinated. The average multiplication rate in vitro was 2.9 plants per explant for

periods of 2° days, using MS medium.

KEY WORDS: herbicides, resistance, maize-squash, tissue culture, micropropagation
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3.3. INTRODUCCION
El cultivo de la calabaza ha tenido primordial importancia en el desarrollo de las
primeras civilizaciones de América, siendo muy popular en México y en la mayoria de
los paises americanos donde existen variedades criollas para cada region (Pérez et al.,
1997). Esto ha sido posible porque un mismo cultivar, al desarrollarse en distintas
areas, puede mostrar diferentes respuestas de crecimiento local (Robinson y Decker-
Walters, 1997).
El control quimico de maleza en el cultivo de maiz se ha convertido una practica
cotidiana, ya sea en aplicacion preemergente o postemergente (Lemieux et al., 2003).
Solymosi y Kostyal (1985) encontraron que el Amaranthus retroflexus L. resistente a
atrazina parece estarse extendiendo tanto en cultivos de maiz, como alrededor de este,
en cultivos rotativos y ain en caminos y areas rurales. Es sabido que despues de un
periodo de 7 afios de aplicar triazinas en maiz en monocultivo se puede encontrar hasta
un 81% de individuos maleza resistentes. Ryan (1970) demostré que plantulas de
Senecio vulgaris L. obtenidas de semilla colectada de campos donde se habia aplicado
atrazina y simazina una o dos veces al afio por un periodo de 10 afos, no se
controlaron con atrazina y simazina a dosis de 17.92 kg.ha” en preemergencia.
Mediante la secuenciacion de una porcion del gene psbA del cloroplasto, se establecio
que la resistencia de Poa annua L. a simazina y diuron se debe a una mutacion de la
serina 264 a glicina, el cual reduce la afinidad de los herbicidas triazina en el punto de
uniéon de Qg en la proteina D1 en el fotosistema Il (Steven et al., 1999).
Dada la enorme variabilidad genética de calabazas disponible a México, se planted
como objetivo obtener plantas de “calabaza de dulce” (Cucurbita moschata Duch.)

resistentes a atrazina, linuron y simazina; y clonarlas mediante de cultivo de tejidos para
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incrementar la cantidad de semilla en poco tiempo y con ello poderlas reincorporar al

cultivo de la asociacion maiz-calabaza con control quimico de maleza.

3.4. MATERIALES Y METODOS

Obtencion de plantas resistentes

Siembra

El experimento se establecit el dia 21 de febrero del afio 2003, en un invernadero
ubicado en el campus sede de la Universidad Auténoma Chapingo, localizado a los
19°29’ de latitud norte y 98°53' de longitud oeste, a una altura de 2250 msnm, con un
clima Cb(wo)(i')g, que es templado subhumedo, con temperatura media anual de
15.2°C, con !luvias en verano y una precipitacion media anual de 636.5 mm (Garcia,
1988).

Se utilizé senilla de calabaza (Cucurbita moschata Duch.) de una poblacion con cuatro
ciclos de adaptacién (seleccion natural) a las condiciones de Chapingo, constituidas
originalmente por la recombinacion genética de 38 colectas provenientes de
Guanajuato, Michoacan, Yucatan, Campeche, Veracruz y Oaxaca.

Tratamientos

El disefio experimental fue completamente al azar con cuatro tratamientos: Atrazina
1800 g i.a. ha'(Gesaprim®), Linuron 1250 g i.a. ha'(Lorox 50 DF®), Simazina 1800 g
i.a. ha'(Simanex 50SC®) y Testigo, con 10, 10, 10 y 5 repeticiones, respectivamente,
Se utilizdé ura charola de plastico de 45 X 35 X 11cm, sin perforaciones para evitar
pérdidas del herbicida como unidad experimental (UE), se sembraron 200 semillas por
contenedor. A cada charola se le adicionaron en promedio 850 g de Peat-Moss®, con

pH de 5.8, con lo que alcanzo un espesor de 8 cm en la charola. Antes de la siembra, la
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semilla se tratd con hipoclorito de sodio al 5% (v/v) durante 15 minutos; se enjuago tres
veces con abundante agua y se dejo escurrir. Las semillas se sembraron dejando el
extremo mas delgado hacia la parte inferior en surquillos equidistantes en los sentidos
longitudinal y transversal.

Riegos.

Después de la siembra se regd a capacidad de campo (CC) y con una aspersora
manual se aplicd el tratamiento correspondiente de herbicida, usando una boquilla tipo
abanico plano Teejet 8004. El sustrato se mantuvo a 85% de la CC. Durante los
primeros 15 dias, se regd con agua proveniente de pozo; del dia 16 al 30 se regd con
una solucion nutritiva tipo Steiner (1984) al 50% y posteriormente se us6 la misma
solucion al 100%.

Transplante

Una vez que las plantas seleccionadas en invernadero por resistencia aportaron sus
explantes para cultivo in vitro, se llevaron a campo abierto a los 67 dias después de la
siembra (28 de abril de 2003), donde se transplantaron en surcos separados a 1.5 m,
dejandoles una parte del sustrato para que continuara haciendo efecto el herbicida.
Manejo del cultivo

Se aplicé 100 g de fertilizante Triple-17® a cada planta, a los 15 dias después del
trasplante. Después de cada una de dos granizadas severas que se presentaron
durante el ciclo del cultivo, se aplicaron 1.5 kg de vermicomposta por planta, para
obtener un numero aceptable de frutos. El cultivo se mantuvo mecanicamente libre de
maleza. Todas las flores femeninas de las plantas fueron autopolinizadas artificialmente
para fijar la caracteristica de resistencia a las siguientes generaciones, y cubiertas con

bolsas de glacyne para evitar contaminacion de polen externo por insectos o el viento.
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Las variables evaluadas fueron: porcentaje de germinacion a los 15 dias después de la
siembra (DDS); altura de planta (cm), nimero de hojas maduras, numero de hojas
inmaduras y grosor de hipocotilo a los 15, 30 y 45 DDS (cm); porcentaje de dafio, que
se evalud en una muestra aleatoria de 25 plantas por unidad experimental utilizando
una escala adaptada de la formula para calificacion visual de Scott y Hollins (1974); y
porcentaje de plantas resistentes, registrada como las plantas que sobrevivieron al final
de cada tratamiento y que completaron su ciclo de vida y produjeron fruto maduro y
semilla. De estas plantas se obtuvieron explantes para multiplicar in vitro e incrementar
en laboratorio el niumero de plantas resistentes y la semilla cosechable a partir de la
fuente original de resistencia.

Para el analisis de los resultados, se utilizé el programa estadistico SAS (Statistical
Analysis System).

Multiplicacidn in vitro

Obtencion de explantes

De las plantas resistentes conseguidas y crecidas en invernadero se obtuvieron
segmentos apicales de 10 cm, se les quitaron las hojas y se llevaron a
micropropagacion en el laboratorio de cultivo de tejidos.

Desinfeccion

Otras puntas tiernas de las plantas resistentes transplantadas en el campo, tambien se
usaron como explantes para propagarlas, las cuales primero se lavaron en agua
jabonosa (60 minutos) y se les enjuagd con agua corriente limpia por 30 minutos y al
final se enjugaron con agua destilada. Después se sumergieron en una solucion
preparada con 1 g litro™ de cada uno de los fungicidas Benlate®, Captan® y Tecto 60®

durante 60 minutos, llevando el material a la campana de flujo laminar donde se



transfirio a peroxido de hidrogeno al 10% por 10 minutos, y luego en una solucion de
hipoclorito de calcio al 5 % adicionado con antioxidante (ac. citrico 150 mg-litro'1+ ac.
ascorbico 100 mg-litro™) y 2 gotas de Tween 20® por 10 minutos. Al final se enjuagaron
con agua esterilizada por tres veces, quedando los explantes estériles y listos para la
siembra.

Medio de cultivo

El medio de cultivo basico fue el de Murashige y Skoog (1962) (MS) suplementado con
3% de sacarnsa, solidificandolo con 6 g~litro‘1 de agar, a pH de 5.7+0.1 regulado con
soluciones de HCI 1N y 0.1N; NaOH 1N y 0.1N segun fuera requerido un ajuste grande
y pequefio, respectivamente. Antes de la siembra el medio de cultivo se esterilizé en
una autoclave durante 20 minutos a 15lb-pulg® a 121° C.

Siembra in vitro

Al material esterilizado sin hojas se le cortaron las yemas y apices para sembrarse en
medio de cultivo. Una vez realizada la siembra de explantes en los frascos, éstos se
incubaron a un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, a 26 + 2°C, para
lograr el desarrollo y alargamiento de un brote a partir de cada yema (explante)
sembrada. Después, para obtener yemas nuevas a partir de los brotes alargados, cada

21 dias se realizaron subcultivos usando el mismo medio de cultivo.



3.5. RESULTADOS Y DISCUSION

Germinacidn. Se encontré que ninguno de los herbicidas aplicados (atrazina, linuron y
simazina) interfirié con la germinacién debido a que no hubo diferencia estadistica entre
tratamientos (Figura 1). Esto era de esperarse ya que su modo de accion es inhibiendo
el flujo de eectrones en la fotosintesis y las plantas mueren por ser incapaces de
fotosintetizar (Xiong, et al., 1998), siendo claro que estos herbicidas no interfieren la
germinacion y por lo tanto no afectan a las plantulas mientras estas dependan
exclusivamente de las reservas de la semilla, pero si las dafian a partir de que deben

sintetizar sus propios alimentos.
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Figura 1. Porcentaje de germinacion en “calabaza de dulce” (Cucurbita moschata Duch.) a los 15
dias después de la siembra. Barras con la misma letra son estadisticamente iguales
(Tukey con P<0.05). Diferencia minima significativa (DMS %).

Crecimiento. Al analizar las variables altura de planta, ndmero de hojas maduras y
numero de hojas inmaduras (Figura 2), se observa que el comportamiento fue similar

para los diferentes tratamientos en estado de plantula durante los primeros 15 y 30



dias, resultado que fue parecido al encontrado por Darmency et al. (1992) en especies

de Brassica napus, Setaria italica y Chenopodium album.
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Figura 2. Dinémica de la altura de planta (a), el ntGmero de hojas maduras (b) y el nimero de hojas
inmaduras (c) en “calabaza de dulce” (Cucurbita moschata Duch.). Cada punto
representa el promedio de 25 plantas muestreadas por tratamiento.



En el crecimiento medido por altura de planta y nimero de hojas maduras e inmaduras,
el mayor dafio lo ocasionaron la atrazina y simazina, que ocasionaron que las plantas
fueran mas pequefias y con menos hojas, las que mostraron dafios a partir de los
primeros 30 dias. El mayor dafio se hizo visible a los 45 dias dds por el linuron, siendo

en esta fecha cuando existic mayor diferencia entre los tratamientos.
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Figura 3. Dinamica del dano en planta (a) y grosor de hipocotilo (b) en “calabaza de dulce”

(Cucurbita moschata Duch.). Cada punto representa el promedio de 25 plantas
muestreadas por tratamiento.

La Figura 3 muestra que el dafio mas severo y rapido lo provocaron los tratamientos
con atrazina y simazina. El dafno con el tratamiento con linuron fue mas lento, pero al

final del expzrimento todos los herbicidas mataron las plantas.
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Se aprecia que el grosor del hipocotilo (Figura 3) fue mayor en el tratamiento con
linuron a los 45 dds, debido a que las plantas que sobrevivieron temporalmente
detuvieron su crecimiento, para tratar de recuperarse de los dafios causados por el
herbicida acumulando carbohidratos en sus partes basales (Siminszky et al.,, 2000),
aunque al final murieron. Las plantas resistentes continuaron su crecimiento normal; por
lo que el grosor del hipocotilo a los 45 dds fue un poco parecido al testigo (Cuadro 1)
debido a qus las plantas siguieron usando sus fotosintatos para su crecimiento
vegetativo no'mal.

En la primera etapa, se observa que el crecimiento de las plantas resistentes y
susceptibles es igual, lo que podria tener implicaciones para la habilidad competitiva y
dinamica de la poblacién con biotipos resistentes en el caso de que fueran maleza, tal
como lo sefialan Remer y Kropff (1999).

El Cuadro 1 muestra que la atrazina y simazina causaron dafio similar y que con el
linuron el dafio fue mas lento.

Cuadro 1. Comparaciones miltiples de medias de cinco variables de “calabaza de dulce”
(Cucurbita moschata Duch.) en respuesta a la aplicacion de tres herbicidas selectivos
usados en maiz. Chapingo, México. 2003.

Tratamiento Altura de NtUmero de Numero de Grosor de Dario
planta hojas hojas hipocotilo (%)
(cm) maduras inmaduras (cm)
Atrazina 1800 g i.a. ha™ 12,55 be? 060c 1.05b 0.24c 87.00b
Linuron 1250 g i.a. ha' 1583 b 165b 122 ab 0.34 b 79.80¢c
Simazina 1800 g i.a. ha” 1214 ¢ 040c 1.02b 0.27 bc 95.00 a
Testigo 28.33 a 3.44 a 1.44 2 0.56 a 0.00d
DMS 3.40 0.56 0.23 0.10 6.43

“Valores con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (P<0.05).
DIMS: Diferencia m nima significativa.



Resistencia a herbicidas.

Con la metodologia aplicada se obtuvieron plantas resistentes, como lo muestra el
Cuadro 2, debido a que la poblacion base de calabaza usada tenia amplia variabilidad
genética. Entre las posibles bases metabdlicas de la resistencia encontrada, estan la
sobreproduccion de un sitio bioquimico sensible a herbicida, resultando en un reducida
afinidad con el herbicida (Christoferrs, 1999); o la degradacion-destoxificacion del
herbicida antes de que alcance el sitio bioguimico clave dentro de la célula de la planta
(Stalker et al., 1988)

Cuadro 2. Namero y porcentaje de plantas resistentes de “calabaza de dulce” (Cucurbita
moschata Duch.) a herbicidas selectivos usados en maiz. Chapingo, México.2003.

Tratamiento Dosis Semillas Semillas Numero de plantas Plantas resistentes
(gi.a. ha™) tratadas germinadas resistentes (%)
Atrazina 1800 2000 1916 8 0.418
Linuron 1250 2000 1916 2 0.104
Simazina 1800 2000 1960 3 0.153
Testigo - 1000 954 - -

La diferencia en el porcentaje de resistencia a favor de la atrazina puede deberse a que
éste es el herbicida mas usado es maiz, seguido de simazina y linuron. Por lo mismo,
en ese orden descendente aparecio el porcentaje de resistencia, siendo el de atrazina
63% mayor a simazina, y este un 12% mayor que linuron (Cuadro 2).

Las plantas resistentes fueron autopolinizadas debido a que de esta manera se pueden
fijar en estado homocigdtico genes de resistencia. En algunas especies como en
Chenopodium album (Bettini et al., 1987) la autopolinizacién conllevo otras ventajas, ya
que en la progenie encontraron plantas resistentes a mayores dosis (mayor a 40 kg-ha™

de atrazina) y tener la mutacién psbA en el aminoacido 264.



Tasa de multiplicacion in vitro
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Figura 4. Tasa de multiplicacion de “calabaza de dulce” (Cucurbita moschata Duch.) en cultivo in
vitro.

Las plantas resistentes se multiplicaron in vifro lograndose una tasa de incremento
(Figura 4) de 2.3, 2.5, 3.1y 3.7 plantas por explante en el 1er, 2do, 3er y 4to subcultivo,
respectivamente, con un promedio de 2.90 plantas por explante por periodo de 21 dias,
independientemente del herbicida al que hayan sido resistentes, indicando que se

puede proyectar el numero de plantas resistentes a clonar por unidad de tiempo.

3.6. CONCLUSION

Con la metoclologia usada sobre una poblacidn de “calabaza de dulce” especialmente
obtenida para lograr amplia variabilidad genética, fue posible obtener plantas de
calabaza (Cucurbita moschata Duch.) resistentes a herbicidas. El porcentaje de plantas
resistentes fue de 0.418%, 0.153% y 0.153% para atrazina, linuron y simazinga,
respectivamente. La tasa de multiplicacion lograda in vitro fue de 2.90 plantas por
explante por periodo de 21 dias, independientemente del herbicida al que resultaron

resistentes.
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4. SELECCION Y MULTIPLICACION in vitro DE PLANTAS DE CALABAZA PIPIANA
(Cucurbita argyrosperma Huber var. stenosperma ) RESISTENTES A ATRAZINA,
LINURON Y SIMAZINA

F. Bautista-Reyes'; C. Villanueva-Verduzco?; A. Pefia-Lomeli®; F. Urztia-Soria®; J.

Sahagtn-Castellanos®; T. Valdez-Hernandez®; L. Channing-Merrick®

4.1. RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue obtener y micropropagar plantas de calabaza pipiana
resistentes a herbicidas selectivos usados en maiz, para ser utilizadas en el sistema
asociacion maiz-calabaza con control quimico de maleza. El disefio experimental fue
completamente al azar, con cuatro tratamientos: atrazina (1800 g i.a. ha™), linuron
(1250 g i.a. ha™"), simazina (1800 gia ha’)yun testigo, con 10, 10,10 y 5 repeticiones,
respectivamente. Las variables analizadas fueron porcentaje de germinacion, altura de
planta, numero de hojas maduras, nimero de hojas inmaduras, grosor del hipocotilo,
porcentaje de dafo, porciento de plantas resistentes y tasa de multiplicacion in vitro. Se
obtuvieron plantas resistentes a atrazina (0.548 %), linuron (0.673 %) y simazina (1.541
%), las cuales fueron autopolinizadas para fijar la resistencia. La tasa de propagacion
en cultivo in vitro fue de 3.25 plantas por explante por periodo de 21 dias en medio de
cultivo basico MS.

PALABRAS CLAVE: cucurbitaceas, herbicidas, resistencia, cultivo de tejidos.
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Ciencias en Horticultura.
? Director de tesis: Profesor- Investigador de tiempo completo del Depto. de Fitotecnia. Universidad
Autonoma Chapingo (UACh). Chapingo. México. C.P. 56230

° Asesor de tesis: Profesor-Investigador de tiempo completo del Depto. de Fitotecnia. Universidad
Autonoma Chapingo (UACh). Chapingo. México. C.P. 55230

“ Asesor de tesis: Profesor- Investigador de tiempo completo del Depto. de Parasitologia Agricola.
UmverSIdad Autonoma Chapingo (UACh). Chapingo. México. C.P. 56230

Agronomy Department. lowa State University. U.S.A.

(O8]
(U8]



SELECTION AND in vitro MULTIPLICATION OF RESISTANT PIPIANA SQUASH
PLANTS (Cucurbita argyrosperma Huber var. stenosperma ) TO ATRAZINE,

LINURON AND SIMAZINE

4.2. ABSTRACT

The objective: of this work was to obtain and micropropagate resistant pipiana squash
plants to selective herbicides used in maize, to be utilized in the maize-squash
association system with chemical weed control. The experimental design used was
completely randomized, with four treatments: atrazine (1800 g a.i. ha™), linuron (1250 g
a.i. ha™), simazine (1800 g a.i.ha™) and a control, with 10, 10, 10 and 5 replications,
respectively. The variables analized were: germination percentage, plant height, number
of mature leaves, number of immature leaves, hypocotyle thickness, percentage of
damage, percent of resistant plants and propagation rate in vifro culture. Plants resistant
to atrazine (0.548 %), linuron (0.673 %) and simazine (1.541 %) were obtained and
which were autopollinated to fix the resistance. The propagation rate in vitro culture was

3.25 plants per explant for periods of 21 days in MS basic medium.

KEY WORDE: cucurbittacea, herbicides, resistance, tissue culture



4.3. INTRODUCCION

La diversidacl genética de calabazas es muy amplia en México, principalmente en
especies, forrma, tamario, color de fruto, cantidad de semilla, calidad y grosor de pulpa,
tolerancia a enfermedades y precocidad, entre otras caracteristicas (Montes, 1991).

La evolucion hacia la resistencia genética en respuesta a la presiéon de seleccion
ejercida por algun herbicida, es influenciada por varios factores: la naturaleza de cada
herbicida, la rnaleza, y su combinacion, que influiran en gran medida la efectividad de la
estrategia de manejo del cultivo (Christoffers, 1999). De Prado et al. (1989) encontraron
en plantas de las especies Chenopodium album, Conyza bonaeriensis y Setaria glauca
que las aplicaciones de 5 kg de i.a. ha™' de atrazina o simazina, produjeron biotipos
altamente resistentes a los herbicidas. La resistencia de Poa annua L. a simazina y
diuron se debe a una mutacion de la serina 264 a glicina, la cual reduce la afinidad de
los herbicidas triazina en el punto de union de Qg en la proteina D1 en el fotosistema II:
esto se encontrd secuenciando una porcion del gene psbhA del cloroplasto (Steven et
al.,1999). A pesar que Meéxico es uno de los principales paises poseedores de
diversidad genética, no ha sido capaz de generar variedades de calabaza pipiana
(Cucurbita argyrosperma Huber var stenosperma) propias y acordes a las necesidades
de los agricultores en sus diferentes regiones agricolas. Con la variabilidad genética de
calabazas disponibles a México y conociendo la existencia de algunas especies
vegetales silvestres resistentes a herbicidas usados en maiz, se plante6 como objetivo
del presente trabajo encontrar plantas de calabaza pipiana resistentes a los herbicidas
atrazina, linuron y simazina, para hacer posible la siembra maiz-calabaza en asociacion

con control gu4imico de maleza, y usar la técnica de cultivo de tejidos para incrementar

(F'S)
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masivamente el germoplasma resistente, para disponer de mayor cantidad de semilla

en corto tiempo.

4.4. MATERIALES Y METODOS

Obtencidn de plantas resistentes

Siembra

El experimerto se estableci6 el dia 21 de febrero del afio 2003, en un invernadero
ubicado en el campus sede de la Universidad Auténoma Chapingo, localizado a los
19°29’ de latitud norte y 98°53’ de longitud oeste, a una altura de 2250 msnm, con un
clima Cb(wo)(i")g, que es templado subhumedo, temperatura media anual de 15.2°C,
con lluvias er verano y una precipitacion media anual de 636.5 mm (Garcia, 1988).

El germoplasma de calabaza pipiana (Cucurbita argyrosperma Huber var. stenosperma)
usado como base, fue una poblacion proveniente del cuarto ciclo de seleccidén natural
para adaptacion a las condiciones de Chapingo México, constituida originalmente por
40 colectas procedentes de los Estados de Morelos, Veracruz, Guanajuato, Guerrero,
Yucatan y Campeche, recombinados libremente.

Tratamientos

El disefio experimental fue completamente al azar con cuatro tratamientos: Atrazina
1800 g i.a. ha(Gesaprim®), Linuron 1250 g i.a. ha”(Lorox 50 DF®), Simazina 1800 g
i.a. ha™'(Simanex S0SC®) y Testigo con 10, 10, 10 y 5 repeticiones, respectivamente.
Debido a que se esperaba un bajo porcentaje de plantas resistentes, la unidad
experimental (UE) fue una charola de plastico de 45 X 35 X 11cm, sin perforaciones

para evitar perdidas del herbicida, en donde se sembraron 200 semillas. A cada



contenedor se le adicionaron en promedio 850 g de Peat-Moss®, con pH de 5.8, con lo
que alcanzé un espesor de 8 cm en la charola.

Previo a la siembra, la semilla se desinfectd con hipoclorito de sodio al 5% (v/v) por 15
minutos, se enjuagd con abundante agua y se dejo escurrir. Las semillas se dispusieron
de tal manera que el extremo mas delgado quedara de forma vertical, garantizando la
misma posicion, profundidad y distancia.

Riegos

Una vez sembrado, se aplicd un riego a capacidad de campo (CC) y con una aspersora
manual se aplicd el herbicida correspondiente, usando una boquilla tipo abanico plano
Teejet 8004. El sustrato se mantuvo a 85% de la CC. Durante los primeros 15 dias, se
regd con agua proveniente de pozo profundo. Del dia 16 al 30 se utilizé una solucién

nutritiva tipo Steiner (1984) al 50% y posteriormente se regd con la misma solucién al

100%.

Transplante

De las plantas resistentes seleccionadas en invernadero se obtuvieron las partes
apicales tiernas, con las que se hizo micropropagacion en un laboratorio de cultivo de
tejidos. Las plantas resistentes donadoras de explantes se llevaron a campo abierto a
los 67 dias después de la siembra (28 de abril de 2003), donde se transplantaron en
surcos separados a una distancia de 1.5 m, dejandoles una parte del sustrato para que
siguiera haciendo efecto el herbicida.

Manejo del cultivo

Se aplicaron 100 g de fertilizante Triple-17® (17-17-17) por planta a los 15 dias
despues del trasplante. Después de cada una de dos granizadas severas que se

presentaron durante su ciclo de cultivo, se suministré 1.5 kg de vermicomposta a cada

37



planta, para garantizar su recuperacién, obteniéndose un ndmero aceptable de frutos
por planta. Asimismo, se mantuvieron mecanicamente libres de maleza. Todas las
flores femeninas de las plantas fueron autopolinizadas y cubiertas con bolsas de
glacyne para avitar contaminacion de polen externo por insectos o por el viento.

Las variables evaluadas fueron: porcentaje de germinacion a los 15 dias después de la
siembra (DDS); altura de planta (cm), nimero de hojas maduras, niimero de hojas
inmaduras y grosor de hipocotilo (cm) a los 15, 30 y 45 DDS; y porcentaje de dafio. El
porcentaje de dafio se evalué en una muestra aleatoria de 25 plantas por UE, utilizando
una escala adaptada de la formula para calificacion visual de Scott y Hollins (1974). EI
porcentaje de plantas resistentes se calculd con aquellas plantas que sobrevivieron
hasta el final de cada tratamiento. La tasa de reproduccion in vitro se cuantificé cada 21
dias después de haberse sembrado los explantes en medio de cultivo en el laboratorio.
Para el analisis de los resultados, se utilizd el programa estadistico SAS (Statistical
Analysis System).

Multiplicacion in vitro

Obtencién de explantes

De las plantas resistentes se obtuvo el material para los explantes, a partir de de las
puntas tiernas a las que se les quitaron las hojas (3 de abril de 2003). Previa
desinfeccion, los explantes obtenidos consistieron de un segmento de tallo (1.5 cm) con
una yema lateral, las que se propagaron en el laboratorio de cultivo de tejidos.
Desinfeccion

En el laboratorio de cultivo de tejidos, las puntas de guia de las plantas resistentes
primero se lavaron en agua jabonosa y se enjuagaron con agua corriente limpia durante

30 minutos. Luego fueron sumergidas en una solucién preparada con 1 g'litro™ de cada



uno de los fungicidas Benlate®, Captan® y Tecto 60® en mezcla, por 45 minutos. Ya
lavadas, el material se traslado a la campana de flujo laminar y ahi se colocé en una
solucién de hipaclorito de sodio al 10 % (v/v) adicionado con 20 gotas de Microdin® y 2
gotas de Tween 20® durante 10 minutos, después se cambiaron a una solucién de
peroxido de hidrogeno al 3% durante 30 minutos. Finalmente se enjuagaron tres veces
con agua esterilizada, quedando el material fuente de explantes estéril y listo para la
siembra.

Medio de cultivo

Los explantes usados fueron segmentos apicales de tallo de 1.5 cm de longitud con una
yema lateral en el punto medio. Se establecieron en medio de cultivo basico de
Murashige y Skoog (1962) (MS) sdlido (6 g'litro” de agar) suplementado con 3% de
sacarosa, a pH de 5.7+0.1, ajustado con soluciones de HCl 1N y 0.1N; NaOH 1N y 0.1N
segun se requiriera un ajuste grande y pequefio, respectivamente. El medio de cultivo
se esterilizd en una autoclave durante 20 minutos a 15lb-pulg®y a 121° C.

Siembra in vitro

Como explante de siembra se utilizaron segmentos de tallo (1.5 cm) de las plantas de
guias con yemas laterales. Una vez terminada la siembra in vitro, se incub6é a un
fotoperiodo dz 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, a temperatura de 26 + 2°C.
Cada 21 dias se realizaron subcultivos en el mismo tipo de medio de cultivo, pero

fresco.
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4.5. RESULTADOS Y DISCUSION

Germinacion. Ninguno de los herbicidas aplicados (atrazina, linuron y simazina)
interfirid con la germinacién, debido a que no se encontrd diferencia estadistica entre
tratamientos (Figura 1). Esto fue asi porque actuan inhibiendo el flujo de electrones en

la fotosintesis (Xiong, et al., 1998), proceso ausente durante la germinacion.
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Figura 1. Porcentaje de germinacion en calabaza pipiana (Cucurbita argyrosperma Huber var.
stenosperma.) a los 15 dias después de la siembra. Barras con la misma letra son
estadisticamente iguales (Tukey con P<0.05). Diferencia minima significativa (DMS %).

Crecimiento. Los tratamientos afectaron de manera similar el crecimiento de las
plantulas, a juzgar por el comportamiento las variables altura de planta, ndmero de
hojas maduras y numero de hojas inmaduras (Figura 2) durante los primeros 15y 30
dias, resultado congruente con lo encontrado por Darmency et al. (1992) en plantas de

las especies Brassica napus, Setaria italica'y Chenopodium album.
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Figura 2. Dinamica de la altura de planta (a), el nimero de hojas maduras (b) y el numero de hojas
inmaduras (c) en calabaza pipiana (Cucurbita argyrosperma Huber var. stenosperma).
Cada punto representa el promedio de 25 plantas muestreadas por tratamiento.

El porcentaje de dafio en las plantas a los 45 dds y el grosor que alcanzo el hipocotilo

(Figura 3) indicé que el dafio mas severo y rapido ocurridé con atrazina y simazina; en
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tanto que con linuron el dafio fue mas lento. Después de 60 dias la mayoria de las

plantas murieron, excepto aquellas resistentes y las del testigo.
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Figura 3. Dinamica del dafio en planta (a) y grosor de hipocotilo (b) en calabaza pipiana (Cucurbita
argyrosperma Huber var. stenosperma.). Cada punto representa el promedio de 25
plantas muestreadas por tratamiento.

El grosor de hipocotilo alcanzado con el tratamiento de linuron fue mayor. Esto pudo
deberse a que las plantas sobrevivientes detuvieron su crecimiento para tratar de
recuperarse de los dafios causados por el herbicida (Siminszky et al.,2000),
acumulando carbohidratos en sus partes basales, aunque al final las plantas

susceptibles murieron y las resistentes continuaron su crecimiento normal. Las plantas



del tratamiento testigo presentaron menor grosor de hipocotilo debido a que continuaron
usando sus fotosintatos para su crecimiento vegetativo normal. La atrazina ocasion¢ el
mayor dafo en plantulas, pues éstas presentaron el menor didmetro de tallo (Figura 3),
en contraste con el efecto producido por linuron.

En los primeros 30 dias el crecimiento vegetativo de las plantas resistentes y
susceptibles fue: similar (Figura 2 y 3) lo que podria tener implicaciones en la habilidad
competitiva y en la dinamica de la poblacién de calabaza frente a biotipos de maleza
también resistentes al herbicida (Remer y Kropff, 1999).

La atrazina y simazina causaron dafo similar y en linuron éste fue mas paulatino
comparado cori el testigo (Figuras 2, 3; Cuadro 1).

Cuadro 1. Comparaciones multiples de medias de cinco variables de calabaza pipiana (Cucurbita
argyrosperma Huber var. stenosperma) en respuesta a la aplicacion de tres herbicidas
selectivos usados en maiz. Chapingo, México. 2003.

Tratamiento Altura de Numero de Numero de Grosor de Dafio

planta hojas hojas hipocotilo (%)
(cm) maduras inmaduras (cm)

Atrazina 1800 g i.a. ha 817¢ 0.77 d 1.02b 0.27b 87.40 a

Linuron 1250 g .a. ha™ 19.86 b 275b 1.72 a 0.54 a 3140b

Simazina 1800 gi.a. ha™ 1117 ¢ 162c¢ 1.05b 0.32b 85.20 a

Testigo 37.27 a 3.72 a 1.84 a 0.44 a 00c

DMS 4.83 0.57 0.31 0.11 8.05

“Valores con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (P<0.05).
DMS: Diferencia minima significativa.

Resistencia a los herbicidas

Debido a que la poblacion de calabaza estudiada tenia amplia variabilidad genética,
derivada de la evolucién ocurrida como resultado de la seleccién y la mutaciéon, se
obtuvieron plantas resistentes (Cuadro 2). Queda pendiente estudiar la naturaleza de la

resistencia encontrada, misma que podria ser una sobreproduccion de un sitio

s
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bioquimico sensible al herbicida, resultando en un reducida afinidad con el herbicida
(Christoffers, 1999); o en la degradacion-destoxificacion del herbicida antes de que

alcance el sitio bioquimico clave dentro de la célula de la planta (Stalker et al., 1988).

Cuadro 2. Numero y porcentaje de plantas resistentes de calabaza pipiana (Cucurbita
argyrosperma Huber var. stenosperma) a herbicidas selectivos usados en maiz.
Chapingo, México.2003.

Tratamiento Dosis Semillas Semillas Numero de plantas Plantas resistentes
(gia. ha') tratadas germinadas resistentes (%)
Atrazina 1800 2000 1642 9 0.548
Linuron 1250 2000 1784 12 0.673
Simazina 1800 2000 1752 27 1.541
Testigo - 1000 835 - -

Las plantas resistentes fueron autopolinizadas para fijar en estado homdcigotico los
genes de resistencia. Con la autopolinizacion pueden obtenerse algunas otras
ventajas, como se ha observado en Chenopodium album (Bettini et al., 1987) donde las
pocas plantas sobrevivientes por su resistencia a herbicidas se autopolinizaron y en su
descendencia se encontraron plantas resistentes a altas dosis de atrazina (mayor a 40
kg-ha™), debido a que presentaron la mutacién psbA en el aminoacido 264.

Tasa de multiplicacion in vitro.
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Figura 4. Tasa de multiplicacion de calabaza pipiana (Cucurbita argyrosperma Huber var.
stencasperma) en cultivo in vitro.
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De las plantas resistentes se obtuvieron los segmentos tiernos apicales para tener
explantes y llevarlos a cultivo in vitro. La tasa de multiplicacion lograda (Figura 4) fue de
3.0, 3.2, 3.2, 3.6 plantas por explante durante el 1ro, 2do, 3er y 4to subcultivo,
respectivamente, teniendo un promedio fue de 3.26 plantas por explante por periodo de
21 dias, sin importar el herbicida al que haya resultado resistente la planta. Esta
especie presentd 12.4 % mas plantas por explante que C. moschata y fue menor en un
6.4 % y 15 % de C. pepo y C. ficifolia, respectivamente. Esto indica que se puede

proyectar la cantidad de plantas deseadas por un determinado tiempo.

4.6. CONCLUSION

Se logré obtener plantas de calabaza pipiana (Cucurbita argyrosperma Huber var.
stenosperma) resistentes a atrazina, linuron y simazina, con un 0.548, 0.673 y 1.541 %,
respectivamerite. Los resultados indicaron que es posible multiplicar plantas resistentes
y que través de la propagacion in vitro estas pueden micropropagarse vegetativamente,

con una tasa de incremento de 3.25 plantas por explante por periodo de 21 dias.
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5. RESISTENCIA DE CHILACAYOTE (Cucurbita ficifolia Bouché ) A ATRAZINA,
LINURON Y SIMAZINA 'Y SU PROPAGACION in vitro

F. Bautista-Reyes'; C. Villanueva-Verduzco?; A. Pefia-Lomeli®; F. Urzta-Soria*; J.

Sahagun-Castellanos®; T. Valdez-Hernandez?®; L. Channing-Merrick®
5.1. RESUMEN
En este estudio el objetivo fue obtener y multiplicar plantas de chilacayote resistentes a
tres herbicidas usados en cultivos de maiz, para ser utilizados en la asociacién maiz-
chilacayote con control quimico de maleza, uno de los principales problemas en este
sistema de cultivo. Se utilizé el disefio experimental completamente al azar, con cuatro
tratamientos: atrazina (1800 g i.a. ha™), linuron (1250 g i.a. ha™), simazina (1800 g i.a.
ha™') y un testigo, con 10, 10, 10 y 5 repeticiones, respectivamente. Las variables se
registraron cada 5 dias de los 15 a los 45 dias después de la siembra y fueron:
porcentaje de germinacién, altura de planta, nimero de hojas maduras, numero de
hojas inmaduras, grosor de hipocotilo, porcentaje de dafio, porciento de plantas
resistentes y tasa de multiplicacion in vitro. Se obtuvieron plantas resistentes a atrazina
(3.273 %), linuron (0.313 %) y simazina (1.651 %) y fueron autopolinizadas para fijar en
estado homocigético los genes de resistencia. La tasa de multiplicacién in vitro fue de

3.68 plantas por explante por periodo de 21 dias en medio de cultivo basico MS.

PALABRAS CLAVE: cucurbitaceas, herbicidas, resistencia, cultivo de tejidos.

' Resumen de |a tesis que presenta el autor como requisito parcial para obtener el grado de Maestro en

Ciencias en Horticultura.

2 Director de tesis: Profesor-Investigador de tiempo completo del Depto. de Fitotecnia. Universidad
Auténoma Chap ngo (UACh). Chapingo. México. C.P. 56230

% Asesor de tesis: Profesor-Investigador de tiempo completo del Depto. de Fitotecnia. Universidad
Autonoma Chapingo (UACh). Chapingo. México. C.P. 56230

* Asesor de tesis: Profesor-Investigador de tiempo completo del Depto. de Parasitologia Agricola.
Universidad Autonoma Chapingo (UACh). Chapinge. Mexico. C.P. 56230

® Agronomy Department. lowa State University. U.S.A.
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RESISTANCE OF FIG-LEAF GOURD (Cucurbita ficifolia Bouché) TO ATRAZINE,

LINURON AND SIMAZINE AND ITS in vitro PROPAGATION

5.2. ABSTRACT

In this study the objective was to obtain and to multiplicate fig-leaf gourd plants resistant
to three herbicides used in maize crops, to be used on the maize-fig-leaf gourd
association system with chemical weed control, because it is a main problem in this crop
system. Completely randomized experimental design was used with four treatments:
atrazine (1800 g a.i. ha™), linuron (1250 g a.i. ha™), simazine (1800 g a.i.ha™) and a
control, with 10, 10, 10 and 5 replications, respectively. The variables studied were
registered each 5 days since 15 to 45 days after showing and they were: germination
percentage, plant height, number of mature leaves, number of immature leaves,
hypocotyle thickness, percentage of damage, percent of resistant plants and
propagation rate in vitro culture. Plants resistant to atrazine (3.273%), linuron (0.313%)
and simazine (1.651%) were obtained and were autopollinated in order to fix the
resistant gene:s in homocigous stage. The multiplication rate in vitro was 3.68 plants per
explant for periods of 21 days in basic MS medium culture.

KEY WORDS: cucurbitacea, herbicides, resistance, tissue culture.
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5.3. INTRODUCCION

La agrobiodiversidad de calabazas es muy amplia en México, principalmente en
especies, forma, tamano, color de fruto, cantidad de semilla, calidad y grosor de pulpa,
tolerancia a ernfermedades y precocidad, entre otras caracteristicas (Montes, 1991).

La resistencia en respuesta a la presidén de seleccion ejercida por algin herbicida ha
evolucionado influenciada por varios factores: la naturaleza de cada herbicida, maleza,
y su combinacion, lo que afecta en gran medida la efectividad de la estrategia de
manejo del cultivo (Christoffers, 1999). De Prado et al. (1989) encontraron en
Chenopodium album, Conyza bonaeriensis y Setaria glauca que las aplicaciones de 5
kg de i.a. ha™ de atrazina o simazina, produjeron biotipos altamente resistentes a estos
herbicidas. Secuenciando una porcion del gene psbA del cloroplasto, la resistencia de
Poa annua L. a simazina y diurcn se debe a una mutacion de la serina 264 a glicina, la
cual reduce la afinidad de los herbicidas triazina en el punto de union de Qg en la
proteina D1 en el fotosistema |l (Steven ef al., 1999).

En México, pese a que es uno de los principales poseedores de la diversidad genética,
no existen variedades mejoradas de chilacayote (Cucurbita ficifolia Bouché) acordes a
las necesidades de los agricultores en las diferentes regiones agricolas. Asi que el
objetivo del presente trabajo fue contribuir a satisfacer dicha necesidad del pais,
mediante la seleccidn y multiplicacion de plantas de chilacayote resistente a los
herbicidas selzctivos usados en maiz con el propésito de usarlas donde se cultiva maiz-
chilacayote en asociacion y es importante el control de maleza con herbicidas (atrazina,

linuron y simazina), debido a que no son selectivos a ambas especies. El uso de la



técnica de cultivo de tejidos permitira incrementar el germoplasma resistente para

disponer de semilla utilizable en corto tiempo.

5.4. MATERIALES Y METODOS

Obtencion de plantas resistentes

Siembra

El dia 21 de febrero del afio 2003 se establecié un experimento para seleccionar
plantas resistentes a herbicidas selectivos usados en maiz. Se utilizé un invernadero
ubicado en el campus sede de la Universidad Autbnoma Chapingo, localizado a 19°29’
de latitud norte y 98°53 de longitud oeste a una altura de 2250 msnm, con un clima
Cb(wo)(i")g, que es templado subhimedo, temperatura media anual de 15.2°C, con
lluvias en verano y una precipitaciéon media anual de 636.5 mm (Garcia, 1988).

La poblacién basica de chilacayote (Cucurbita ficifolia Bouché.) utilizada fue el
compuesto de una poblaciéon recombinada con 70 colectas de los Estados de México,
Puebla, Tlaxcala y Morelos, en su segundo ciclo de adaptacion a Chapingo (Valdez et
al., 1998). De esa poblaciéon se obtuvieron nueve familias de medios hermanos
maternos seleccionadas por alto potencial de rendimiento. Los tipos de chilacayote
corriente son usados para consumo de fruto maduro, ya sea como dulces cristalizados
tipicos o como forraje para ganado.

Tratamientos

Se uso el disefio experimental completamente al azar con cuatro tratamientos: Atrazina
1800 g i.a. ha™'(Gesaprim®), Linuron 1250 g i.a. ha™'(Lorox 50 DF®), Simazina 1800 g

i.a. ha'(Simanex 50SC®) y Testigo, se utilizaron 10, 10, 10 y 5 repeticiones,
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respectivamente. La unidad experimental (UE) fue una charola de plastico de 45 X 35 X
11cm sin perforaciones para evitar pérdidas del herbicida, donde se sembraron 200
semillas. A cacda contenedor se le adicionaron 850 g de Peat-Moss®, con pH de 5.8,
con lo que alcanzd un espesor de 8 cm de sustrato en la charola.

Antes de la siembra, las semillas se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 5% (v/v)
por 15 minutos, luego se enjuagaron con abundante agua y se dejaron escurrir. Las
semillas se sembraron dispuestas en surquillos equidistantes, de tal manera que el
extremo mas angosto se orientara hacia abajo al colocarla de forma vertical,
manteniendo la misma posicion, profundidad y distancia.

Las dimensionesv de las charolas de plastico fueron de 45 X 35 X 11cm, sin
perforaciones para evitar pérdidas del herbicida. A cada contenedor se le adiciond en
promedio 850 g de Peat-Moss®, con pH de 5.8.

Riegos

Después de la siembra se regd a capacidad de campo (CC) y con una aspersora
manual se aplicé el herbicida correspondiente, usando una boquilla tipo abanico plano
Teejet 8004. E| sustrato se mantuvo a 85% de su CC. Durante los primeros 15 dias se
regd con agua limpia proveniente de pozo profundo. Del dia 16 al 30 se utiliz una
solucién nutritiva tipo Steiner (1984) al 50% y posteriormente los riegos fueron con la
misma soluci¢n al 100% de concentracion.

Transplante

Una vez que se obtuvo el material fuente para los explantes a sembrar in vitro, de las
plantas resistzntes, dichas plantas se transplantaron en campo abierto a los 67 dias
después de la siembra a una distancia entre surcos y plantas de1.5 metros y dejandole

el sustrato para que continuara haciendo efecto el herbicida.
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Manejo del cultivo

Se aplicaron 100 g de fertilizante Triple-17® (17-17-17) por planta a los 15 dias
después del frasplante. Después de cada una de dos granizadas severas que se
presentaron durante su desarrollo, se suministré 1.5 kg de vermicomposta a cada
planta, para cbtener un nimero aceptable de frutos por planta. Estuvieron libres de
maleza mediante control mecanico. Todas las flores femeninas de las plantas fueron
autopolinizadas y se cubrieron usando bolsas de glacyne para evitar contaminacién de
polen externo por insectos o por el viento.

Las variables evaluadas fueron: porcentaje de germinacion (%) a los 15 dias despues
de la siembra (DDS); altura de planta (cm), nimero de hojas maduras, nimero de hojas‘
inmaduras y grosor de hipocotilo (cm) a los 15, 30 y 45 DDS; porcentaje de dafio (%)
evaluado en una muestra aleatoria de 25 plantas por UE, utilizando una escala
adaptada de la férmula para calificaciéon visual de Scott y Hollins (1974); porcentaje de
plantas resistentes, calculada con plantas que sobrevivieron al final de cada tratamiento
y tasa de multiplicacion in vitro, evaluada con el nimero de explantes obtenidos cada
21 dias después de haberse sembrado los explantes en medio de cultivo.

El analisis de los resultados, se realizé con el programa estadistico SAS (Statistical
Analysis System).

Multiplicacién in vitro

Obtencion de explantes

En el laboratorio de cultivo de tejidos, las puntas tiernas de las plantas resistentes se

sometieron a desinfeccion para usarlas como fuente de explantes (3 de abril de 2003).
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Desinfeccion

Primero se lavaron en agua jabonosa y luego se les enjuagd con abundante agua
corriente limpia durante 30 minutos. Después se sumergieron en una solucién
preparada mezclando 1 g-litro™" de los fungicidas Benlate®, Captan® y Tecto 60® por
45 minutos. En la campana de flujo laminar se colocaron en una solucion de hipoclorito
de sodio cloralex® al 10% (v/v) adicionado con 20 gotas de Microdin® y 2 gotas de
Tween 20® por 10 minutos. Luego fueron cambiados a una soluciéon de peroxido de
hidrogeno al 3% durante 30 minutos. Finalmente se enjuagaron trés veces con agua
esterilizada, quedando el material fuente, estéril y listo para obtener explantes de 1.5
cm de longitud con una yema axilar, y proceder a la siembra.

Medio de cultivo

Los explantes se establecieron en el medio de cultivo basico de Murashige y Skoog
(1962) (MS), suplementado con 3% de sacarosa y solidificado con 6 g-litro”" de agar. El
pH se ajusté a 5.7+0.1 con soluciones de HCl 1N y 0.1N, NaOH 1N y 0.1N segun si el
ajuste requerido era grande o pequefio, respectivamente. Previo a Ia siembra el medio
de cultivo se esterilizé en una autoclave durante 20 minutos a 15lb-pulg?y a 121° C.
Siembra in vitro

En la siembra se utilizaron yemas laterales con un segmento de tallo (1.5 cm) como
explantes. Terminada la siembra de explantes en los frascos con medio de cultivo,
éstos se incubaron a un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, a
temperatura de 26 + 2°C. Cada 21 dias, se realizaron subcultivos usando el mismo

medio de cultivo fresco.



5.5 RESULTADOS Y DISCUSION

Germinacién. Los herbicidas atrazina, linuron y simazina no interfirieron en la
germinacion puesto que no se encontraron diferencias estadisticas entre tratamientos
(Figura 1). De antemano se sabe que su modo de accion es mediante la inhibicién del
flujo de electrones en la fotosintesis, por eso la plantula muere cuando se le agotan las

reservas de la semilla y debe empezar a producir sus propios alimentos (Xiong ef al,

1998).
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Figura 1. Porcentaje de germinacién en chilacayote (Cucurbita ficifolia Bouché) a los 15 dias

después de la siembra. Barras con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey
con P<0.05). Diferencia minima significativa (DMS %).

Crecimiento. A juzgar por las variables altura de planta, nimero de hojas maduras y
numero de hojas inmaduras, los tratamientos afectaron el crecimiento de las plantas de
manera similar durante los primeros 15 y 30 dias (Figura 2 y 3). Es resultado

congruente g lo encontrado por Darmency et al. (1992) en especies de Brassica napus,

Setaria italica y Chenopodium album.
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Figura 2. Dinamica de la altura de planta (a), el nimero de hojas maduras (b) y el nimero de hojas
inmaduras (c) en chilacayote (Cucurbita ficifolia Bouché). Cada punto representa el
promedio de 25 plantas muestreadas por tratamiento.

En altura de planta y nimero de hojas maduras e inmaduras el mayor dafio lo ocasiono

la atrazina y simazina porque las plantas fueron mas pequefias y con menos hojas que

i
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se dafaron durante los primeros 30 dias y el dafio causado por el linuron fue paulatino.
A los 45 dias existi6 mayor diferencia entre los tratamientos causados por los herbicidas
debido a la inhibicion del flujo de electrones durante la fotosintesis y el testigo continud

su crecimientc normal.
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Figura 3. Dinamica del dafio en planta (a) y grosor de hipocotilo (b) en chilacayote (Cucurbita
ficifolia Bouché). Cada punto representa el promedio de 25 plantas muestreadas por
tratamiento.

En la Figura 3 se observa que el dafio mas severo y rapido correspondié a los
tratamientos con atrazina y simazina, y en el tratamiento con linuron el dafic fue mas

lento, aunque al final del experimento todas las plantas susceptibles murieron, excepto



en el testigo. Esto porque las plantas alcanzaron menor grosor de hipocotilo (45 dds) y
el porcentaje de dafo fue mayor.

El grosor del hipocotilo a los 45 dds (Figura 3) fue mayor en el tratamiento de linuron,
debido a que las plantas temporalmente sobrevivientes detuvieron su crecimiento para
tratar de recuperarse de los dafios causados por el herbicida (Siminszky et al., 2000)
acumulando carbohidratos en sus partes basales, pero al final murieron, en tanto que
las plantas resistentes continuaron su crecimiento normal, mostrando un grosor de
hipocotilo equivalente al del testigo porque las plantas siguieron usando sus fotosintatos
de manera normal.

Durante los primeros 30 dias, se observé que el crecimiento vegetativo de las plantas
resistentes y susceptibles fue igual (Figuras 2 y 3) lo que podria tener implicaciones en
la habilidad competitiva y en la dinamica de la poblacion de chilacayote frente a biotipos
de maleza tarnbién resistentes al herbicida, tal como lo sefialan Remer y Kropff (1999).
Los herbicidas atrazina y simazina causaron dafio similar. En el caso de linuron su

efecto de dafio fue paulatino comparado con el testigo (Figuras 2, 3; Cuadro 1).

Cuadro 1. Comparaciones miultiples de medias de cinco variables de chilacayote (Cucurbita
ficifolia Bouché) en respuesta a la aplicacion de tres herbicidas selectivos usados en
maiz, Chapingo, México. 2003.

Tratamiznto Altura de Numero de Numero de Grosor de Dafio

planta hojas hojas hipocotilo (%)
(cm) maduras inmaduras (cm)

Atrazina 1800 gi.a. ha™ 7.24 b 1.80 bc 1.00b 0.29b 70.40¢

Linuron 1250 ¢ i.a. ha™ 15.80 b 2.32b 1.10b 0.33 ab 78.60b

Simazina 1800 g i.a. ha™ 9.10b 122¢ 1.00 b 0.32b 83.60 a

Testigo 76.42 a 6.04 a 2.08 a 044 a 0.00d

DMS 7.95 0.65 0.16 0.1 491

“Valores con la misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (P<C.05).
DMS: Diferencia minima significativa.



Resistencia a los herbicidas.

Con la metodologia aplicada se obtuvieron plantas resistentes como lo muestra el
Cuadro 2 debido a que la poblacién base de chilacayote usada tenia amplia
agrobiodiversidad y probablemente a que el germoplasma ha crecido en suelos con
estos herbicidas residuales. Entre las posibles bases metabodlicas de la resistencia
encontrada estan la sobreproduccién de un sitio bioquimico sensible a herbicida,
resultando en un reducida afinidad con el herbicida (Christoferrs, 1999); o la
degradacion-destoxificacion del herbicida antes de que alcance el sitio biogquimico clave
dentro de la célula de la planta (Stalker et al., 1988), aunque no se descarta encontrar
un nuevo macanismo de resistencia cuando se hagan los estudios especificos
necesarios.

Cuadro 2. Nimero y porcentaje de plantas resistentes de chilacayote (Cucurbita ficifolia Bouche) a
herbicidas selectivos usados en maiz. Chapingo, México. 2003.

Tratamiento Dosis Semillas Semillas Namero de plantas Plantas resistentes
(gi.a. ha™) tratadas germinadas resistentes (%)
Atrazina 1800 2000 1894 62 3.273
Linuron 1250 2000 1918 6 0.313
Simazina 1800 2000 1938 32 1.651
Testigo - 1000 914 - -

Se autopolinizaron artificialmente las plantas resistentes para fijar en estado
homocigético los genes de resistencia y estar en posibilidad de encontrar genotipos con
resistencia acentuada en las generaciones avanzadas, tal como se ha observado en
Chenopodium album (Bettini et al., 1987) donde pocas plantas sobrevivientes a
herbicida se autopolinizaron y entre sus descendientes se encontraron plantas
resistentes a altas cantidades de atrazina (mayor a 40 kg-ha™) debido a la mutacion

psbA en el arninoacido 264.
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Figura 4. Tasa cle multiplicacion de chilacayote (Cucurbita ficifolia Bouché) en cultivo in vitro.

Las plantas resistentes se llevaron a micropropagacion en cultivo in vitro y la tasa de
multiplicacion alcanzada (Figura 4) fue de 2.4, 3.3, 4.2 y 4.9 plantas por explante
durante el 1er, 2do, 3er y 4to subcultivo, teniendo como promedio 3.68 plantas por
periodo de 21 dias sin importar el herbicida al que fueran resistentes las plantas,
indicando que se puede proyectar la cantidad de plantas y semilla deseadas en un
determinado periodo de tiempo.

5.6. CONCLUSION

Fue posible obtener plantas de chilacayote (Cucurbita ficifolia B.) resistentes a
herbicidas. La magnitud de la frecuencia de plantas resistentes a atrazina, simazina y
linuron resultd de 3.273, 1.651 y 0.313 %, respectivamente. Los resultados indicaron y
que traveés de la micropropagacion es posible predecir la cantidad de plantas a obtener
por unidad de tiempo, teniendo una tasa de multiplicacién de 3.68 plantas por explante

por periodo de 21 dias.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

En las cuatro especies de calabazas estudiadas (Cucurbita pepo L., C. argyrosperma
Huber var. stenosperma, C. moschata Duch. y C. ficifolia Bouché) fue posible obtener
plantas resistentes a las dosis comerciales de herbicidas atrazina (1800 g i.a.ha™),
linuron (1200 g i.a.ha™) y simazina (1800 g i.a.ha') usadas en maiz, debido a la amplia
variabilidad genética existente, indicando que es posible reincorporar el cultivo de la
calabaza en asociacion con maiz. La tasa promedio de multiplicaciéon in vitro para
Cucurbita ficifolia Bouché., C. pero L., C. argyrosperma Huber var. stenosperma y C.
moschata Duch. fue 3.68, 3.41, 3.25 y 2.89 plantas por explante por periodo de 21 dias,

respectivamente.



