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RESUMEN

El zacate Johnson es una de las malezas mas perjudiciales en el mundo. En
México se encuentra ampliamente distribuido en casi todo el territorio nacional
infestando los cultivos de maiz, cafia de azucar, varias hortalizas, frutales y
plantas ornamentales. El objetivo de esta investigacion fue evaluar los efectos del
nicosulfuron, herbicida perteneciente a la familia de las Sulfonilureas, que inhiben
a la enzima Acetolactato sintetasa (ALS), sobre cinco biotipos con sospecha de
resistencia en tres etapas de desarrollo, en plantas con 7a8,9a10yde 3 a4
hojas verdaderas respectivamente. Los biotipos son provenientes del ejido Arenal
Oro Verde, Isla, Veracruz. Se utilizd un disefio experimental completamente al
azar con 4, 4y 10 repeticiones respectivamente. El experimento se condujo bajo
condiciones de invernadero. Se asperjaron las dosis de nicosulfuron a razén de 0,
10, 20, 40, 80, 160, 320, 640 g i.a. ha™*. Los datos obtenidos de peso fresco fueron
analizados usando un modelo de regresion no lineal, para determinar las curvas
de dosis- respuesta y el factor de resistencia (FR). Los cinco biotipos fueron
resistentes en las tres etapas de desarrollo, los biotipos B1, B2, B3 y B4 mostraron
los valores mas altos del factor de resistencia, (24, 25, 21y 37) en plantas de 7 a 8
hojas, el B5 obtuvo un factor de resistencia de 4.25. En el segundo experimento
los FR del B1 y B3 fueron de 32 y 12, en los demas biotipos la EDs5, fué tan alta
gue no se pudo calcular los FR, sin embargo, la resistencia se confirmé al obtener
los factores de resistencia de las plantas cuando estas fueron asperjadas en
estado de 3 a 4 hojas, los biotipos B3, B5 y B4 presentaron FR de 12, 10y 8
respectivamente y los B1y B2 con FR de 4. Los resultados exhibidos manifiestan
gue en etapas tempranas de desarrollo, los FR disminuyeron, aspecto importante
a considerar por parte de los productores. De acuerdo con estos resultados se

concluye que los biotipos de zacate Johnson son resistentes a nicosulfuron.

Palabras clave: Biotipos, dosis respuesta, factor de resistencia, ALS

ALEJANDRA MARIN GARCIA



ZACATE JOHNSON (Sorghum halepense (L) Pers)) RESISTENTE A NICOSULFURON

ABSTRACT

Johnson grass is one of the most noxious weed in the world. It is widely spread in
almost all Mexican territory infesting corn, sugar cane, several vegetables, fruits
and ornamental plants. The main objective of this research was the evaluation of
the effect with eight increasing doses of nicosulfuron. This nicosulfuron is a
herbicide that belongs to the sulfonylureas family and which Mode of Action is the
inhibition the ALS (Acetolactate Synthase Enzyme). The evaluation was made on
five suspected resistant biotypes in two developmental stages. In plants with 7 to 8
and 3 to 4 truly leaves respectively. These Biotypes were brought from "El Ejido
Arenal Oro Verde", Ciudad Isla, Veracruz. The experimental design used was a
completely randomized design with 4 and 10 repetitions. The experiment was
conducted under greenhouse conditions. The sprayed doses of nicosulfuron were:
0, 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640 g a. i. ha-1. The fresh weight data was analyzed
using nonlinear regression model to determine the curves of dose-response and
the resistance factor (RF). The five biotypes were resistant at both developmental
stages. The B1l, B2, B3 and B4 biotypes showed the highest values of the
resistance factor (24, 25, 21 and 37) on those plants with 7 to 8 truly leaves. The
B5 biotype obtained a resistance factor of 4.25. The resistance was confirmed
while obtaining resistance factors on plants that were sprayed on the 3-4 truly
leaves stage. The B3, B4 and B5 biotypes showed a RF of 12, 10 and 8
respectively and B1 and B2 biotypes showed a FR 4. The obtained results
demonstrate that the FR decrease on early stages of development. This
consideration must be considered by growers and producers so they can handle
this weed. Based on these results, it is observed that all five Johnson grass

biotypes are resistant to nicosulfuron.

Key words: biotypes, dose- response, factor resistance, ALS
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1. INTRODUCCION

Las malezas presentan atributos de caracter invasivo debido a una serie de
caracteristicas fisiolégicas que les confieren mayor capacidad de adaptacion,
sobrevivencia y crecimiento con respecto a los cultivos. Entre ellas podemos
destacar: similitud morfoldgica y fisioldgica a los cultivos, regeneracion a través
de propagulos vegetativos, produccién abundante de semillas que presentan
distintos mecanismos de dormancia asegurando su longevidad, germinacion
escalonada en el tiempo, gran capacidad de competitividad por agua, luz y
nutrientes, alta capacidad de crecer en condiciones adversa y en muchos
casos tolerancia o resistencia a herbicidas (Anderson, 1996; Ross y Lembi,
2009).

El manejo y control de malezas ha tenido grandes avances. Los herbicidas han
sido una herramienta indispensable en el manejo y control de especies nocivas.
La fiabilidad de estas sustancias en el control de malezas es debida a la
eficacia y la facilidad en el manejo entre otras. Sin embargo, las malezas

también se adaptan a la accion de los herbicidas.

En las udltimas décadas, la resistencia a herbicidas es quizd una de las
mayores preocupaciones cientificas, esta resistencia se refiere a la capacidad
qgue han desarrollado las poblaciones de malezas a un cierto herbicida para
resistir a ese compuesto y completar su ciclo biolégico cuando el herbicida es
aplicado en sus dosis normales; aspecto que se ha incrementado seriamente

en los ultimos afios (Heap y LeBaron, 2001).

Cuando aparece un biotipo de una maleza resistente a uno o varios herbicidas,
se puede perder esa herramienta de control en particular, afecta grandes areas
de siembra de cultivos, incrementar los costos de produccion, causar un mayor
impacto ambiental y la pérdida de competitividad agricola (Dominguez y
Medina, 2010).

El zacate Johnson (Sorghum halepense (L.) Pers.) es considerada como una
de las diez malezas mas perjudiciales a nivel mundial en cultivos de maiz (Zea

mays L.), algodon (Gossypium hirsutum L) y cafia de azucar (Saccharum

ALEJANDRA MARIN GARCIA
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officinarum L), en climas calidos y templados, provocando serios problemas en

mas de 30 cultivos de 53 paises (Holm et al., 1977).

Dado su caracter invasor, en Argentina se prohibié el cultivo de zacate
Jhonson. También fue prohibida la venta de semillas de Sorghum sudanense
(Piper) Stapf y de S. saccharatum (L.) Moench. que contengan semillas de
"sorgo de alepo". Esta restringido y declarado maleza nociva en muchos
estados de E.U.A. y en otras partes del mundo (USDA, 2012).

En México para el afo 2009 se documentaron los primeros casos de
resistencia de esta maleza para el grupo de herbicidas B / 2* (Sulfonilureas,
imidazolinonas, Triazolpirimidinas, Pirimidinil-tiobenzoantos y Sulfonil-amino-
carbonil-triazolinonas) en el cultivo de maiz. A este grupo se le conoce como

herbicidas inhibidores de la enzima Acetolactato sintetasa (ALS).

OBJETIVOS

Objetivo general

Confirmar el caracter resistente a nicosulfuron metilo, en diferentes biotipos de
Sorghum halepense (L) Pers recolectados en la region de Cd. Isla Veracruz,

México.
Objetivos particulares

1. Confirmar mediante ensayos de dosis respuesta si algunos biotipos de
Sorghum halepense (L) Pers poseen resistencia a nicosulfuron

2. Determinar el factor de resistencia de cada una de las poblaciones de
Sorghum halepense (L) Pers Pers, resistentes a nicosulfuron con

relacion a las poblaciones mas susceptibles.

HIPOTESIS

Ho: El uso continuo de nicosulfuron para controlar Sorghum halepense

(L) Pers, genera biotipos resistentes a este herbicida.

Ha: El uso continuo de nicosulfuron para controlar Sorghum halepense

(L) Pers, no genera biotipos resistentes a este herbicida.

! Clasificacion de los Herbicidas segtn el Herbicide Resistence Action Committe
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Conceptos basicos

Maleza

Muchas son las definiciones encontradas en la bibliografia, se definen a las
malezas, basados en conceptos antropogeénicos; es decir, aquellos que
incluyen la interferencia que tienen con los objetivos o intereses del hombre,
o bien en términos ecologicos basados en las caracteristicas comunes
observadas en especies que repetidamente muestran un comportamiento
invasivo de las zonas cultivadas. Una de las definiciones mas aceptadas es la
propuesta por la Weed Science Society of America quien sefiala que son
“Plantas que crecen en un lugar no deseado Yy que interfiere con los
intereses del hombre” (Ross y Lembi, 2009; Burridge, 2005).

Tolerancia

La tolerancia esta definida como la capacidad heredable de una especie para
sobrevivir y reproducirse después de una aplicacibn de herbicidas. Esto
implica que no hubo manipulacion genética para que la planta sea tolerante
(Valverde et al., 2000; Cruz, 2010; WSSA, 2012).

Resistencia

La resistencia a herbicidas es definida como la capacidad hereditaria de una
planta a sobrevivir y reproducirse después de ser expuesta a una dosis de
herbicida que normalmente es letal para el tipo silvestre. En una planta la
resistencia puede ser de forma natural o inducida por técnicas como la
ingenieria genética o la seleccion de variantes producida por cultivo de tejidos
o0 mutagénesis (Gressel y Segel 1982; Vidal, 1997; WSSA, 2012).

Biotipo

Es denominado al grupo de plantas de una especie que presentan identidad
para un determinado caracter; como ser resistente a un determinado herbicida
(Greesel, 2002; Moss, 2002).

Poblacién

Es un conjunto de individuos de una especie de maleza que invaden un area.
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2.2. Malezas resistentes a herbicidas

Historia y distribucion

El primer caso de resistencia a los herbicidas (al 2,4-D) fue constatado por
Hilton en 1957, sin embargo, la resistencia de las malezas a los herbicidas
comenzO a ser reconocida hasta 1970, solamente después que se informo
sobre el primer caso de resistencia a las triazinas en Senecio vulgaris. Durante
varios afios la resistencia a las triazinas fue el caso mas notorio (Valverde,
2004).

Desde la identificacion de este primer biotipo resistente el incremento anual es
considerable en cuanto al niumero de malas hierbas resistentes a herbicidas en
el mundo, experimentado un crecimiento exponencial a partir de los afios
ochenta (Figura 1). Este aumento en especies y biotipos, amenaza a muchas
regiones agricolas del mundo (Cruz, 2010).

250

200

Numero de biotinos resistentes

1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015

Ano

Figura 1. Incremento cronolégico en el nimero de biotipos de malezas resistentes a
herbicidas en el mundo (Modificado de Heap, 2012).
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En la actualidad existen 393 biotipos de malezas resistentes a herbicidas
pertenecientes a 211 especies (124 dicotiledoneas y 87 monocotiledéneas) en
61 paises (Heap, 2012).

Las caracteristicas de las malezas vy del herbicida influyen en la tasa de
evolucion de la resistencia. En el caso de las malezas, las caracteristicas mas
importantes son la frecuencia de genes, el tamafio y la viabilidad del banco de
semillas del suelo y la adaptabilidad al medio. En el herbicida se deben
considerar factores como eficacia, dosis, frecuencia de aplicacion vy
persistencia en el suelo. La importancia relativa de estos factores se ha tratado
de determinar mediante el uso de modelos (Gressel y Segel, 1990; Morrison y
Friesen, 1996).

Los grupos mas importantes de herbicidas que se ven afectados por el
problema de la resistencia, por numero de casos son, los inhibidores de la
enzima Acetolactato Sintasa (ALS), inhibidores del Fotosistema I, Inhibidores
de la enzima Acetil Co-enzima A carboxilasa (ACCasa), Auxinas Sintéticas,

Bipiridilos, Ureas Sustituidas, Cloroacetamidas y Glicinas (Cuadro 1).

La mayoria de los casos de resistencia a los herbicidas han ocurrido en los
paises desarrollados como Alemania, Australia, Brasil, Canada, Espafa,
Estados Unidos, Francia, Italia e Israel (Cuadro 2), que contribuyen con el 60%

de los casos de resistencia registrados (Valverde y Heap, 2010).

Los biotipos resistentes se registran la primera vez que una maleza evoluciona
resistencia a uno o mas herbicidas pertenecientes a un grupo especifico, es
decir si una maleza es resistente a los bipiridilos en tres paises se registra
como un Unico biotipo resistente; la misma especie resistente a glifosato en

seis paises se registra como otro biotipo resistente (Valverde y Heap, 2010).

En América Latina los herbicidas inhibidores de ALS son unos de los
principales grupos a los que las malezas han evolucionado resistencia, con 16
especies confirmadas. La alta presion de seleccion impuesta por estos
herbicidas tan eficaces y la propension de su sitio de accion a mutar, hicieron

gue rapidamente aparecieran malezas resistentes (Valverde y Heap, 2010).
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Cuadro 1. Biotipos de malezas resistentes a herbicidas de acuerdo con el grupo
quimico al que pertenece.

. . . Grupo Ejemplo de No de
Grupo de herbicida Sitio de accion HRAC?  herbicida biotipos
Inhibidores ALS Inhibicion de la B Clorsulfuron 127
acetolactato sintasa ALS
Inhibidores del Inhibicion de la fotosintesis Atrazina
X : C1 69
Fotosistema Il en el Fotosistema Il
Inhibidores ACCasa Inhibicion de acetil Co Diclofop-metil
enzima A carboxilasa A 42
(ACCasa)
Auxinas sintéticas Actua como el acido o 2,4-D 30
indolacetico
Bipiridilos Fotosistema | D Paraquat 28
Glicinas Inhibicion de EPSP Glifosato
. G 24
sintetasa
Ureas y Amidas Inhibicién de la fotosintesis Clorotoluron
. (o 22
en el Fotosistema Il
Dinitroanilinas y otros Inhibicién de microtibulos K1 Trifluralina 11
Tiocarbamatos y otros  Inhibicion de la sintesis de N Trialate 3
lipidos
Inhibicion de POP Inhibicion de E Oxiflourfen 6
Protoporfirinbgeno oxidasa
Triazoles, ureas, Inhibicion de la sintesis de Amitrole
isoxasolidinonas carotenoides, (punto F3 5
exacto desconocido)
Cloroacetamidas y Inhibicion de la divisién Butaclor
otros celular (inhibicién de
. K3 4
acidos grasos de cadena
larga)
Nitrilos y otros Inhibicién de la fotosintesis Bromoxynil
. C3 4
en el Fotosistema Il
Inhibidores de Inhibicion de sintesis de Flurtamone
biosintesis de carotenoides F1 3
carotenoides
Inhibidores de la Inhibicion de la sintesis de H Glufosinato 5
sintesis de glutamina glutamina de amonio
Acidos Desconocido 2 Flamprometil 5
ariaminopropionicos
Desconocido Desconocido Z Cloroflurenol 2
Inhibidores de de la Inhibicion de la enzima 4- Isoxaflutole
enzima 4-HPPD hidroxifenil piruvato F2 1
dioxigenasa
Inhibidores de mitosis Inhibidor de la mitosis, Propam
Inhibidor de la
. . ", K2 1
polimerizacion de
microtUbulos.
Inhibidores de la Inhibicion de la sintesis de L Diclobenil 1
sintesis de celulosa pared celular.
Organoarsenicales Desconocido 7 MSMA 1
Numero total de biotipos resistentes a herbicidas 393

? Clasificacion de los herbicidas seguin el Herbicide Resistance Action Committee (HRAC).

www.weedcience.com
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La resistencia a inhibidores de ALS ha ocurrido en cereales, rotaciones de
maiz/soya (Glycine maxima L.), arroz (Oriza sativa L.), bordes de carretera y

plantaciones forestales (Valverde y Heap, 2010).

Existen cinco grupos de herbicidas que inhiben la ALS que son: Solfonilureas,
Imidazolinonas, Triazolpirimidinas, Pirimidinil-tiobenzoantos y Sulfonil-amino-

carbonil-triazolinonas (Dominguez, 2010).

Cuadro 2. Biotipos de malezas resistentes a herbicidas por pais.

Pais No Pais No Pais No Pais No
USA 140 Chile 14  Noruega 5  Fiji 1
Austria 61 Polonia 14  Tailandia 5 Guatemala 1
Canada 55  Sudafrica 14  Bulgaria 4  Honduras 1
Francia 33  Suiza 14  Dinamarca 3 Uruguay 1
Espafia 33  Coreadel sur 12 India 3 Indonesia 1
Brasil 27 Iran 11 Filipinas 3 Irlanda 1
Israel 27 Nueva Zelanda 10 Portugal 3 Kenia 1
Alemania 26  Argentina 9  Australia 2  Nicaragua 1
Italia 26  Venezuela 9 Paraguay 2 Panama 1
China 24 Bolivia 7  SrilLanka 2  Arabia 1
saudita

Reino Unido 24  Grecia 7  Suecia 2  Eslovenia 1
Bélgica 18 Paises bajos 7  Chipre 1 Taiwan 1
Japén 18  Colombia 6  Ecuador 1 Tunez 1
Malasia 17  Yugoslavia 6  Egipto 1

Republica Checa 16 Costarica 5 Elsalvador 1

Turquia 15 México 5 Etiopia 1

* www.weedsience.com

Sulfonilureas

Historia y descripcion de las Sulfonilureas

El descubrimiento de los herbicidas Sulfonilureas comenzé una nueva era en el
control de malezas. En 1975 el investigador George Levitt, descubrié las
Sulfonilureas, una familia de herbicidas con gran eficacia a dosis
extremadamente bajas, gran selectividad a diversos cultivos y baja toxicidad
para mamiferos, las convirti6 en uno de los grupos mas importantes de

herbicidas en el mercado (Valverde y Heap, 2010).

Esta familia de herbicidas actda inhibiendo la enzima Acetolactato sintetasa
(ALS), que es esencial para el crecimiento de las plantas. Controlan un amplio
rango de malezas gramineas y de hoja ancha, siendo selectivas para los

cultivos como arroz, trigo, cebada, soya y maiz, los cuales tienen la capacidad
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de metabolizarlas y detoxificarse. Ademas, este tipo de herbicidas es
considerado seguro para los animales y humanos ya que ambos carecen de la

enzima blanca de las Sulfonilureas (Carriquiry y Rios, 2007).

Cuando las primeras Sulfonilureas fueron probadas en experimentos de
campo, las dosis iniciales eran en el entorno de 300 g, no se tenian
antecedentes de tan alto potencial de control a tan bajas dosis. Asi fue que, se
lleg6 a instalar un experimento donde la dosis se multiplicé por 100, ya que no
existian antecedentes de herbicidas que se aplicaran en g/ha. A dos afios de
las aplicaciones, no crecian malezas en las parcelas del ensayo, a pesar de

gue la vida media de los herbicidas es de 6 a 8 semanas (Bhardawaj, 2007).

La molécula basica de las sulfonilureas consiste en tres partes: un grupo aryl,
el puente sulfonilurea y un anillo heterociclico que contiene nitrégeno (Hay,
1990). Cada una de estas partes tiene un rol importante en determinar el efecto

final del herbicida (Figura 2).

R
s e X
| : N
| SO,NHCONH 4—</ \
i N
s e Y
Aryl | Puente ' Anillo heterociclico

Figura 2 Estructura quimica de las sulfonilureas (Tomado de Hay, 1990)

Cada uno de los tres componentes puede ser modificado de forma de obtener
una mayor actividad herbicida, es decir que utilizando menos cantidad de la

sulfonilurea se logre un porcentaje de control de malezas aceptable.

Este tipo de herbicidas pueden ser absorbidos tanto por raices como por follaje
y las plantas pueden traslocar a estos herbicidas tanto por el xilema como por
el floema (Dastghelb et al, 1993).
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Modo y sitio de accién

Las sulfonilureas son herbicidas inhibidores de la sintesis de amino&cidos de
cadena ramificada, el mecanismo de accion de esta familia es inhibiendo la
actividad de la enzima acetolactato sintetasa (ALS). La ALS es la primera
enzima y la fundamental en la biosintesis de valina, leucina e isoleucina, que
son los amino acidos esenciales para el crecimiento normal de las plantas y
bacterias, se localizan en el cloroplasto y es un gen nuclear el que lo codifica
(Read y Cobb, 2002).

Al inhibirse la sintesis de valina, leucina e isoleucina en las plantas, se produce
un rapido descenso de la cantidad de estos tres aminoacidos que podria
traducirse en una menor sintesis de proteinas. Esta menor tasa de sintesis de
proteinas, puede causar un retrazo en la tasa de divisiobn celular y

eventualmente la muerte de la célula (Carriquiry y Rios, 2007).

Sintomas de dafo

A los pocos dias de aplicar sulfonilureas se observa falta de vigor y varias
semanas después del tratamiento las plantas toman un color rojizo purpura,
manifestandose luego clorosis y necrosis. Dichos sintomas progresan desde
las zonas mas jovenes hasta las mas viejas (Dominguez, 2010.; Garcia y
Fernandez, 1991).

Resistencia de las Sulfonilureas

Los primeros casos de resistencia a las Sulfonilureas se presentaron en Norte
América, en condiciones de monocultivo. Actualmente es comun encontrar
malezas resistentes en rotacion de cultivos, en especial si los herbicidas
inhibidores de la ALS se aplican en monocultivos. Los casos de resistencia a
este grupo de herbicidas es el que mas ha aumentado rpidamente en las
tltimas decadas (Figura 3), ocupando mas de 30 % del total de biotipos

resistentes (Heap, 2012).

El mecanismo responsable de la resistencia en ALS es la alteracion del sitio de
accion, a una o varias mutaciones en la secuencia aminoacidica del sitio
primario de accion, situacion que resulta en una pérdida de afinidad del
herbicida, imposibilitando la continuidad del proceso téxico del herbicida.
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Las mutaciones en ALS que confieren resistencia a los herbicidas son al menos
parcialmente dominantes, porque el gen que las codifica es de origen nuclear y
se pueden dar en las siguientes posiciones: alanina 122, prolina 197, alanina
205, triptofano 574, serina 653 y aspartato 376, ademas se transmite por
semilla 'y polen (Greesel, 2002, Tranel y Wrightb, 2002 y Cruz, 2010).

140 -

Inhibidores de ACCasa

120 1 )
Inhibidores de ALS

Dinitroanilinas
100 A Triazinas
Ureas, Amidas
Bipiridilos

80 1

Auxinas sintéticas

Glicinas

EEEEEEEN

Inhibidores de PPO

Numero de biotipos resistentes

1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015

Ano

Figura 3. Incremento cronoldgico en el nimero de malezas resistentes a herbicidas
pertenecientes a distintos grupos (Modificado de Heap 2012).

Algunos de los primeros reportes de mutacion de los genes de ALS presentan
la sustitucion de aminoéacidos (Gutieri et al.,, 1995), desde entonces se han
documentado 24 cambios de aminoacidos en diez sitios diferentes en la
secuencia de aminoacidos de ALS que pueden conferir resistencia (Falco et al,
1989, citado por Saari y Maxwell, 1997), esta propensién se relaciona con la
frecuencia con gue el gene nuclear que codifica la enzima puede mutar, la cual
se estima alrededor de 10° , y a la posibilidad de que distintas mutaciones
semidominantes, pero funcionalmente dominantes en condiciones de campo,
puedan alterar el sitio de acople del herbicida en la enzima y confieran
resistencia (Delye et al.,, 2009; Laplante et al.,, 2009; Tranel y Wright,
2002;Gressel, 2002). Asi, para el afio 2010, el crecimiento exponencial del

namero de casos de resistencia fue muy notoria, superando el centenar y
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abarcando 36 paises, entre los que destacan los EE.UU. con 43 casos,
Australia y Canada con 20 cada uno (Heap, 2012).

2.3. Caracteristicas del herbicida

Propiedades fisicas y quimicas
A continuacion se muestra las propiedades mas destacadas del herbicida
(WSSA, 2002), utilizado en este trabajo (Figura 4).

NOMBRE COMUN Nicosulfuron

2-(4,6-dimetoxipiridin-2-ilcarbamilsulfamil)-N,N-

IUPAC
dimetilnicotinamida
2-[[l[(4,6-dimethoxy-2-

CAS pyrimidinyl)amino]carbonyl]amino]sulfonyl]-N,N-dimethyI-3-
pyridinecarboxamide

REG.NO 111991-09-4.

FORMULA C15H18N6O6S

PESO MOLECULAR 410.4

OCHs3

v N N {
N— S0,NHCONH —</
N—

CON(CH3), OCH3

Figura 4. Estructura quimica del Nicosulfuron

Modo de accion

Nicosulfuron es un herbicida inhibidor de la enzima Acetolactato sintetasa
(ALS), que resulta en el bloqueo de la sintesis de los aminoacidos: valina,
leucina e isoleucina, que son vitales para el proceso de division celular. Actia
rapidamente luego de la aplicacion, deteniendo el crecimiento de las malezas

susceptibles.
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Mecanismo d

e accion

La reaccion que se inhibe es la descarboxilacion del piruvato, la cual es

catalizada por la ALS (Figura 5). El piruvato es el preculsor de los aminoacidos

de cadena ramificada, pero se desconoce el sitio de unién del herbicida con la
enzima (Cruz, 2010).

piruvato
acetolactato sintasa piI‘UVﬁtD
: ‘ INHIBIDOR DE '
2-acetolactato ALS
acido acetohidoxi-

reductoisomerasa

r

2,3-dihidroxilisovalerato

acido dihidrowi-dehidratasa

2-oxoisovalerato

aminotrasferasa

L
vali

v
na leucina

2- quetobutirato

acetclactato sintasa

L

2- acetohidroxibutirato

acido acetohidoxi-
reductoisomerasa

2,3-dihidroxi-3-
metilvalerato

acido dihidroxi-dehidratasa

Y

2-ox0-3- metilvalerato

aminctrasferasa

r

2-isoleucina

Figura 5. Biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada, indicando el punto en el
cual actta el herbicida (Tomado de Reade y Cobb, 2002).

Sitio de accion

El nicosulfuron inhibe la enzima Acetolactato sintasa en los cloroplastos de las

plantas susceptibles (Reade y Cobb, 2002).
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Usos
Nicosulfuron se usa principalmente para el control de gramineas anuales y
perennes en el cultivo de maiz, puede ser aplicado en post emergencia, a la

maleza y al cultivo (Dominguez, 2010).

Absorcion y translocacion
El nicosulfuron se absorbe rdpidamente por el follaje y la raiz de las plantas,
penetra al sistema vascular y se transloca a los meristemos por el xilema y

floema.

Sintomatologia

Inhibe el crecimiento de las plantas a las pocas horas de aplicacion y los
primeros sintomas aparecen una 0 dos semanas después, los puntos
meristematicos se vuelven cloréticos y luego se necrosan, posteriormente se
observa una clorosis general y termina con el necrosamiento completo de la
planta (WSSA, 2002). Aunque la inhibicién del crecimiento ocurre rapidamente,
las plantas pueden tardar dias en mostrar los sintomas fisicos y entre diez dias

y dos semanas para morir (Reade y Cobb, 2002).

2.4. Caracteristicas de Sorghum halepense (L.)Pers.

El zacate Johnson es considerada como una de las diez malezas mas dafiinas
en climas tropicales a nivel mundial, afecta a mas de 30 cultivos en 53 paises
(Holm, et al., 1977).

Las pérdidas ocasionadas por esta especie en el cultivo de soya en Estados
Unidos y Argentina, indican que una leve infestacion reduce de 5 a 10% el
rendimiento; una infestacion media un 25%; una infestacion alta reduce la
produccioén de 80 a 90% (Cruz, 2002).

La habilidad del zacate Johnson de persistir y competir con los cultivos se debe
a su sistema vigoroso de rizomas, aunque la semilla es el principal medio de
dispersién. Cuando las semillas maduran son facilmente liberadas y pueden ser
acarreadas a cortas distancias por el viento o agua de lluvia, y a grandes
distancias en canales de agua para riego, siendo un mecanismo de infestacion
de nuevos sitios; es decir, donde no habia registro de su presencia (USDA,
2012).
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Taxonomia

De acuerdo con Robles (1982), la taxonomia de zacate Johnson es la
siguiente.

Reino: Vegetal

Subreino: Embriophyta
Division: Tracheophyta
Sub-divisién: Pteropsidae
Clase: Angioespermae
Subclase: Monocotiledoneae
Grupo: Glumifora

Orden: Graminales
Familia: Poaceae

Sub- familia: Panicoideae
Tribu: Andropogoneae
Geénero: Sorghum

Especie: Sorghum halepense (L.) Pers.

Origen y distribucion geogréfica

El zacate Johnson es originario del sur de Europa y Asia (la region de Alepo, en
Sira), fue traida de Turquia a Estados Unidos como planta forrajera por el
gobernador Means de Carolina del Sur, en 1830. Unos diez afios después
fueron sembradas semillas de esta planta por el coronel William Johnson en
sus plantaciones de las tierras fértiles del rio de Alabama. Después de
cultivarse extensamente para forraje en todo el sur de Estados Unidos, la
planta se naturaliz6 por completo y se ha diseminado hacia el norte hasta los
estados de Nueva Jersey, Pensilvania, Missouri, lowa, Kansas y a lo largo de
toda la costa oeste, a través de California hasta Oregon y Washington. Aunque
esta maleza procede de climas calidos, se ha adaptado a condiciones muy

variadas, incluyendo las templadas (Robbins et al., 1965).

Distribucion en México
En México se encuentra ampliamente distribuido, se ha registrado en
Aguascalientes, Baja California Norte, Baja California Sur, Campeche, Chiapas,

Chihuahua, Coahuila, Colima, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Guerrero,
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Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn,
Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora,

Tamaulipas, Veracruz, Yucatan (Villasefior y Espinosa, 1998).

Identificacidon y descripcion

Es una planta perenne, rizomatosa con una altura de hasta 1.50 m, presenta
tallo: de 0.5-1.5 m, més cortos en sitios secos o desfavorables, nudos sin
ornamentacion o con pelos finos, erecto, hueco, con hojas liguladas en forma
de membrana truncada, ciliada; laminas foliares hasta de 50 cm de longitud, de
(0.8) 1.5 a 3.0 cm de ancho, lineares, con tricomas, la inflorescencia es una
panicula hasta de 50 cm de longitud, abierta y libremente ramificada, oblonga u
oval, sus ramas ascendentes, las mas largas de 7-14 cm de longitud, tiene
espiguillas sésiles perfectas, de 4.5 a 5.5 mm de longitud, sin arista o con una
delicada, doblada, facilmente caediza, glumas de la espiguilla sésil anchas,
coriaceas, sin nervaduras, brillantes excepto en las puntas, con pelos al menos
en los margenes, del tamafio de la espiguilla; lema y palea delgadas y
transparentes, ligeramente menores que las glumas, arista de la lema (de estar
presente), de 1 a 1.5 cm de longitud, con la base espiralada, geniculadas
(dobladas); espiguilla pedicelada de 5-7 mm de longitud, usualmente
estaminada, sin arista, lanceolada, mas angosta que la espiguilla fértil, las
glumas con nervaduras mas prominente. El fruto estd oculto por las glumas;
grano de 2 a 3 mm de longitud, cuenta con extensos rizomas horizontales,
estoloniformes, largos e invasores (USDA, 2012; Rzedowski y Rzedowski, 2001

y Marzocca, 1976).

Habitat

El zacate Johnson es una planta ruderal y arvense, se encuentra altamente
distribuido en selva baja caducifolia, pastizales, matorrales xerofilos y zonas
aridas en general, bosque de pino-encino. Se puede localizar desde los 0

hasta 2300 msnm, prefiere los suelos fértiles y himedos.

Para el crecimiento y desarrollo de la parte aérea, raices y rizomas, la
temperatura Optima es de 32°C, y para la formacién del tejido rizomatico oscila
entre 1 y 40°C (Horowitz, 1972). Para la germinacion a través de rizomas la

temperatura oscila entre 18 y 30°C, la muerte de los rizomas se presenta a los -
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9°C, logrando sobrevivir si estdn a una profundidad mayor o igual a 20 cm de la
superficie del suelo (Stoller, 1977).

Biologiay ecologia

El zacate Johnson es una planta perene de facil reproduccion por via sexual o
a través de rizomas. Las peores infestaciones tienden a encontrarse en
terrenos periédicamente inundados, como es el caso del Delta del Rio
Mississipi, en los Estados Unidos, pues el agua es un mecanismo de
diseminacién de las semillas. En un kilogramo de semillas se pueden encontrar
hasta 250,000 de estas; en una hectarea altamente infestada se producen
hasta 220 kilogramos de semillas, tan solo en una temporada. Una planta
produce de 3,000 a 80,000 semillas, dependiendo si se considera una “planta”,
un culmo o todos los culmos emergidos a partir de un sistema rizomatico (Cruz,
2002).

Después de la maduracion, las semillas presentan un cierto letargo, que en
parte es debido a una restriccion mecanica, causada por las glumas adheridas
(Cruz, 2002). El grado de letargo esta influenciado por las condiciones
ambientales durante la maduracién, con gran nivel de germinacién en semillas

que maduran en condiciones de estrés por sequia (Benech et al., 1992).

Las plantas de zacate Johnson que provienen de semillas, originan un mayor
namero de rizomas, los cuales son de mayor longitud y con mayor niumero de
yemas que los que se originan de plantas que provienen de rizomas (Castro,
1979).

Las plantas de zacate Johnson empiezan a emitir rizomas a la tercera semana
de edad, la floracion empieza a partir de los 47 dias. Antes de la floracion, el
crecimiento de hojas es rapido y el crecimiento de rizomas lento; sin embargo,
después de la floracién el nimero de rizomas se incrementa rapidamente y el

crecimiento de hojas es lento (McWhorter,1981).

McWhorter y Jordan (1976) mencionan que el maximo crecimiento y desarrollo
del zacate Johnson se obtuvo después de doce semanas, cuando se mantuvo
a una temperatura de 32°C  con una iluminacion de 19 klux; ademas, el

desarrollo de raiz y rizoma fue directamente proporcional a la intensidad de luz.
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El zacate Johnson presenta inhibidores alelopaticos tanto en la parte aérea
COMO en sus rizomas, caracteristica que favorecen su habilidad competitiva.
Dentro de estos inhibidores se encuentra la diurrina, el cual es un compuesto
cianogénico que al ser ingerido por los animales les causa una toxicidad media

o grave, llegando a provocarles la muerte (Cruz, 2002).

Plagas, enfermedades y enemigos naturales

Como dafios indirectos, el zacate Johnson es hospedante de muchos insectos
plaga y patogenos que infestan a las plantas cultivadas, las mas importantes
son las mosca midge (Stenodiplosis sorghicola), la chicharrita (Graminella
nigriforms), el hongo causante del afiublo del arroz (Pyricularia orizae), a la
mosca de la panoja (Contarina sorghicola) y al cornezuelo del sorgo (Claviceps
africana). También es hospedera alternante de Botryosphaeria sp. y Puccinia
purpurea, de mosaico en cafia, mosaico enano del maiz, amarillamiento en la

remolacha y rayado del trigo (Echemendia, 2005).

Impacto e importancia

El zacate Johnson reduce la cantidad y calidad de las cosechas donde se
reporta como maleza, se encuentra infestando en los cultivos de agave,
aguacate, ajonjoli, alfalfa, algodon, arroz, avena, cacahuate, café, calabaza,
cafia, cebolla, chile, citricos, estropajo, frijol, frutales, garbanzo, hortalizas,
lenteja, leguminosas forrajeras, maiz, mango, meldn, nogal, nopal, plantas
ornamentales, papa, papaya, pepino, platano, potreros, sandia, sorgo, soya,

tomate, tomate (Villasefior y Espinosa, 1998).
Manejo y Control

Prevencion

La prevencion de la dispersion de las semillas y la produccion de rizomas es
una medida importante para evitar altas infestaciones de zacate Johnson. Las
semillas normalmente se dispersan con el viento, el agua, los animales y las
semillas de cultivo contaminadas, por lo que el corte de las plantas al inicio de
la floracion en las margenes de los campos, canales y areas de cultivo, asi

como evitando el pastoreo animal en las areas infestadas, ayudan a prevenir
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reinfestaciones (Labrada, 2004). Deben extremarse las mediadas preventivas,
cuidando el uso de semilla pura y la limpieza de la maquinaria agricola.

Control cultural

Cuando la invasion se presenta en forma de manchones, se debe evitar pasar
la rastra de dientes que fracciona los rizomas y los difunde en mayor extension;
si es posible se deben extraer todas las plantas a pala o se delimitara el
manchon y se le controlara con herbicidas. El barbecho de verano alternado
con cultivos invernales, durante varios afios consecutivos, constituye un buen

programa de control (Labrada, 2004).

Control mecanico

La infestacion del zacate Johnson puede reducirse exponiendo los rizomas a la
superficie del suelo para facilitar su desecacién por los rayos solares, lo cual es
factible de realizar con un cultivador dentado durante el proceso de la
preparacion del terreno (Crovetto y Rojo 1957; Labrada et al. 1982). La
desecacion de los rizomas puede ser acelerada si éstos se fraccionan en
trozos de menos de 5 cm de longitud. Los rizomas secos hasta un 20% de su
peso original pierden completamente su habilidad regenerativa (Anderson et
al., 1960). En huertos de arboles frutales el corte regular de los tallos, cuando
se hallan a una altura de 20-25 cm, tiende a consumir las reservas de
nutrientes de los rizomas y limita ulteriormente la produccién de los propagulos
(Labrada, 2004). Esta practica se recomienda cuando existen las condiciones
desfavorables para el crecimiento de la maleza (sequia o bajas temperaturas);
sin embargo debe formar parte de un programa de control.

Control quimico

El zacate Johnson no es facilmente controlado por los herbicidas, pero algunos
compuestos sistémicos, aplicados foliarmente pueden ser efectivos, el glifosato
es (til en tratamiento de pre-plantacion, aplicado sobre el follaje bien
desarrollado de la maleza, a las 2-3 semanas antes de la siembra (Labrada,
2004).

ALEJANDRA MARIN GARCIA
18



ZACATE JOHNSON (Sorghum halepense (L) Pers)) RESISTENTE A NICOSULFURON

En cultivos anuales se utiliza metolaclor en sorgo, fenoxaprop. Fluazifop,
haloxifop, iamazaquin, imazetapir, setoxidim trifluralina y quizalafop en soya,
haloxifop, fluometuron vy diuron en algodonero y mezclas de propanil y

tiobencarb en arroz (Frans et al., 1991).

El herbicida mas empleado es el nicosulfuron aplicado en pos emergencia a la
maleza y al cultivo, se utiliza en siembra de maiz y en frutales en produccién.

Se pueden utilizar herbicidas pre emergentes como alaclor vy trifluralina.

Situacion legal en otros paises

Dado a su caracter invasor, se le declar6 en Argentina plaga de la agricultura
nacional, prohibiéndose su cultivo. También fue prohibida la venta de semillas
de Sorghum sudanense (Piper) Stapf y de S. saccharatum (L.) Moench. que
contengan semillas de "sorgo de alepo”. Esta restringido y declarado maleza
nociva en muchos estados de E.U.A. y en otras partes del mundo (USDA,
2012).

Estatus de resistencia
El zacate Johnson ha presentado resistencia en 7 paises con 17 biotipos

pertenecientes a seis grupos de herbicidas diferentes (Cuadro 3).

En México esta maleza a desarrollado resistencia para el Grupo B / 2 en el
2009 en el cultivo de maiz. El grupo B / 2 de herbicidas son conocidos como
inhibidores de ALS (Cuadro 4). Los estudios sobre el mecanismo de resistencia
del Grupo B / 2 en zacate Johnson resistente en México indican que la
resistencia es debida a una alteracion del sitio de accion. La base genética de

la resistencia de este biotipo es desconocido (Heap, 2012).
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Cuadro 3. Biotipos de zacate Johnson resistentes a herbicidas

No. Pais Afo Sitio de accion

1 Argentina 2005 Glicinas (G/9)*

2 Grecia 2005 Inhibidores de ACCasa (A/1)
3 Israel 2006 Inhibidores de ACCasa (A/1)
4 Italia 2006 Inhibidores de ACCasa (A/1)
5 México 2009 Inhibidor de ALS (B/2)

6 USA (Mississippi) 1991 Inhibidores de ACCasa (A/1)
7 Usa (Kentuky) 1991 Inhibidores de ACCasa (A/1)
8 USA (Mississippi) 1992 Dinitroanilinas y otros (K1/3)
9 USA (Tennessee) 1995 Inhibidores de ACCasa (A/1)
10 USA (Virginia) 1995 Inhibidores de ACCasa (A/1)
11 USA (Lousiana) 1997 Inhibidores de ACCasa (A/1)
12 USA (Texas) 2000 Inhibidor de ALS (B/2)

13 USA (Indiana) 2005 Inhibidor de ALS (B/2)

14 USA (Arkansas) 2007 Glicinas (G/9)

15 USA( Mississippi) 2008 Glicinas (G/9)

16 USA( Lousiana) 2010 Glicinas (G/9)

17 Venezuela 2010 Inhibidor de ALS (B/2)

(Tomado de Heap, 2012).

Clasificacion de los herbicidas segun el Herbicide Resistance Action Committee (HRAC)
www.weedcience.com

Hasta la fecha; no hay ningun registro de que existan diferencias en la aptitud o
la competitividad de estos biotipos resistentes en comparacion con el de
biotipos susceptibles.

Cuadro 4. Ubicacion y estadisticas de biotipos resistentes a herbicidas de S.
halepenses L. en México (Heap, 2012).

Datos Generales Maleza

Nombre Comun Zacate Johnson

Especie Sorghum halepense

Grupo ALS inhibitors (B/2)

Herbicidas foramsulfuron, nicosulfuron, primisulfuron-methyl, y
rimsulfuron

Ubicacioén México, Veracruz

Ao 2009

Situacién Maiz

Sitios 501-1000

Ha infestadas 10001-100000

Contribuidor J. Antonio Tafoya-Razo

www.weedscience.com
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2.5. Bioensayos de dosis respuesta

Uno de los métodos de deteccibon mas empleado se basa en medir las
diferencias de desarrollo en plantas que fueron expuestas a diferentes dosis de
uno o varios herbicidas (ensayos de dosis-respuesta). La finalidad de estos
ensayos es la determinacion de los factores de resistencia, o lo que es lo
mismo, cudntas veces es mas resistente un determinado biotipo
comparado con uno sensible. Dependiendo de los mecanismos involucrados
en la resistencia, su valor puede oscilar desde algo mas que la unidad a

varios cientos o miles de veces (Cruz, 2010).

Los bioensayos con plantas enteras son los mas usados para detectar
poblaciones de maleza resistente (Heap, 2010). Comprende el manejo de
plantas provenientes de las semillas colectadas en campos donde se sospecha
la existencia de resistencia y son tratadas en un rango de dosis de herbicida.
Un componente esencial en los bioensayos es tener una poblacion susceptible
adecuada como referencia, proveniente de un lugar cuyo uso de herbicidas

sea nulo o limitado (Espinoza et al., 2010).

Prospeccion

La prospeccidon es el paso inicial para el estudio de la tolerancia o resistencia
de las plantas a los herbicidas y consiste en la cosecha y recoleccién de
semillas en campo, para estudiarlos posteriormente en el laboratorio.
Generalmente para los cientificos; el hallazgo de cierta sospecha de
resistencia causa preocupacion, junto a ellos los técnicos de campo o los

agricultores, siendo un hecho que no desean jamas.

La recolecciébn en campo juega un papel importante para que los resultados
sean fiables. La prospeccidon es aconsejable cuando los herbicidas han fallado
en la eficacia por mas de una campafia. Cuando se realiza la prospeccion
en campos durante el primer afio, al estudiarlos en laboratorio y hacer
las pruebas preliminares correspondientes, puede resultar que los
individuos sean sensibles y las causas de tal efecto sean consecuencia
de una mala aplicacion, época inadecuada de aspersion del herbicida,
dosis sub-letales, inclusive a la calidad del agua de aplicacion; en el cual éstos

factores juegan un papel importante (Cruz, 2010).
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Observacioén en campo

Es importante realizar una rigurosa observacion en campo para evaluar la
eficacia de los herbicidas, esta es la forma mas viable de deteccion del
desarrollo de la resistencia. Sin embargo, la poca efectividad de un herbicida

puede ser ocasionado por otros factores en los que destacan:

a) Aplicacion del herbicida (Dosis inapropiadas o momento inoportuno; mala
aspersion, calidad del agua, etc.).

b) Condiciones del suelo (humedad, adsorcién)

c) Condiciones climéticas (pluviometria; temperatura, humedad relativa).

d) Factor de las malezas (altura de la maleza, germinacion sucesiva, niveles

altos de infestacion).

Recoleccion de las semillas

La fiabilidad de resultados basados en ensayos de plantas es en gran parte
dependiente de la calidad de las muestras de semilla donde son producidas.
Una baja calidad de semillas podrian tener un bajo porcentaje de germinacion o
producir plantas con bajo vigor y por consiguiente una respuesta variable a la
aplicacion de herbicidas (Cruz, 2010). Dentro de las medidas a tomar en cuenta

en la prospeccion, se tienen:

a) Recolectar las semillas cuando la mayoria estan maduras. La recoleccion
muy temprana o demasiado tardia es muy probable tener muestras con
baja viabilidad.

b) Recoger las semillas maduras con cuidado frotando la inflorescencia sobre
una bolsa o bandeja.

c) Recolectar en un area de al menos 100 m de longitud por 50 m de ancho, en
donde se haya observado el problema, a no ser que Ila
tolerancia/resistencia sea limitada a uno o varias areas aisladas
pequefias dentro de una finca, por ejemplo cercana a la zona de riego.

d) Evitar areas que no hayan sido tratadas (solo biotipo sospechoso). La
muestra tiene que ser representativa del campo donde se haya
observado el problema o el area donde se sospecha.

e) Recolectar semillas de muchas inflorescencias de individuos distintos.
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f) Cosechar semillas de areas aledafias en donde nunca se hayan aplicado
herbicidas, para que sirva de control o testigo.

Establecimiento del bioensayo

Los maceteros deben tener las profundidades suficientes para que las plantas
crezcan normalmente. El suelo debe fertilizarse para obtener plantas vigorosas
y sanas. Las plantas deben ser uniformes en tamafo y desarrollo, debe

mantenerse en condiciones adecuadas de iluminacion y temperatura.

Las semillas pueden pre-germinarse, la principal ventaja de ocupar este tipo de
semillas son los siguientes: seguridad en el numero de plantas a colocar por

maceta y uniformidad en el desarrollo de la planta (Espinoza et al, 2010).

Aplicacion de herbicidas y evaluacion

Los herbicidas se aplican a las plantas empleando una cabina de apercién u
otro tipo de aspersor debidamente calibrado. Los herbicidas pos-emergentes
son aplicados en malezas gramineas en estado de 2 a 4 hojas. Cuando se
emplea un rango de dosis es conveniente aplicar cada una en orden
ascendente. Después de la aplicacion se debe evitar el riego por lo menos 48
h.

Las plantas deben observarse periddicamente para detectar y caracterizar los
sintomas fitotoxicos y comparar el crecimiento de las tratadas y no tratadas de
la poblacion susceptible y la supuesta resistente. Idealmente el corte del follaje
de las plantas para determinar el peso fresco debe realizarse en un periodo de
3 a 4 semanas, suficiente tiempo para que la accion de los herbicidas se
exprese plenamente en la poblacion susceptible (Espinoza et al., 2010; Cruz,
2010).

La magnitud de resistencia usualmente se calcula con cualquier programa
estadistico que genere Isp 0 LDsg (Inhibicion del 50% de crecimiento o dosis

letal para el 50% de la poblacion).

El uso de lgs 0 LDgs son mas importantes para los calculos agronémicos, pero

son mas dificiles de calcular (Gressel, 2002).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion del sitio de colecta de los biotipos

Cd. Isla es uno de los 212 municipios del estado de Veracruz. Se localiza en la
region de Las Selvas. Limita al Norte con Tacotalpa y Santiago Tuxtla; al Este
con Hueyapan de Ocampo y Juan Rodriguez Clara; al Sur con Playa Vicentey

al Oeste con José Azueta (Garcia, 1988).

Se encuentra ubicado en la zona sur del Estado, en las coordenadas 18°02" de
latitud Norte y 95°32" de longitud Oeste, a una altura de 60 metros sobre el
nivel del mar. Su distancia aproximada al Sureste de la capital del Estado por
carretera es de 370 Km.

Orografia
El municipio se encuentra ubicado dentro de las llanuras del sotavento, por lo

que su suelo es plano con algunos lomerios de poca altura hacia el sur.

Clima
Su clima es célido-humedo con una temperatura promedio de 24.9° C.; su

precipitacion pluvial media anual es de 2,316 milimetros.

3.2. Conduccion de los bioensayos

Se realizaron tres experimentos con los cinco biotipos sospechosos de
resistencia en fechas y etapas fenoldgicas diferentes. En todos los
experimentos se mantuvieron constantes el tipo de suelo, dosis de aplicacion y

fertilizantes aplicados.

Recolecciéon de semilla

Las semillas de los biotipos con sospecha de resistencia fueron colectadas en
el ejido Arenal Oro Verde del municipio de Ciudad Isla Veracruz, en donde los
productores comentan que por mas de diez afios han usado nicosulfuron para
el control de zacate Johnson. La colecta se realizo en el mes de abril de 2011,
en lotes de produccion de maiz (Cuadro 5), en tanto que el biotipo susceptible

fue colectado en Ciudad Cardel, Veracruz.
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Cuadro 5 Ubicacion geogréfica de los biotipos sospechosos de resistencia a herbicidas
utilizados para este estudio.

Biotipo Coordenadas geograficas
Testigo Colectado en Ciudad Cardel, Veracruz.
1 N 17°59°31.1”
W 95° 40° 00.1”
2 N 17°59'43.5”
W 95° 40" 03.7”
3 N 18° 0026.7"
W 95° 40" 22.4”
4 N 18° 00°31.5”
W 95° 40" 17.3”
5 N 17°59'57.4”
W 95° 39" 46.0”

Las semillas colectada se colocaron al sol para eliminar la humedad del campo,
posteriormente se pasO por tamices para eliminar paja y basura grande,
despues, se guardaron en bolsas de papel adecuadamente etiquetadas con
nombre del productor, fecha, coordenadas geograficas y se almacen6 en un

lugar fresco y seco.

Lugar de establecimiento

Los bioensayos se condujeron en el invernadero del Area de Malezas del
Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad  Autonoma
Chapingo, en Chapingo , Estado de México, que esta situado a los 19° 29" de
latitud Norte y 98° 53"de longitud Oeste, a una altura sobre el nivel del mar de
2250 m (Garcia, 1988).

Germinacion de semillas, transplante y establecimiento.

Para obtener una uniformidad en plantulas, se pre-germinaron semillas en
charolas de polietilieno de 338 cavidades (Cuadro 7), en condiciones de
invernadero con temperaturas promedio de 38° y 5° C dia/noche,

respectivamente.

Las semillas fueron escarificadas pasandolas por una trilladora manual para
eliminar todas las partes de las glumas, lemas y palea que protegen la semilla 'y
fueron tratadas con el fungicida metalaxil para prevenir infeccion de carbones y

tizén foliar.
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Cuadro 6. Calendario de fechas de labores de las tres siembras.

Experimento

Labores 1 2 3

Siembra 01y02feb 12-abr 12-abr
Germinacion 09-feb 16-abr 16-abr
Llenado de macetas 13-feb 20-abr 23-abr
Trasplante 14-feb 21-abr 23-abr
Aplicacion de herbicida 07-mar 15-may 06-may
1 observacion visual 14-mar 22-may 14-may
2 observacion visual 21-mar 29-may 21-may
3 observacion visual 28-mar 05-jun 28-may
Peso fresco 28-mar 05-jun 28-may

Cuando las plantulas alcanzaron una altura de 5-7 cm, estas fueron
transplantadas en macetas de plastico con capacidad de un litro, ubicando 9
plantas por maceta. El trasplante, en el segundo experimento se realizd en
macetas de plastico de 250 ml situando una planta por maceta. Una vez
establecidas las plantulas, el suelo se mantuvo a capacidad de campo

mediante aplicaciones continuas de riego (Figura 6).

Figura 6. Metodologia para el trasplante. a) Limpieza de semilla con la trilladora
manual, b) material para la siembra, c) Charolas sembradas, d) germinacion de
S. halepense (L), e) trasplante a maceta de 6", f) trasplante a maceta de 250ml.
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3.3. Disefio experimental

Los tratamientos se alojaron bajo un disefio experimental completamente al
azar con cuatro repeticiones para los experimento uno y dos, para el
experimento tres se consideraron diez repeticiones. La unidad experimental

quedo constituida por una maceta para los tres experimentos.

Tratamientos evaluados
Se usaron dosis crecientes de nicosulfuron (Cuadro 6). Ademas se incluy6 un
tratamiento control (sin aplicaciéon de herbicida), que fue considerado como

testigo absoluto.

Cuadro 7. Tratamientos para determinar resistencia de nicosulfuron metilo en S.
halepense L.

TRATAMIENTOS g.i.a Producto comercial / ha
1 0.0 0 Testigo absoluto
2 10 0.25
3 20 0.5
4 40 1.0 Dosis recomendada
5 80 2.0
6 160 4.0
7 320 8.0
8 640 16.0

Dosis recomendada: 1 —1.51/ha  Formulacion comercial:40 g i.a /producto comercial

Las dosis para el biotipo susceptible fueron: 0, 1.25, 2.5, 5, 10, 20,40y 80 g i.a
ha-1 debido a que las plantas susceptibles mueren con dosis mas bajas que la

recomendacién comercial.

Aplicacién de tratamientos

La aplicacion de los tratamientos quimicos se realiz6 con una aspersora
manual de mochila con una presion constante de 40psi y una boquilla TeeJet
8003 EVS; el equipo fue calibrado a un gasto de 200 L ha™.

Las aplicaciones se llevaron a cabo en pos emergencia en, diferentes etapas

fenoldgicas para cada experimento.

e Experimento uno: plantas con una altura de 7 cm* (7 a 8 hojas)
e Experimento dos: plantas con una altura de 14 cm* (8 a 10 hojas)
e Experimento tres: plantas con una altura total de 7 cm (3 a 4 hojas)

* medidas tomadas de la base a la altura del cogollo
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3.4. Variables respuesta

Peso fresco

Se cortaron todas las plantas de cada unidad experimental a ras de suelo a los
21 dias después de la aplicacion del herbicida y se pesaron en una balanza
digital. El porcentaje de peso fresco se determin6 en funcion a la respuesta de
las plantas control, en comparacion con las plantas tratadas con las diferentes
dosis del herbicida.

Porcentaje de rebrote
Se midié el porcentaje de rebrote a los 15 dias después de haber realizado el
corte de las plantas tomando en consideracion solo el numero de plantas que

rebrotaron y no el nimero de brotes.

EDso
Es la inhibicion del crecimiento provocada por el herbicida. Este valor
representa la dosis de herbicida que inhibe el 50 % del crecimiento (peso

fresco) de las plantas tratadas en relacion con las plantas testigo.

Factor de resistencia (FR)
El factor de resistencia se calculd6 como la razén entre el valor de EDsg de la

poblacién de interés sobre el valor de EDsp de la poblacion susceptible.

Anélisis estadistico

Los datos obtenidos de peso fresco de zacate Johnson en los diferentes
tratamientos se les realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) con un a=0.05y en
los casos donde el ANOVA sea diferente se realizO una prueba de
comparacion de medias de Duncan con un a = 0.05, procesados por el

programa estadistico SAS 8.2 (Sistema de Analisis Estadistico).

La tasa de reduccién media de crecimiento (EDsp) para cada biotipo se calculd
con base en el peso fresco, se us6 un modelo no lineal de la relacion dosis-
respuesta, utilizando para ello un ajuste por medio de una curva sigmoidal de

cuatro parametros (Cruz, 2010).
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(d—-rc)
* 1+ (*/g)b

Donde:

Y = peso fresco expresado como el porcentaje del control no tratado,

¢ = coeficiente correspondiente a la asintota superior (méximo crecimiento)
d = coeficiente correspondiente a la asintota inferior (minimo crecimiento)
b = pendiente de Hill

g = EDsp dosis de herbicida en el punto de inflexion entre la asintota superior y

la inferior
x = dosis del herbicida (variable independiente)

El factor de resistencia (FR) es el resultado de dividir el valor de EDsy del
biotipo resistente entre el EDsg del biotipo sensible. Cuando el valor del FR es
mayor de 2, la poblacion bajo estudio se consideroé resistente (Valverde et al.,
2000).
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4. RESULTADOS

4.1. Experimento 1

El analisis de varianza (Apéndice 1), de peso fresco con Prob > F (0.05)
determind que los biotipos sospechosos de resistencia muestran diferencias
estadisticas significativa con el biotipo susceptible, donde este exhibe una
disminucién significativa en su peso fresco total, sin embargo, también se
observan diferencias estadisticas significativas entre los biotipos sospechosos

de resistencia (Figura 8).
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Figura 7. Comparacion de medias de peso fresco del biotipo susceptible y los biotipos
sospechosos de resistencia.

Al analizar y comparar los resultados obtenidos en el experimento uno, se
encontro que los diferentes biotipos exhibieron diversos niveles de resistencia
tomando como referencia al biotipo susceptible (Figura 8). Estas diferencias
muestran que el biotipo sensible tiene una reduccion muy acentuada a dosis
menores de 10 g de i.a. ha™ y los biotipos resistentes requieren diferentes
dosis para reducir el peso fresco en un 50 %.

El Cuadro 8 muestra los parametros de la ecuacién de la curva sigmoidal
utilizada para calcular la dosis de herbicida necesaria para reducir 50% del

peso fresco (EDsp) de los biotipos de Sorghum halepense.
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Figura 8. Reduccién de peso fresco de Sorghum halepense (L) Pers, tratado con
nicosulfuron 21 dias después de la aplicacion.

La respuesta de los diferentes biotipos en forma numérica evidencia los

niveles de resistencia que adquiere la planta en este estado de desarrollo (7 a

8 hojas), los FR oscilan entre los 4 y 36. Dichos valores se consideran altos,

por el hecho de que en promedio un biotipo resistente necesite mas de 20

veces la dosis que tolera el biotipo susceptible, haciendo que el control de esta

especie sea mas costoso, ya que la dosis del herbicida recomendado para el

control selectivo en maiz es de 40 g de i.a. ha™.
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Los valores muestran baja eficiencia en todos los biotipos probados, asi se
tiene que aplicando 94 g de nicosulfuron la efectividad en el biotipo resistente
seria insuficiente (B3). Con relacion al biotipo B4 el problema de resistencia fue
mayor, ya que, para reducir el 50 % de peso fresco se requirieron 166 g de

ingrediente activo (Cuadro 8).

Cuadro 8. Parametros de la ecuacion* de la curva sigmoidal de los ensayos de dosis-
respuesta y las relaciones obtenida (FR) de los biotipos resistentes en el
experimento 1.

PENDIENTE EDso

BIOTIPO MIN MAX DE HILL R? gia hal) FR
Susceptible 1.27 98.38 -1.53 0.99 451 1.0
B1 19.64 98.72 -3.06 0.98 106.13 23.53
B2 12.20 98.00 -1.76 0.95 112.98 25.05
B3 28.63 100.00 -1.63 0.92 94.05 20.85
B4 7.22 100.00 -0.84 0.94 166.83 36.99
B5 26.24 100.00 -1.38 0.94 19.19 4.25

*Y= minimo + {(méaximo-minimo) / [1+(x/EDso) "0 @& Hlly qonde Y representa el peso

fresco expresado como el porcentaje del control no tratado, maximo y minimo corresponde a
las asintotas superior e inferior, pendiente de Hill y la variable independiente x es la dosis del
herbicida.

Solo en el biotipo B5 no se puede confirmar el caracter de resistencia, tomando
como base la dosis recomendada en campo, sin embargo, en el invernadero se
observé que se requieren dosis mas altas para controlar a zacate Johnson

(Figura 10).
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Figura 9. Efecto de nicosulfuron (g de i.a. ha™) aplicado en postemergencia sobre el
biotipo resistente de Sorghum halepense (L) Pers, evaluado a los 21 dias
después del tratamiento.

Estos altos valores de FR sumados a los porcentajes de rebrote (Figura 10) de
los cinco biotipos, ponen a los productores de maiz en gran desventaja si se
trata de controlar a Sorghum halepense con una dosis de herbicida comercial.
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Figura 10. Comparacion de medias de % de rebrote de los biotipos de zacate Johnson

4.2. Experimento 2

El andlisis de varianza (Apéndice 1), de peso fresco de las plantas en el
experimento dos, muestra que no existe una diferencia estadistica significativa
con una Prob > F (0.05) entre el biotipo susceptible y los biotipos resistentes,

por lo tanto no se realiz6 la comparacion de medias de peso fresco (Figura 11).
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Figura 11. Comparacién de medias de peso fresco del biotipo susceptible y los biotipos
sospechosos de resistencia del experimento dos.
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Los datos numéricos obtenidos en este experimento, muestran que los valores
de EDsp (Cuadro 9) son muy variables. Los FR van de los 2 — 32 por lo que no
se puede confirmar ningan caracter resistente en los biotipos B2 y B4, ademas,
en el biotipo B5 no se pudo ajustar a la curva, esto se atribuye probablemente a

que los datos son muy heterogéneos (Cuadro 9).

Cuadro 9. Pardmetros de la ecuacion* de la curva sigmoidal de los ensayos de dosis-
respuesta y las relaciones obtenida (FR) de los biotipos resistentes en el
experimento 2.

PENDIENTE EDs,

Biotipo MIN MAX DE HILL R2 (gia hal) FR
Susceptible 6.92 98.28 -1.47 1.00 5.06 1.0
B1 0.34 100.00 -0.69 0.89 163.86 32.38
B2 25.23 100.00 -1.80 0.94 15.09 2.98
B3 45.01 100.00 -0.80 0.84 60.53 11.96
B4 36.55 100.00 -1.68 0.88 11.63 2.30
B5

*Y= minimo + {(maximo-minimo) / [1+(X/EDsg) "¢ e ® Hy donde Y representa el peso fresco

expresado como el porcentaje del control no tratado, maximo y minimo corresponde a las
asintotas superior e inferior, pendiente de Hill y la variable independiente x es la dosis del
herbicida

Estos datos numéricos no logran reflejar lo observado en invernadero, en la
Figura 12, se puede observar que estos biotipos B2 y B4 con EDsp de 15.09 y
11.63 g de i.a. ha respectivamente, tienden a mantenerse a dosis de 600 g de

i.a. ha™ evidencia clara de la resistencia en los biotipos.

En el biotipo B1 la resistencia a nicosulfuron queda comprobada con un EDsg
de 163.83 g de i.a. ha™, y el EDs, del biotipo susceptible de 5.06 g de i.a. ha™

con lo que se obtiene un FR muy alto de 32.38 (Cuadro 9).

Los valores de EDs, obtenidos en el caso del biotipo B3, 60.53 g de i.a. ha™
confirman la resistencia de la maleza, al realizar la aplicacién postemergente
las plantas de Sorghum halepense (L.) Pers detienen su crecimiento pero no

muestran niveles altos de fitotoxicidad (Figura 13).

Todos los biotipos muestran la misma tendencia de sobrevivir a aplicaciones

altas de herbicida.
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12. Reduccién de peso fresco de Sorghum halepense (L) Pers, tratado
con nicosulfuron 21 dias después de la aplicacion.

aun que se aumente la dosis

hasta un punto que puede ser fitotdxico para el cultivo, practica que induce la

rapida seleccién de aquellos biotipos resistentes en el campo.

La Figura 14 muestra la diferencia que existe en la respuesta a la aplicacion del

herbicida, en ella se puede apreciar como la biomasa se ve disminuida

gradualmente con el incremento de la dosis.
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Figura 13. Efecto del herbicida nicosulfuron aplicado en postemergencia sobre biotipos
Resistentes (g i.a. ha), evaluados 21 dias después del tratamiento.

La respuesta observada en los demas biotipos fue similar a lo mostrado aqui,
constatando la resistencia observada en campo., ademas todos los biotipos
rebrotaron, por lo tanto, se debe de tomar en cuenta para realizar un control

eficiente en campo (Figura 14).
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Figura 14. Comparacion de medias de % de rebrote de los biotipos sospechosos de
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4.3. Experimento 3

El analisis de la varianza (Apéndice 1), del experimento tres con una Prob > F
(0.05) muestra que existen diferencias estadisticas significativas con los
biotipos sospechosos de resistencia y el biotipo susceptible (Figura 15). Al
realizar la comparacién de medias se observl que el biotipo susceptible tiene
mayor peso fresco, esta comparacion de medias no indica si los biotipos son

susceptibles a la accion del herbicida.
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Figura 15. Comparacién de medias de peso fresco del biotipo susceptible y los biotipos
sospechosos de resistencia del experimento tres

El Cuadro 10 recoge los valores obtenidos en el experimento dos al correr el
modelo de regresion no lineal, en el cual se observan diferentes niveles de
resistencia en todos los biotipos sospechosos (Figura 16), en los biotipos B1,
B2 y B4 con EDsp de 23.04, 20.69 y 38.85 g de i.a. ha™ respectivamente, no se
puede confirmar la resistencia, tomando como base la dosis de campo (40 g de

i.a. ha™).

Sin embargo, aunque el biotipo B4 se encuentra en los limites de la dosis
recomendada con un EDsy de 38.85 g de i.a. ha y con un FR de 7.5 en
comparaciéon con el  biotipo susceptible que tiene un EDsy de 5.14 g de i.a.
ha(Cuadro 10), por lo tanto, se debe tomar en cuenta que solo se esti
calculando el EDsp lo que es igual a la disminucion de la produccion de peso

fresco, pero, no la muerte de la planta.
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Cuadro 10. Parametros de la ecuacion* de la curva sigmoidal de los ensayos de dosis-
respuesta y las relaciones obtenida (FR) de los biotipos resistentes en el
experimento 3.

- PENDIENTE EDso

Biotipo MIN MAX DE HILL R2 (g i.a ha') FR
Susceptible 6.45 100.00 -1.54 0.99 5.14 1.0
Bl 1.28 100.00 -1.30 0.90 23.04 4.48
B2 0.50 100.00 -1.63 0.92 20.69 4.03
B3 0.51 08.88 -1.69 0.88 59.55 11.59
B4 0.18 98.50 -1.82 0.85 38.85 7.56
B5 5.00 98.47 -3.51 0.93 49.09 9.55

*Y= minimo + {(maximo-minimo) / [1+(x/ED50)*Pendlente de HIII]} donde Y representa el peso

fresco expresado como el porcentaje del control no tratado, maximo y minimo corresponde a
las asintotas superior e inferior, pendiente de Hill y la variable independiente x es la dosis del
herbicida.

Para el biotipo B5 la resistencia se confirma con un EDso de 49.09 g de i.a. hat

pues aun que apenas rebasa la dosis comercial presenta un FR de 9.5 lo que
indica que ya existe un problema de control en campo, asi mismo el biotipo B3
su caracter resistente queda confirmado con un FR de 11.59 (Cuadro 10).

La Figura 16 muestra la diferencia que existe en la respuesta a la aplicacion del
nicosulfuron, en ella se puede apreciar como la biomasa de los biotipos
experimentan una reduccion diferente para cada uno de ellos, en el biotipo B1
la reduccién de biomasa es sensible a dosis de 20 g de i.a. ha™, es notorio en
contraste con el biotipo B3 cuya reduccion se ve afectada de forma mas suave

con el incremento de la dosis.
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Figura 16. Efecto de nicosulfuron (g de i.a ha™) aplicado en postérhergenciar sobre dos
biotipos resistentes de Sorghum halepense (L) Pers, evaluados a los 21
dias después del tratamiento.
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La Figura 17 se confirma la resistencia (de forma cuantitativa) al herbicida

nicosulfuron en todos los biotipos, siendo variable el nivel de resistencia entre

ellos como se menciono anteriormente.
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Figura 17. Reduccion de peso fresco de Sorghum halepense (L.) Pers, tratado con

nicosulfuron 21 dias después de la aplicacion.
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5. DISCUSION

Como se muestra en los resultados de los ensayos de dosis respuesta de los
tres experimentos, se confirma la resistencia de los biotipos sospechoso de
Sorghum halepense (L) Pers de acuerdo a los FR, como menciona la literatura
si el FR es mayor de 2.0 se confirma la existencia de resistencia (Fischer y
Valverde, 2010).

Los factores involucrados en el desarrollo y aparicion de la resistencia estan
relacionados con la biologia de la especie de la maleza en cuestion, el cultivo
de interés, practicas de manejo del cultivo, la residualidad del herbicida, la
susceptibilidad del biotipo, la densidad de poblacion, la habilidad de la maleza
para producir semillas cuando ésta no es afectada severamente después de
una aplicacién, el reservorio y letargo de semillas susceptibles en el suelo, la
dosis de aplicacion, el numero de aplicaciones por ciclo, el tipo de suelo, las
condiciones ambientales y los mecanismos de accion del herbicida; el descuido
de cualquiera de estos factores en la practica, sera motivo de riesgo en la
evolucion de los biotipos resistentes de las especies nocivas en general
(Radosevich y Holt, 1984 y Preston y Powles, 2002).

En este caso particular el uso continuo del mismo herbicida por diez afos (de
acuerdo a informacion proporcionada por los productores) puede ser la causa

de la resistencia.

En el experimento tres de este estudio se corrobor6 que una correcta
aplicacion de la dosis comercial del herbicida en la etapa de desarrollo de la
planta adecuada puede controld6 aceptablemente a Sorghum halepense
(biotipos B1, B2 y B4). Nuestros resultados concuerdan con lo citado por
Rosales et al. (2001), quienes encontraron que el nicosulfuron produjo un mejor
control de zacate Johnson proveniente de semilla, cuando se aplicé en plantas
de cuatro a cinco hojas, que cuando fue aplicado en un estado de desarrollo
avanzado (de seis a ocho hojas verdaderas). Por el contrario, cuando las
aplicaciones del herbicida se realizan de forma tardia, las plantas de Sorghum
halepense presentan sus rizomas bien desarrollados y los efectos del herbicida

empiezan a disminuir, presentan un mayor riesgo de provocar resistencia.
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Los resultados de los experimentos uno y dos indican que Sorghum halepense
presenta mayor resistencia en estado de crecimiento de 6 a 7 hojas en
adelante (tres semanas después de la emergencia) y es capaz de tolerar hasta
640 g i. a. ha’ de nicosulfuron, ya que la planta solo detiene un poco su

crecimiento pero el desarrollo de la misma continua.

Esto se debe a la habilidad natural de Sorghum halepense de permanecer y
competir con cultivos como una maleza agresiva por Su sistema vigoroso de
rizomas. Las plantas de zacate Johnson empiezan a emitir rizomas a la tercera
semana de edad, asi, las plantas que provienen de semillas, originan un mayor
namero de rizomas, los cuales son de mayor longitud y con mayor niumero de
yemas (Mc Whorter, 1989).

Tafoya y Carrillo (2009) reportaron el primer biotipo resistete de Sorghum
halepense en México, para la zona de Veracruz, con resistencia cruzada a
herbicidas ALS, lo que significa que estos biotipos presenten este tipo de
resistencia a estos herbicidas, debido a el flujo de genes en ausencia de la

presion de seleccion impuesta por el herbicida (Ashigh et al., 2008).
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6. CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos, y en las condiciones en las que se

desarrollaron los bioensayos se concluye.

» Los cinco biotipos colectados en el Ejido Arenal Oro Verde de Ciudad
Isla, Veracruz, si son resistentes al herbicida nicosulfuron.

» La etapa fenoldgica en que se encuentre Sorghum halepense (L) Pers al
momento de aplicar el herbicida es determinante para su control, por lo
tanto, las aplicaciones se deben hacer en etapas tempranas de
desarrollo (5 a 7 cm de altura) de la planta.

» El Factor de Resistencia estimado para los diferentes biotipos fue
directamente proporcional a la etapa fenologica del zacate Johnson al

momento de hacer la aplicacion.
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8. APENDICE

Apéndice 1. Andlisis de varianza (ANOVA) para la interaccion entre los biotipos

sospechosos de resistencia y el biotipo susceptible, por experimento.

Cuadrol. ANOVA del peso fresco de los biotipos en cada experimento, con una
Prob > F (0.05)

Error experimental Biotipos

GL CM GL CM Valor  Prob
Experimentol 186 148.35 5 465.76  3.14  0.0096*
Experimento 2 186 4396 5 75.03 1.71 0.1350
Experimento 3 474 3.3381 5 12.3313 3.69 0.0027*

GL = Grados de Libertad, CM = Cuadrado medio, Prob > F= nivel de significancia
observada para una prueba de F
* indica significativo para una prueba P< 0.05
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