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1. INTRODUCCION

Desde los inicios de la agricultura, hace miles de afios, el hombre tuvo que luchar con
las malezas o plantas no deseadas que se desarrollaban en conjunto con los cultivos y que
afectaban negativamente el rendimiento y la calidad de los productos cosechados. Actualmente
las malezas constituyen unos de los principales factores que limitan la produccion en cultivos
anuales extensivos en el sur de Chile. Para controlarlas se emplean diversos métodos, incluyendo
los herbicidas. Las razones que explican el amplio uso de los herbicidas en la agricultura son su

alta eficacia, rapidez de control y costo relativamente bajo.

El calabacillo (Silene gallica L.) es una maleza de hoja ancha muy comun en los cultivos
anuales extensivos en el sur de Chile, tales como cereales, raps y lupino. Para su control después
de la emergencia de los cultivos y malezas se utilizan ampliamente los herbicidas inhibidores de
la enzima acetolactato sintasa (ALS), principalmente en cereales como trigo, avena triticale y
cebada. Lamentablemente el uso reiterado de estos herbicidas se est4 traduciendo cada vez con
mayor frecuencia en la aparicién o desarrollo de biotipos resistentes en diferentes especies de
malezas, tales como manzanillén, rabano, ballica, avenilla y cola de zorro. La resistencia de las
malezas pone en jaque la eficacia de los herbicidas y los que quedan disponibles para que los
agricultores puedan controlar las malezas resistentes. Por lo anterior, la aparicion de una nueva
maleza resistente es siempre un tema de interés para poder investigarlo y dar soluciones para los

agricultores.

Los Objetivos del presente trabajo fueron los siguientes:

e Confirmar la resistencia a herbicidas inhibidores de la enzima ALS en un biotipo de

calabacillo colectado en la Regién de La Araucania.



e Determinar el indice de resistencia del biotipo de calabacillo a herbicidas ALS.

e Evaluar la respuesta del biotipo de calabacillo a herbicidas alternativos o con otros

mecanismos de accion.

Las hipdtesis del trabajo para cumplir los objetivos fueron:

Hz1: “En Chile no existe resistencia a herbicidas inhibidores de la enzima ALS en calabacillo”.

H2: “Herbicidas alternativos 0 con distinto mecanismo de accion controlan eficazmente biotipos

de calabacillo resistentes a los ALS”.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Calabacillo (Silene gallica L.)
Small-flowered catchfly

SIN: Silene anglica L., Silene quinquevulnera L.

2.1.1 Clasificacion Botanica.

Silene es un género de plantas fanerégamas de la familia Caryophyllaceae. Es sin6nimo
con el género Lychnis. Contiene alrededor de 700 especies y es el género méas grande de la
familia. El género fue descrito por Carlos Linneo y publicado en Species Plantarum. Muchas
especies de Silene estdn ampliamente distribuidas, sobre todo en el Hemisferio Norte (Talavera 'y
Mufioz, 1989).

La especie tipo, representante de este género es S. gallica, originaria de Europa y

considerada una maleza importante en cultivos anuales. (Figura 1) (Matthei, 1995).

Figura 1. Plantula (a) y planta adulta (b) de calabacillo.



2.1.2 Descripcién botanica.

El calabacillo es una planta anual con tallos delgados de 15-45 cm de altura, erectos,
simples o ramificados desde la base, pubescente en la parte basal, pero glandulosos en la mitad
superior. Las hojas tienen 1-4 cm de largo, pubescentes, opuestas, las inferiores espatuliformes u
obovadas, enangostandose hacia la base, las superiores sésiles. Las flores nacen simples con una
bréactea basal y rodeada por un caliz pegajoso y peludo en la parte superior de cada rama del tallo
en racimos espiciformes; pedicelos de las flores inferiores mas largo que el de las superiores.
Caliz 7-10 mm de largo, cilindrico-ovoide, hispido, recorrido por 10 nervios oscuros, con dientes
triangulares y agudos. Corola con 5 pétalos, blancos o rosados, con el limbo entero o emarginado.
Cépsula 6-9 mm de largo, encerrada por el caliz, con carpéforo pequefio. Semillas arrifionadas de
0,7-1,2 mm de largo, color marron, estriadas y verrucosas (Matthei, 1995). Hay un promedio de

48 semillas en cada capsula, cada una con un peso aproximado de 0,4 mg (Salisbury, 1961).

La especie S. gallica puede confundirse con ejemplares pequefios de Silene noctiflora L.
o Silene alba L. S. alba no tiene un véstago glandular, mientras que las flores de S. noctiflora
poseen pétalos profundamente dentados, de color rosa en la superficie superior y amarillo en la
superficie inferior. De estas dos especies S. alba esta presente en Chile y es considerada como
maleza prohibida, mientras que S. noctiflora es considerada una maleza prohibida no existente en
el pais (SAG, 1991).

2.1.3 Ecologia y ciclo de vida.

Las plantulas germinan tanto en primavera como en otofio, en situaciones de cultivo, las
plantas tienden a encontrarse principalmente en los cultivos sembrados en primavera,
probablemente debido a su incapacidad para competir con el denso follaje. La latencia de las
semillas de S. gallica es desconocida, pero es probable que sea de larga duracion debido
principalmente a su pequefio tamafio de forma regular (Thompson et al., 1997). Las semillas de

Silene son pequefias, y carecen de proyecciones que ayuden en la dispersién (Salisbury, 1961).



2.1.4 Importancia y distribucion en Chile y el mundo.

S. gallica es catalogada como maleza importante en los principales cultivos anuales
extensivos del Centro-Sur y Sur de Chile y se encuentra ampliamente distribuida en el pais, desde
la Region de Coquimbo hasta la Region de Los Lagos. Ademas esté presente en las tres islas del
Archipiélago de Juan Ferndndez. Es especialmente frecuente en cultivos de cereales, papas,

arvejas, pero también en sitios eriazos, linea férrea y hortalizas (Matthei, 1995).

Es reportada como especie cosmopolita ya que esta presente en casi todos los paises del
mundo, originaria del Centro Sur de Europa, encontrandose ampliamente distribuida en el
continente Europeo, Asia occidental y Africa del Norte. Una vez distribuida por todo el Reino
Unido, se ha reducido dréasticamente en las Gltimas décadas y ahora sélo puede ser encontrada en
Gales, Sur y Oeste de Inglaterra, principalmente en las zonas costeras (Preston et al., 2002). En
Canada, S. gallica se establecio en la provincia maritima de Ontario y Columbia Britanica, como
una mala hierba de los cereales y pastos, dispersandose ampliamente a través del transporte de
granos. Segun Hegi (1979) y Thompson (1970), la mayoria de las especies del género Silene,
incluyendo S. gallica se consideran malezas asociadas al clima templado, relativamente humedo,
y suelos fértiles, facilitando su germinacion y amplia distribucion en el continente Europeo y

Americano.

2.2 Resistencia y tolerancia a herbicidas.

La resistencia a herbicidas se define como la habilidad hereditaria que poseen ciertos
biotipos de determinadas poblaciones de malezas para sobrevivir y reproducirse normalmente tras
la aplicacion de un herbicida que en condiciones normales de empleo controla efectivamente a la
mayoria de los individuos de esa especie 0 poblacion (Powles et al., 1997; De Prado et al., 2001;
Valverde et al., 2001; Pérez y Kogan, 2001; Gressel, 2002; Espinoza, 2002). Resistencia es una
capacidad evolucionada de una maleza anteriormente susceptible a un herbicida para tolerarlo y

completar su ciclo de vida cuando el herbicida se emplea en su dosis normal en una situacion de



campo (Heap y Lebaron, 2001). Biotipo corresponde a la parte resistente de dicha poblacion y
son plantas que suelen presentar leves diferencias genéticas con otras de la misma especie y
dentro de la misma poblacion. Estos biotipo aparecen en especies de plantas susceptibles al
herbicida y se caracterizan por no presentar caracteristicas morfolégicas que permitan
diferenciarlo de las plantas susceptibles (Espinoza, 2002; Kogan y Pérez, 2003). La resistencia a
uno o varios herbicidas corresponde a una caracteristica hereditaria cuya transmisién a
generaciones sucesivas de plantas depende de la naturaleza del gen o genes involucrados y su
aparicion esta relacionada con la presion de seleccion impuesta por el uso de los mismos
herbicidas (Valverde et al., 2001; Gressel, 2002). La resistencia puede producirse en forma
natural o ser inducida por mutagénesis, o por la seleccion de variedades por cultivo de tejidos,
como es el caso de la resistencia a ciertos herbicidas en especies cultivadas (WSSA, 1998;
Hatzios, 2001; Kogan y Pérez, 2003; Sabbatini et al., 2004).

Con mucha frecuencia se emplean los términos resistencia y tolerancia indistintamente.
Sin embargo, es pertinente hacer la distincién. Tolerancia es la capacidad natural y heredable que
tienen todos los individuos de una especie de soportar la dosis de uso de un herbicida (Pérez y
Kogan, 2001). Esto implica que no hubo seleccion o manipulacion genética que hiciera a la
planta tolerante. La tolerancia puede deberse a causas fisicas 0 mas frecuentemente, fisiologicas
y/o bioquimicas que le son propias, por lo tanto las poblaciones tolerantes a un herbicida nunca
antes fueron susceptibles (Jager, 1983). Asi, cuando se utiliza un herbicida, normalmente se
aprecia que algunas especies son bien controladas y otras no tanto o nada; estas ultimas podran
prosperar con ventaja frente a especies mas susceptibles y eventualmente, si se continda
empleando el mismo principio activo con elevada frecuencia y a esa dosis, podrian llegar a
dominar dentro de la poblacion.

2.2.1 Desarrollo de la resistencia a herbicidas en el campo.

La evolucion de resistencia a herbicidas estd asociada al uso frecuente de un mismo

herbicida con el mismo mecanismo de accion o ruta de degradacion metabélica. El desarrollo de



resistencia a los herbicidas es un proceso de seleccién. Se asume que cualquier poblacion de
maleza puede contener biotipos resistentes en cantidades muy pequefias (Espinoza, 2002). En las
poblaciones de malezas existe variacion genética natural, esto es, individuos que portan
variaciones genéticas originadas debido a mutaciones espontaneas que ocurren al azar (Espinoza
et al., 2012). Las plantas resistentes son evidentes sélo después de varios afios de aplicacion del
mismo herbicida y, por lo general, se caracterizan por sobrevivir a dosis mas altas (20 a 100
veces 0 mas) que las normalmente necesitadas para un control de malezas comercialmente
aceptable (Ross et al., 1999). Por lo general, estas plantas no presentan caracteristicas
morfolégicas que permitan distinguirlas en el campo respecto a las plantas susceptibles (Espinoza
2002; Kogan y Pérez, 2003). Asi, el uso repetido del mismo herbicida o de herbicidas con el
mismo modo de accidn, expondra a la poblacion a una presion de seleccion que puede conducir a
un aumento del numero de individuos resistentes, debido a su capacidad de sobrevivir al

herbicida y porque a partir de las semillas producidas se originan nuevos individuos resistentes.

La presion de seleccién es el efecto de la aplicacion de un herbicida sobre el conjunto de
malezas infestantes de un campo, por lo que es capaz de seleccionar biotipos resistentes
(Taberner y Cirujeda, 2007), cuyo namero se incrementa a través del tiempo (Figura 2). Segun
Reznick y Cameron (2001), la mayor presion de seleccion se impone cuando se usan altas dosis
de herbicidas de compuestos altamente eficaces y/o persistentes y cuando su aplicaciéon es
frecuente. Muchos de los herbicidas mas usados actualmente, como son los inhibidores de la ALS
y ACCasa, se caracterizan porque rapidamente seleccionan plantas resistentes. Con los ACCasa,
después de seis a diez afios de presion de seleccion (Devine, 1997) y en ALS, después de un

periodo de 3 a 5 afios de uso continuado (Ross y Lembi, 1991).
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Figura 2. Presion de seleccion ejercida sobre una poblacién de malezas debido a la aplicacién
repetida de un mismo herbicida (Adaptado de Gunsolus, 1998).

2.2.2 Tipos de resistencia.

El concepto de resistencia suele ir adjetivado con dos términos que hacen alusion a la
posible pluralidad existente tanto en los mecanismos de resistencia que posee un individuo como
en los herbicidas a los que éste es resistente. Surgen asi los conceptos de resistencia cruzada y

resistencia multiple (De Prado et al., 2001a).

2.2.2.1 Resistencia cruzada.

Resistencia cruzada es un término que hace referencia a la existencia de resistencia

individual o poblaciones de malezas que presentan resistencia a dos 0 mas herbicidas que actlan



sobre el mismo sitio de accion debido a un solo mecanismo de resistencia (Rubin, 1991, citado
por De Prado et al., 2001; Gressel, 2002). Asi, se entiende por resistencia cruzada cuando el
biotipo de planta que ha desarrollado un solo mecanismo de resistencia a un herbicida éste
también le permite ser resistente a otros herbicidas con el mismo modo de accion (Chueca et al.,
2005). Entre las caracteristicas que confieren a ciertas especies de malezas una capacidad

especial para adquirir resistencia cruzada se encuentran:

Estar presentes en altas densidades en zonas de cultivo.

e Presentar alta capacidad de reproduccion.

e Poseer un persistente banco de semillas en el suelo.

e Tener fecundacién cruzada, la cual genera mayor variabilidad.

e Presentar plasticidad genética y fenotipica (alta diversidad genética).

Este tipo de resistencia se clasifica en dos categorias: la resistencia cruzada sitio de

accion y la resistencia cruzada no-sitio de accion.

e Resistencia cruzada sitio de accion. Se presenta cuando un cambio en el sitio de accién
bioquimico del herbicida confiere resistencia a dicho herbicida y a otro, ya sea del mismo
grupo o de diferentes grupos quimicos, pero que inhiben el mismo sitio de accién en la
planta (Powles y Preston, 1995). La resistencia cruzada sitio de accion o sitio activo esta
conferida por una modificacion en el sitio de acople comun (enzima o proteina especifica)
a varios herbicidas, como es el caso de los herbicidas pertenecientes a los grupos
quimicos de las sulfonilureas, imidazolinonas, triazolopirimidinas y piridinil benzoatos
que inhiben la enzima acetolactato sintasa (ALS). Dependiendo de la mutacion presente
en la enzima ALS, se observaran distintos patrones de resistencia cruzada a estos grupos
de herbicidas o a herbicidas individuales dentro de cada grupo quimico (Laplante et al.,
2009).



e Resistencia cruzada no-sitio de accion. Ocurre cuando un Unico mecanismo confiere
resistencia a diversos herbicidas con distinto modo de accion. El uso repetido de un
herbicida genera resistencia a ese herbicida y a otros herbicidas pertenecientes a
diferentes grupos quimicos, sin que el mecanismo de resistencia involucre el sitio de
accion de los herbicidas (Pérez y Kogan, 2003). Estos mecanismos de resistencia mas
bien dependen de la capacidad acrecentada de la maleza para metabolizar al herbicida, por
ejemplo a través de citocromos P450 o mediante la participacion de transferasas de la
glutationa (Gray et al., 1996; Siminszky, 2006). Una poblacion de Digitaria sanguinalis
proveniente de Australia seleccionada por su resistencia al herbicida ACCasa fluazifop-
butil, mostrd resistencia cruzada a imazethapyr un inhibidor de la acetolactato sintasa
(ALS), a pesar de no haber sido nunca tratada con ningin herbicida ALS (Hidayat y
Preston, 2001). Es probable que mecanismos que involucren transportadores tipo ABC
(Buss y Callaghan, 2008; Cabrito et al., 2009; Ito and Gray, 2006; Yazaki et al., 2009)
puedan conferir resistencia cruzada fuera del sitio de accion a diversos herbicidas
sistémicos, tal como sucede con la resistencia multiple a medicamentos (Linton, 2007;
Porcelli et al., 2009).

2.2.2.2 Resistencia multiple.

La resistencia multiple se presenta cuando una planta o poblacion acumula dos 0 mas
mecanismos de resistencia. Corresponde a la resistencia de biotipos de malezas a dos 0 mas
herbicidas que acttan en distinto sitio de accion (Rubin, 1991, citado por De Prado et al., 2001).
De esta manera aquellos biotipos que presenten resistencia maltiple pueden poseer dos 0 mas
mecanismos de resistencia y ser resistentes a uno o varios herbicidas que presenten diferente
mecanismo de accion .La resistencia maltiple se presenta cuando la poblacion de malezas se
expone reiteradamente a varios herbicidas selectivos aplicados en mezcla o alternadamente
(Pérez y Kogan, 2001; Kogan y Pérez, 2003). Esta resistencia es atribuible a mecanismos no
asociados con los sitios de accion que operan a nivel de absorcion, retencion, traslocacion y

metabolismo diferencial. Cuantos mas mecanismos estén presentes, mayor diversidad de grupos



quimicos y modos de accidn resultaran ineficaces para controlar la maleza. Por ejemplo un
biotipo de Lolium rigidum de Australia es resistente a glifosato debido al transporte limitado de
este herbicida en la planta y resistente a inhibidores de la enzima acetil coenzima A carboxilasa
(ACCasa) y ALS por metabolismo acelerado de los herbicidas que involucran distintas enzimas
del grupo citocromos P450 (Yu et al., 2009).

2.3 Mecanismos de resistencia a herbicidas.

Segun lo indicado por el Comité de Prevencion de Resistencia a Herbicidas (CPRH,
1998), el mecanismo por el cual una planta resistente supera el efecto de un herbicida
determinaré el tipo de resistencia, en particular el perfil de la resistencia cruzada y la respuesta a

la dosis. A continuacion se describen brevemente los mecanismos de resistencia mas comunes.

2.3.1 Alteracion del punto de accién dentro de una planta. Esto puede significar que un
herbicida ya no se fija en el lugar normal de accion debido a un cambio en la estructura del
objeto, permitiendo asi a la planta sobrevivir al tratamiento herbicida que basa su actividad en

este objeto.

2.3.2 Metabolismo incrementado: Significa que la planta resistente puede degradar un herbicida
a sustancias no fitotoxicas mas rapidamente que una planta sensible normal y, por lo tanto,

sobrevivir al tratamiento herbicida de forma parecida a muchos cultivos.

2.3.3 Compartimentacién o aislamiento: Significa que el herbicida es aislado de las partes
sensibles de la célula vegetal y traslocado a un lugar tolerante, como una vacuola, donde es

inocuo para el crecimiento vegetal.

Sherman et al., (1996), sefialan otro mecanismo de resistencia relacionado con la

reduccion de la concentracion del herbicida en el sitio de accidn, en dosis insuficiente para ser



letal. Estas bajas concentraciones del herbicida pueden deberse a una disminucién en la

penetracidn, absorcién o traslocacion.

2.4 Evolucién de las malezas resistentes.

Producto de mutaciones genéticas poco comunes y que ocurren al azar, las poblaciones
de malezas contienen individuos resistentes en frecuencias muy bajas. La frecuencia depende de
la especie de maleza y del mecanismo de accion del herbicida. Para algunos herbicidas, como los
inhibidores de ALS (acetolacatato sintasa) y ACCasa (acetil coenzima-A carboxilasa), la
frecuencia de individuos resistentes antes de la utilizacion del herbicida puede ser tan alta como 1
en 10.000 y 1 en 100.000, respectivamente, por lo que las malezas evolucionan resistencia
rapidamente, en un periodo de 2-4 afios y 6-8 afios, respectivamente (Espinoza et al., 2012).

Las poblaciones de malezas adquieren resistencia por la interaccién de algunos
elementos clave. Las plantas en general y las malezas en particular, son variables. Los genes que
confieren resistencia estan presentes naturalmente en las poblaciones silvestres, pero se piensa,
sin embargo, que las mutaciones para resistencia no son inducidas por los herbicidas (Jasienuk et
al., 1996). Esos genes ocurren en las poblaciones silvestres con una baja frecuencia ya que, en
ausencia de los herbicidas, no confieren ninguna ventaja adaptativa a esas plantas (Devine y
Preston, 2000). La frecuencia de los genes para resistencia es un elemento importante para
determinar cudnto tiempo sera necesario para advertir la resistencia una vez que se comienza a
usar un determinado herbicida. Por ejemplo, el rapido incremento de la resistencia a los
herbicidas ALS es atribuida en parte a la alta frecuencia de mutacidn sobre el centro de accion de
la enzima y a la existencia de varias mutaciones que la confieren (Chaleff y Day, 1984; Devine y
Preston, 2000).



2.5 Estado actual de la resistencia a herbicidas en el mundo.

La resistencia de las malezas a los herbicidas comenzd a ser reconocida solamente
después que Ryan (1970) informo sobre el primer caso de resistencia a las triazinas en un biotipo
de senecio o hierba cana (Senecio vulgaris L.) (Espinoza, 2002), una especie anual de la familia
Asteraceae, que evoluciond en un vivero en donde atrazina y simazina se habian aplicado por

mas de diez afios, como el Unico método de control de malezas.

Segun Heap (2013), mediante la bases de datos weedscience.com actualmente hay 415
biotipos de malezas resistentes a herbicidas a nivel mundial, pertenecientes a 222 especies, de las
cuales 129 son dicotileddneas y 93 monocotileddneas. Las malezas han desarrollado resistencia a
21 sitios de accidn de los 25 sitios conocidos y a 150 herbicidas distintos. Las malezas resistentes
a herbicidas se han reportado en 74 cultivos en 63 paises. Del total de biotipos resistentes, un
33% presenta resistencia a inhibidores de la ALS, con un total de 137 casos, un 17% a
inhibidores del fotosistema I1, un 10% a inhibidores de ACCasa, un 7,4% al grupo de las auxinas
sintéticas, un 7% a inhibidores del fotosistema I, un 6% al grupo de las glicinas, un 5,6% al grupo
de las ureas y amidas, un 3% a los inhibidores de la uniéon de microtubulos y el 10% restante a
otros herbicidas (Heap, 2013).

En América Latina, 100 biotipos de malezas han desarrollado resistencia a herbicidas, de
los cuales 29 son resistentes a inhibidores de ALS, donde se destaca como uno de los principales
grupos a los que las malezas han evolucionado resistencia (Heap, 2013).
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Figura 3. Distribucion de las malezas resistentes a herbicidas en el mundo. (Adaptado de Heap, |.
2013)

Figura 4. Distribucion de las malezas resistentes a ALS en el mundo. (Adaptado de Heap, I.
2013).

2.6 Antecedentes de resistencia a herbicidas en el género Silene.

Actualmente no existen registros de resistencia a herbicidas en S. gallica ni en otras
especies del género Silene en el mundo (Heap, 2012), Es importante sefialar que con mucha
frecuencia se emplean los términos resistencia y tolerancia indistintamente. Sin embargo, es
pertinente hacer la distincion. McNeill, (1977, 1980), a través de una revision completa de la

biologia de las malezas importantes presentes en Canadd, sefiala que Silene alba seria resistente



a los herbicidas 2,4-D y 2,4,5-T, y Silene noctiflora, resistente a 2,4-D, 2,4,5-T, MCPA y
mecoprop, cuando en realidad deberia emplearse el término tolerancia, ya que como fue
sefialado, a la fecha no se ha confirmado resistencia a herbicidas en ninguna de las especies del

género Silene (Heap, 2013).

2.7 Estado actual de la resistencia a herbicidas en Chile.

La resistencia a herbicidas es un problema que abarca 63 paises a nivel mundial, entre
los cuales Chile se presenta como uno de los principales paises con biotipos de malezas
resistentes a nivel Latinoamericano (Heap, 2013). Kogan y Peérez, (2003) destacan que la
resistencia se ha desarrollado en la zona sur debido al uso repetido de los herbicidas inhibidores
de ACCasa y ALS, afectando a la principal zona productora de trigo, avena, cebada, lupino y raps

del pais.

Los primeros reportes de resistencia a herbicidas en Chile datan de hace méas de una
década. (Espinoza et al., 2002). Estos autores sefialan que a principios de los 90, en la localidad
de Mulchén, Region del Bio-Bio, un agricultor inform¢ el deficiente control de un biotipo de
ballica (Lolium rigidum) en raps canola que habia sido tratado con el ACCasa haloxifop metil. En
los ensayos realizados con las semillas de este biotipo se pudo confirmar la resistencia no solo a
haloxifop metil, sino también a otros ACCasa, es decir, resistencia cruzada a herbicidas con igual
modo de accion (Espinoza et al., 2002). Posteriormente en 1997, en las localidades de Quino y
Lautaro, Region de La Araucania, se inform¢ el deficiente control de avenilla (Avena fatua) en
trigo que habia sido tratado con los ACCasa diclofop y clodinafop. En los ensayos para
determinar la respuesta de este biotipo a distintos herbicidas ACCasa, se confirmo la resistencia
no solo a diclofop y clodinafop, sino también a otros ACCasa, esto es, resistencia cruzada. Ese
mismo afo en la localidad de Cajon, Region de La Araucania, se informo el deficiente control de
una poblacion de ballica (Lolium multiflorum) en trigo que habia sido tratado con el ACCasa

diclofop metil. En los ensayos para determinar la respuesta de este biotipo de ballica a diferentes



herbicidas, se confirmo6 la resistencia cruzada a varios ACCasa. No obstante, estos biotipos
fueron sensible a los herbicidas ALS iodosulfuron y flucarbazone-Na (Espinoza et al., 2002).

Fue inevitable que la resistencia de ballica (L. multiflorum) a glifosato tambien se
originara en Chile, debido a la alta cantidad de semillas en los suelos y uso frecuente de este
herbicida. A la fecha se han descrito siete biotipos de ballica resistente a glifosato, todos en L.
multiflorum (Espinoza et al., 2011). De estos los dos primeros biotipos se detectaron en el afio
2001, en vifiedos de la zona central (Kogan y Pérez, 2003), y los otros cinco principalmente en
trigo en la zona sur. Todos estos biotipos tienen en comun que se colectaron desde sitios con

historial de aplicaciones reiteradas de glifosato (Espinoza et al., 2011).

A la fecha se han reportado 19 biotipos de malezas resistentes a herbicidas en Chile,
pertenecientes a 12 especies distintas, de las cuales 8 son monocotiledoneas y 4 son
dicotileddneas. De estas, 10 especies han adquirido resistencia a herbicidas inhibidores de ALS,
entre las que destacan, ballica, cola de zorro, rdbano, manzanillon y calabacillo (Cuadro 1) (Heap,
2013). El biotipo de calabacillo resistente a ALS incluido en esta informacion corresponde al

mismo estudiado es este trabajo de tesis.



Cuadro 1. Evolucion de la resistencia de las malezas a herbicidas en Chile.

N° Nombre Nombre comudn ARo Sitio de accién

1 Lolium rigidum Ballica 1997 Inhibidores de la ACCasa

2 Avena fatua Avenilla 1998 Inhibidores de la ACCasa

3 Lolium multiflorum Ballica 1998 Inhibidores de la ACCasa

4 Cynosurus echinatus | Cola de zorro 1999 Inhibidores de la ACCasa

5 Lolium multiflorum Ballica 2001 Glicinas

6 Lolium perenne Ballica perenne 2001 Inhibidores de la ACCasa

7 Lolium multiflorum Ballica 2002 Inr_nt_)ldores de ALS
Glicinas

8 Lolium rigidum Ballica 2003 Inhibidores de la ACCasa

Inhibidores de ALS
Inhibidores de la ACCasa

9 Cynosurus echinatus | Cola de zorro 2004 inhibidores de ALS
10 | Alisma plantago- Hualtata 2005 | Inhibidores de ALS
acuatica
11 | Scirpus mucronatus Pasto cabezon 2005 Inhibidores de ALS
. ) . Inhibidores de la ACCasa
12 | Lolium multiflorum Ballica 2005 inhibidores de ALS
13 | Lolium multiflorum Ballica 2006 Inr_nt_)ldores de la ACCasa
Glicinas
Inhibidores de la ACCasa
14 | Lolium multiflorum Ballica 2007 Inhibidores de ALS
Glicinas
15 | Sorghum halepense Maicillo 2009 Inhibidores de ALS
16 | Raphanus sativus Réabano 2010 Inhibidores de ALS
17 | Anthemis cotula Manzanill6n 2010 Inhibidores de ALS
18 | Anthemis arvensis Manzanillén 2010 Inhibidores de ALS
19 | Silene gallica Calabacillo 2012 Inhibidores de ALS

Fuente: Heap (2013).

2.8 Herbicidas inhibidores de ALS.

La acetolactato sintasa (ALS) es la primera enzima comun en la sintesis de los
aminoacidos de cadena ramificada valina, leucina e isoleucina. (Saari y Maxwell, 1997; Saari et
al., 1994; Fenton y Jutsom, 1991;) y es el sitio de accion de cinco grupos: sulfonilurea, sulfonil

carboniltriazolinona, triazolopirimidina, pirimidinil tiobenzoatos e imidazolinona (Powles y Yu,



2010; HRAC, 2005; Tranel y Wright, 2002; Saari y Maxwell, 1997). En conjunto, estos cinco
grupos representan méas de 50 ingredientes activos para su uso selectivo en diferentes cultivos. De
acuerdo al comité de accidn contra la resistencia a herbicidas (HRAC), todos son clasificados en

el grupo B.

Desde su introduccion en el mundo en 1982 los herbicidas ALS se han utilizado
ampliamente para controlar malezas gramineas y hoja ancha en diferentes cultivos, lo que se
explica por su alta eficacia, baja toxicidad en mamiferos, amplio espectro de control y bajas dosis
de uso (Park y Mallory-Smith, 2004). Lamentablemente, esto ha tenido como consecuencia la

rapida evolucion de malezas resistentes, principalmente hoja ancha (Tranel et al., 2009).

Las sulfonilureas, primera familia de herbicidas inhibidores de la ALS, fueron
descubiertas por DuPont en 1975 y empezaron a comercializarse en trigo y cebada en 1982, con
el herbicida metsulfuron. Su gran eficacia a dosis extremadamente bajas, gran selectividad a
diversos cultivos y baja toxicidad para mamiferos las convirtio en uno de los grupos mas
importantes de herbicidas en el mercado (Mazur y Falco, 1989; Saari et al., 1994). Muchas
compafiias desarrollaron herbicidas pertenecientes a esta familia. Mas de 20 de ellas lograron
patentar herbicidas de este grupo quimico. Desde 1995 se han comercializado mas de una docena
de sulfonilureas y otras estan en proceso de desarrollo. En la misma década, American Cynamid
trabajaba en el desarrollo de las Imidazolinonas, un grupo de herbicidas también muy potentes y
de amplio espectro, partiendo de una molécula sintetizada en los afios 1950s por un quimico de su
Division Médica que trabajaba en productos anticonvulsivos. A través de la exploracion y
optimizacion se desarrollaron estos herbicidas que, teniendo una estructura quimica diferente a
las sulfonilureas, también inhiben la ALS (Shaner et al., 2007). Ingresan en el mercado en 1986.
Maés recientemente (a mediados de los 1990s) se unen las Triazolopirimidinas y pirimidil (oxi/tio)
benzoatos a los herbicidas que tienen este mecanismo de accion. El herbicida ALS mas reciente

corresponde a pyroxulam, introducido en 2008.



Cuadro 2. Herbicidas ALS utilizados en cultivos anuales en las zonas centro sur y sur de Chile.

Modo de Grupo quimico Herbicida Dosis *
accion (nombre comercial) (g/ha)
iodosulfuron 16
Sulfonilurea (Hussar 20 WG, Ovassion 5.26 WP)
(SU) iodosulfuron metil + mesosulfuron metil 12+ 12
(Cossack 150 WG)
Sulfonil-
Inhibidor de aminocarbonil- flucarbazone 70 - 84
ALS triazolinona (Vulcano 70 WG)
(SCT)
Imidazolinona imazamox + imazapyr 40 + 18
(IM1) (Eurolightning) 50 + 23
Triazolopirimidina pyroxulam 24
(TP) (Admitt)

*Las dosis indicadas corresponden al ingrediente activo.
Fuente: Espinoza et al., 2012.

2.8.1 Resistencia a herbicidas ALS en el mundo.

La resistencia de malezas a herbicidas inhibidores de ALS se inform6 por primera vez
en lechuga espinosa (Lactuca serriola L.) en 1987, s6lo 5 afios después de la introduccion de los
herbicidas sulfonilureas (SU) (Mallory-Smith et al., 1990). En los ultimos afios mas malezas han
sido identificadas con resistencia a inhibidores de ALS que con resistencia a cualquier otro modo
de accion, correspondiendo mayoritariamente a malezas dicotiledoneas (Tranel et al., 2009). Se
ha encontrado que la resistencia a este tipo de herbicidas, es ocasionada por mutaciones en el
gene nuclear ALS, que resultan de la sustitucion de aminoacidos en las siguientes posiciones:
alanina 122, prolina 197, alanina 205, triptofano 574, serina 653 y aspartato 376 (Tranel et al.,
2009). El nivel de resistencia puede aumentar de 60 a 3.200 veces, dependiendo de la posicion
del aminoacido afectado y la sustitucion especifica. En la mayoria de los casos la resistencia es el
resultado de una enzima ALS alterada con sensibilidad reducida a los herbicidas (Saari et al.,
1994), aungue también puede deberse al aumento del metabolismo de los herbicidas (Christopher
et al., 1992; Tranel y Wright, 2002; Veldhuis et al., 2000).



La alta presion impuesta por estos herbicidas tan eficaces y la propension de su sitio de
accion a mutar, hicieron que rapidamente aparecieran malezas resistentes. El crecimiento
exponencial del nimero de casos de resistencia es muy notorio (Figura 5), superando el centenar
y abarcando 38 paises, entre los que destacan los EE.UU. con 46 casos, Canada con 24 y
Australia con 22 casos de resistencia a este grupo. Actualmente, la resistencia a herbicidas ALS
ha sido reportada en 137 especies de malezas, de las cuales 83 corresponden a malezas
dicotiledoneas y 54 son monocotileddneas (Heap, 2013). La resistencia a inhibidores de ALS ha

ocurrido en cereales, rotaciones de maiz/soya, arroz, bordes de carretera y plantaciones forestales.
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Figura 5. Aumento cronoldgico del numero de especies resistentes a diversos grupos de
herbicidas (Heap 2013).

2.8.2 Mecanismo de accion de los herbicidas ALS.

La enzima ALS se codifica en el nucleo y estd localizada en el cloroplasto. Dicha
enzima es responsable de la sintesis de los aminoacidos alifaticos o de cadena ramificada como
valina, leucina e isoleucina, al catalizar dos reacciones en paralelo: a) la condensacién de dos

moléculas de piruvato para formar acetolactato (precursor de valina y leucina), y b) la



condensacion de una molécula de piruvato con una de 2-cetubutirato para formar CO? y
acetohidroxibutirato (precursor de isoleucina). La enzima ALS cataliza la primera reaccion en
comin de la sintesis de aminoacidos ramificados formando acidos acetohidroxidos
(acetohidroxibutirato y acetolactato), los cuales experimentan reacciones de oxidacion e
isomerizacién, produciendo derivados de &cido valérico, que luego, y por reacciones de
deshidratacion y transaminacién, producen isoleucina y valina. El «-ketoisovalerato reacciona
con acetil CoA para formar 2-isopropilmalato, el cual experimenta reacciones de isomerizacion,

reduccién y transaminacion para producir leucina (Kogan y Pérez, 2003).

Los herbicidas inhibidores de la sintesis de aminoacido alifaticos se unen al complejo
enzima sustrato previniendo la adicion de la segunda molécula de piruvato y no se produce
acetolactato, ni acetohidroxibutirato (Figura 6) (Stidham, 1991, citado por Kogan y Pérez, 2003).
Esto lleva a una paralizacién de la sintesis de proteinas y, a pesar de que pequefias cantidades de
los herbicidas inhiben la enzima in Vitro, puede requerirse un largo periodo para que ocurra la
muerte de las malezas sensibles, a pesar que se ha determinado que el efecto de los herbicidas
inhibidores de la ALS se inicia luego de tres horas, por una rapida y potente inhibicion en la
elongacion de raices jovenes y hojas. El efecto en las raices en division ocurre dentro de las

primeras 24 horas de la absorcion de esos herbicidas (Kogan y Pérez, 2003).

GLUCOSA TREONINA
(2) Piravato Piruvato + 2-Cetobutirato
l [Acetolactato sintasa ALS | l
Acetolactato | CO2+ Acetohidroxibutirato |
Valina Leucina Isoleucina

Figura 6. Mecanismo de accion de los herbicidas inhibidores de la enzima ALS (Christoffoleti et
al., 2004).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién y numero de ensayos.

El trabajo de investigacion incluyo tres ensayos ( Ensayo 1, 2 y 3), realizados en
maceteros y bajo condiciones de invernadero en las dependencias del Centro Regional de
Investigacion Carillanca, dependiente del Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA),
ubicado en la comuna de Vilcan, Regién de La Araucania, 38°41" Lat. Sy 72°25" Long.W.

3.2 Material vegetal.

Se utilizaron dos biotipos de calabacillo, uno sospechoso de ser resistente a herbicidas
ALS y otro sensible incluido como referencia, identificados como SG-R y SG-S,
respectivamente. Las semillas del biotipo SG-R fueron colectadas en enero de 2012, en un cultivo
comercial de trigo en la localidad de Traiguén, Region de La Araucania, desde plantas que
sobrevivieron al herbicida ALS metsulfuron aplicado en la dosis recomendada (4,8 g/ha) en
primavera de 2011. Las semillas colectadas fueron depositadas en bolsas de papel y almacenadas
en un lugar fresco y seco en el Laboratorio de Malherbologia de Carillanca. Las semillas del
biotipo SG-S sin antecedentes de resistencia a herbicidas ALS se colectaron en 2010, en un
campo sin historial de uso de herbicidas ubicado en la comuna de Vilcun, Region de La

Araucania.

3.3 Sustrato.

Se empled una mezcla de suelo andisol tipo trumao y arena en la relacion 4:1. La

fertilizacion de 1 kg de la mezcla de suelo fue: 595 mg P/kg (Super Fosfato Triple), 926 mg K/kg
(Muriato de Potasio) y 1.000 mg N/kg (Can 27).



3.4 Herbicidas utilizados.

En el Ensayo 1, para confirmar la resistencia del biotipo SG-R a los herbicidas ALS, se
utilizaron herbicidas de diferentes grupos quimicos, especificamente metsulfuron y iodosulfuron
(ambos sulfonilureas), flucarbazone (carboniltriazolinona), pyroxulam (triazolopirimidina) e
imazamox-+imazapir (imidazolinona) (Cuadro 3). Todos estos herbicidas son recomendados en
trigo para controlar malezas de hoja ancha, como calabacillo. En ambos biotipos cada herbicida
se aplicd en dos dosis, la técnica y otra equivalente al doble (Cuadro 3) el 25 de junio de 2012,

cuando el desarrollo de las plantas fluctuaba entre 6 a 8 hojas.

En el Ensayo 2, para determinar el indice de resistencia del biotipo SG-R a los
herbicidas ALS, éste y el sensible incluido como referencia, fueron tratados con metsulfuron,
iodosulfuron, pyroxulam e imazamox-+imazapyr, en dosis de 0-0,125X-0,25X-0,5X-X-2X-4X-8X
y 16X (X= dosis técnica del producto) (Cuadro 3), cuando el desarrollo de las plantas fluctuaba

entre 6 a 8 hojas.

En el Ensayo 3, para determinar la respuesta del biotipo SG-R a herbicidas alternativos,
con distinto mecanismo de accién, fue tratado con bentazone, carfentrazone, pyraflufen,
flufenacet+flurtamone+diflufenican, clomazone, flumioxazin y fluroxypir, sélo en la dosis

técnica (Cuadro 4), cuando el desarrollo de las plantas fluctuaba entre 5 a 7 hojas.



Cuadro 3. Herbicidas ALS aplicados y dosis utilizadas en
resistencia del biotipo SG-R. INIA-Carillanca, 2012-2013.

los ensayos para confirmar

Herbicida Dosis (g/ha) Grupo Quimico
metsulfuron 48'y9,6
Sulfonilureas
iodosulfuron 15,8'y 31,6
flucarbazone 56,0y 112,0 Sulfonil carboniltriazolinona
pyroxulam 2251y 450 Triazolopirimidinas
imazamox+imazapyr 49,5+22,5' y 99,0+45,0 Imidazolinonas

! Indica dosis técnica.

Cuadro 4. Herbicidas alternativos aplicados y dosis utilizadas en el ensayo para determinar la

sensibilidad del biotipo SG-R. INIA-Carillanca, 2012-2013.

Herbicida Dosis Modo accion Clasificacion
(Nombre comercial) (g ha) HRAC
bentazone 960 Inhibidor de fotosintesis en C
(Basagran 480 SL, Bentax 48 SL) el fotosistema 11 3
carfentrazone 40
(Affinity 400 EC)
pyraflufen _
(Stagger 2,5 EC) 2,6 Inhibidor de Protox E
flumioxazin 50
(\Valor 50 WP, Pledge 50 WP)
. . 120+ | Inhibidor divisién celular + K3
qufena(c;;z;lrl;rtFaé?é nggg gg enican 120+ | Inhibidor carotenoides + F1
120 Inhibidor carotenoides F1
clomazone . .
(Command 4 EC) 127 Inhibidor carotenoides F4
fluroxypir -
(Starane Xtra) 348 | Regulador del crecimiento O




3.5 Aspersor.

En los tres ensayos, los herbicidas se aplicaron con un aspersor tipo bicicleta a base de
aire comprimido MAT-0OSU (figura 7), con barra de aplicacion y boquillas de abanico plano Tee-
Jeet 8002, en un volumen de agua de 200 I/ha™ a presion constante de 200 kPa y velocidad de 3,2
km/hr™,

Figura 7. Aspersor utilizado en los ensayos.

3.6 Establecimiento de los ensayos.

Ensayo 1.

Las semillas del biotipo sospechoso SG-R y del biotipo sensible SG-S, fueron sometidas
primeramente a una prueba de germinacion el 3 de abril de 2012, para determinar su viabilidad
bajo condiciones favorables de temperatura y humedad. Se depositaron 50 semillas de cada
biotipo en bandejas de plastico, obteniéndose al cabo de 15 dias un 100% de germinacion.
Posteriormente, el 19 de abril de 2012, las semillas de ambos biotipos fueron puestas a germinar
en bandejas de metal y en condiciones de invernadero, obteniéndose un 6ptimo desarrollo al cabo
de 36 dias. Enseguida las plantulas se trasplantaron a maceteros de pléastico de 500 cm3y 10 cm



de diametro, el 25 de mayo de 2012, depositando 4 plantulas por macetero. Los herbicidas ALS
fueron aplicados el 25 de junio de 2012, sobre cuando el desarrollo de los biotipos era el indicado
en el cuadro 5. Para fines de comparacion, se incluyd un tratamiento testigo sin aplicacion de
herbicida. Durante la aplicacién, la temperatura del aire y la humedad relativa promedio fueron

11,4 °Cy 47,9 % respectivamente.

Cuadro 5. Desarrollo de las plantas de los biotipos SG-S y SG-R en la fecha de aplicacion de los
herbicidas.

Desarrollo de las plantas (%)*

Biotipo - : : : -

4 hojas 5 hojas 6 hojas 7 hojas 8 hojas
Calabacillo SG-S 20 40 40
Calabacillo SG-R 25 30 45

1 Corresponde al porcentaje de la poblacion con el desarrollo indicado.

Ensayo 2.

En el ensayo para determinar el indice de resistencia del biotipo SG-R a los herbicidas
ALS, las semillas de ambos biotipos fueron puestas a germinar el 25 de mayo de 2012. El
trasplante a maceteros se realizé el 28 de junio de 2012, cuando las plantas poseian 4 a 5 hojas.
Los herbicidas ALS metsulfuron, iodosulfuron, pyroxsulam e imazamox+imazapyr fueron
aplicados el 24 de agosto de 2012, cuando el desarrollo de las plantas era el indicado en el cuadro
6. Durante la aplicacion la temperatura del aire y la humedad relativa promedio fueron 11,2 °C y

64,0 %, respectivamente.

Cuadro 6. Desarrollo de las plantas de los biotipos de calabacillo SG-R y SG-S al momento de la
aplicacion de los herbicidas.

Desarrollo de las plantas (%)*

Biotipo - - - : -

4 hojas 5 hojas 6 hojas 7 hojas 8 hojas
Calabacillo SG-R 20 40 40
Calabacillo SG-S 10 50 40

1 Corresponde al porcentaje de la poblacién con el desarrollo indicado.




Ensayo 3.

En el ensayo para evaluar la respuesta a herbicidas alternativos las semillas del biotipo
SG-R fueron puestas a germinar el 19 de abril de 2012 el trasplante a maceteros se llevo a cabo el
25 de mayo de 2012. Los herbicidas alternativos fueron aplicados el 29 de agosto de 2012,
cuando el desarrollo de las plantas era el indicado en el cuadro 7. Para fines de comparacion, se
incluyd un tratamiento testigo sin aplicacion de herbicida. Durante la aplicacion, la temperatura

del aire y la humedad relativa promedio fueron 11,4 °C y 41,0 % respectivamente.

Cuadro 7. Desarrollo de las plantas del biotipo de calabacillo SG-R en la fecha de aplicacién de
los herbicidas.

Desarrollo de las plantas (%)t
4 hojas 5 hojas 6 hojas 7 hojas 8 hojas

Calabacillo SG-R 10 50 40
1 Corresponde al porcentaje de la poblacion con el desarrollo indicado.

Biotipo

3.7 Riego.

Durante la realizacion de los ensayos se suministraron riegos periddicos segun la
necesidad de las plantas, basados en la observacién visual de la humedad existente en el suelo

para permitir el normal desarrollo de las plantas.

3.8 Cosecha.

En los tres ensayos, la cosecha se realizo transcurridos 25 dias desde la aplicacion de los
herbicidas, cortando con tijera y a nivel del suelo el follaje de plantas. Enseguida este material

fue pesado en una balanza de precision electronica.



3.9 Disefo experimental.

El disefio de experimento correspondié al completamente al azar. Cada biotipo
representd un ensayo independiente y cada macetero represento una repeticion. En el ensayo 1 el
numero de repeticiones por tratamiento fueron seis y siete para los biotipos SG-R y SG-S,
respectivamente. En el ensayo 2 el nimero de repeticiones por tratamiento fueron seis para
ambos biotipos. En el ensayo 3 el nimero de repeticiones por tratamiento fueron cinco para
ambos biotipos.

3.10 Andlisis de resultados.

Los datos de peso fresco fueron sometidos al analisis de varianza y las medias de los

tratamientos al test de Tukey al 0,05 de probabilidad, utilizando el programa estadistico SPSS.

En el ensayo 2, para determinar el indice de resistencia, la dosis de los herbicidas
requerida para reducir un 50 % el peso fresco (GRsp) se obtuvo de la curva de respuesta,

mediante el modelo de regresion log-logistica (Seefeldt et al., 1995).

La expresion matematica del modelo es la siguiente:

D-C

Y=C+ 1+(X/GRgg )P

Donde, Y representa el peso fresco del follaje (% respecto del control), C es el limite
inferior (respuesta a dosis altas), D es el limite superior (respuesta promedio del control), b es la
pendiente de la curva (proximo a GRsp), GRsp es la dosis con un 50% de respuesta, y x es la dosis
del herbicida. Se utiliza en el eje Y el porcentaje de peso fresco respecto del control o testigo para

disminuir la variabilidad del pardmetro peso fresco que suele ocurrir entre las plantas de una



poblacion heterogénea o silvestre. Para estimar los pardmetros del modelo, los datos se
sometieron a un andlisis de regresion no lineal en un intervalo de confianza de 95% que incluia al
cero y los coeficientes de determinacion (R%) de cada regresion, utilizando el programa
estadistico SigmaPlot 10. El indice de resistencia corresponde al cuociente de la dosis requerida
para lograr una reduccion del 50% (GRsp) del peso fresco del biotipo SG-R versus la requerida
para lograr este mismo efecto en el biotipo sensible SG-S. El criterio para determinar la

existencia de resistencia en los biotipos fue un valor igual o superior a 1,5.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Confirmaciéon de la resistencia a herbicidas inhibidores de ALS en el biotipo de

calabacillo sospechoso SG-R.

Transcurridos 25 dias desde la aplicacion de los herbicidas ALS metsulfuron,
iodosulfuron, flucarbazone, pyroxulam e imazamox+imazapyr, el peso fresco de la parte aérea de
las plantas del biotipo de calabacillo sensible SG-S fue reducido significativamente con todos los
herbicidas en ambas dosis en relacién al tratamiento testigo sin herbicida (Tukey, P<0,05)
(Cuadro 8 y Figura 8). Sin embargo, la respuesta de este biotipo era predecible, ya que fue
incluido como referencia por no presentar resistencia a los herbicidas ALS. Por el contrario, esto
mismo no ocurrié en el biotipo de calabacillo sospechoso SG-R, ya que hubo escasa a nula
disminucion del peso fresco con todos los herbicidas en ambas dosis (Cuadro 8 y Figura 8),
confirmandose de este modo la resistencia a los herbicidas ALS. De estos resultados se infiere
que la resistencia a los ALS se caracterizd por estar ampliamente extendida, debido a que se
confirmé a todos los herbicidas de los cuatro grupos quimicos (sulfonilureas, sulfonil
carboniltriazolinonas, triazolopirimidinas e imidazolinonas). Ademas, se encontr6 que el nivel de
resistencia fue alto, debido a que en el doble de la dosis técnica no hubo disminucién del peso
verde con flucarbazone, sélo alcanz6 a un 18% con metsulfuron, un 33% con iodosulfuron y un

53% con imazamox-+imazapir (Cuadro 8).

La resistencia a los herbicidas ALS del biotipo de calabacillo SG-R no deberia
sorprender, ya que en el mundo se ha reportado en 137 especies, la mayoria hoja ancha (Heap,
2013). Sin embargo, especificamente en S. gallica no se habia reportado (Heap, 2012). Por lo
tanto, los resultados obtenidos en el biotipo SG-R son muy importantes desde el punto de vista
cientifico, por ser el primero en el mundo. Desde un punto de vista practico, su importancia
radica en que se continta expandiéndose y se reducen significativamente las opciones de control

disponibles para ser utilizadas por los agricultores en algunos cultivos, incluido trigo.



Cuadro 8. Reduccion porcentual del peso fresco de los biotipos de calabacillo sensible SG-S'y
sospechoso SG-R transcurridos 25 dias desde la aplicacion de diversos herbicidas ALS. INIA-
Carillanca, 2012-2013.

Biotipo SG-S Biotipo SG-R
Herbicida Dosis Peso fresco | Reduccién® | Peso fresco | Reduccién®

(@/ha) | (g/mac) (%) (g/mac) (%)
Testigo sin herbicida 4,2 a 55a
metsulfuron 4,8 0,6c 85 54a 3
metsulfuron 9,6 05c 88 4,8 ab 18
iodosulfuron 15,8 0,5¢c 88 4,2 ab 31
iodosulfuron 31,6 0,4c 89 4,1ab 33
flucarbazone 56,0 2,3b 44 53a 5
flucarbazone 112,0 12c 71 55a 0
pyroxsulam 22,5 0,6c 86 4,0 ab 36
pyroxsulam 45,0 0,7c 84 3,8ab 42
imazamox+imazapir | 49,5+22,5 0,7c 83 3,4ab 51
imazamox+imazapir | 99,0+45,0 05¢c 88 3,3ab 53

En cada columna de peso fresco, medias unidas con las mismas letras indica que no difieren
estadisticamente entre si (Tukey, P<0,05).

'Indica reduccion porcentual del peso fresco respecto al tratamiento testigo sin herbicida; mac: indica
macetero.
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En cada biotipo, medias unidas con una misma letra indica que no difieren estadisticamente entre
st (Tukey, P<0,05).

Figura 8. Peso fresco de la parte aérea del biotipo de calabacillo SG-S y SG-R en respuesta a
diversos herbicidas ALS. INIA-Carillanca, 2012-2013.



4.2 Indice de resistencia a los herbicidas ALS en el biotipo de calabacillo SG-R.

Los valores de R? (coeficiente de determinacién), obtenidos a través del modelo
logistico indicaron un buen ajuste del peso fresco en respuesta a las dosis de los herbicidas ALS.
Con metsulfuron los valores de R® para los biotipos SG-R y SG-S fueron 0,84 y 0,98,
respectivamente; con iodosulfuron fueron 0,81 y 0,99, respectivamente; con pyroxulam fueron
0,84 y 0,95, respectivamente; y con imazamox+imazapyr fueron 0,79 y 0,99, respectivamente
(Cuadro 9).

Los indices de resistencia (IR) del biotipo de calabacillo SG-R a los diversos herbicidas
ALS se presentan en el cuadro 9 y figura 9. Se observa que el indice de resistencia a todos los
herbicidas fue alto, aunque variable, dependiendo del producto. EI mayor indice de resistencia
fue a metsulfuron (IR > 128), enseguida a iodosulfuron (IR 98), imazamox+imazapyr (IR 41) y
pyroxulam (IR 30). El indice de resistencia obtenido con metsulfuron indica que en el rango de
dosis aplicado no fue posible alcanzar una disminucién del 50% del peso fresco en el biotipo SG-
R. Respecto al biotipo sensible SG-S, se observa que fue extremadamente sensible a todos los
herbicidas, ya que el peso fresco fue disminuido un 50% en dosis muy pequefias (Cuadro 9 y
Figura 9), lo que confirma que estos herbicidas sean recomendados para controlar calabacillo en

trigo y otros cultivos.

Dado la naturaleza de este trabajo y porque a la fecha no existen registros de resistencia
a herbicidas en calabacillo (S. gallica) ni en otras especies del género Silene en el mundo (Heap,
2012), resulta dificil determinar con precision el o los probables mecanismos de resistencia del
biotipo SG-R. Sin embargo, se sabe que en la mayoria de los casos de resistencia a ALS, ésta es
ocasionada por mutaciones en el gene nuclear ALS, que resultan de la sustitucion de aminoacidos
en las siguientes posiciones: alanina 122, prolina 197, alanina 205, triptofano 574, serina 653 y
aspartato 376 (Tranel et al., 2009). El nivel de resistencia puede aumentar de 60 a 3.200 veces

dependiendo de la posicion del aminoacido afectado y la sustitucidn especifica. Segin Whaley.,



et al (2007) y Saari et al., (1994), los altos indices de resistencia, como los obtenidos en el
biotipo SG-R, sugieren que estaria asociada al sitio de accion, como resultado de una enzima
ALS alterada con sensibilidad reducida a estos herbicidas, aunque también podria deberse al
aumento del metabolismo de los herbicidas (Christopher et al., 1992; Tranel y Wright, 2002;
Veldhuis et al., 2000).

El conocimiento del mecanismo de resistencia en una maleza es muy importante por su
relacion con el desarrollo de las estrategias de manejo de la resistencia en el campo. Al respecto,
muchas técnicas de diagnostico han sido desarrolladas con la finalidad de confirmar la resistencia
a herbicidas y ayudar a los productores a adoptar las mejores estrategias de manejo (Corbett y
Tardif 2006).

Cuadro 9. Parametros estimados del modelo no lineal que describen la respuesta de los biotipos
de calabacillo SG-S y SG-R a los diversos herbicidas ALS.

Biotipo Herbicida D C b GRso R’
metsulfuron 100,0 9,78 2,9 0,6 0,98
iodosufuron 100,0 1.3 1,4 1,3 0,99

565 pyroxulam 100,0 9,7 2.4 38 0,95
imazamox-+imazapyr 100,0 1,3 1,5 6,3 0,99
metsulfuron 100,4 49,9 2,0 >76,8 0,84
iodosufuron 100,8 44,7 1,5 127 0,81

SR pyroxulam 100,1 151 0,52 114 0,84
imazamox-+imazapyr 100,0 -11 0,64 254 0,79

D es el limite superior (respuesta promedio del control); C es el limite inferior (respuesta a dosis altas); b
es la pendiente de la curva (proximo a GRsy); GRs, es la dosis con un 50% de respuesta, R? es el
coeficiente de determinacion.
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Figura 9. Disminucién (%) del peso fresco de los biotipos de calabacillo sensible SG-S (-e-) y
sospechoso SG-R (-o-) con los herbicidas ALS metsulfuron, iodosulfuron, pyroxulam e
imazamox-+imazapyr. Barras verticales representan el error estandar de los valores promedio.



4.3 Respuesta del biotipo de calabacillo SG-R a herbicidas alternativos

Transcurridos 25 dias desde la aplicacion de los herbicidas alternativos o con diferente
mecanismo de accion que los ALS, el peso fresco del biotipo SG-R fue reducido
significativamente con bentazone (960 g/ha), carfentrazone (40 g/ha), pyrafluflen (2,6 g/ha),
flumioxazin (50 g/ha), flufenacet+flurtamone+diflufenican (120+120+120 g/ha) y clomazone
(127 g/ha), no asi con fluroxipir (348 g/ha) (Cuadro 10 y Figura 10). Los datos de disminucién
porcentual del peso fresco respecto al testigo sin herbicida indican que los herbicidas mas
eficaces fueron bentazone, carfentrazone, pyrafluflen y flumioxazin, ya que con todos la
disminucion del peso fresco fue superior a un 80% (Cuadro 10). Un analisis mas detallado de los
resultados permiten sefialar que la menor disminucién del peso alcanzada con
flufenacet+flurtamone+diflufenican se explica porque se sabe que es mas eficaz sobre las
malezas cuando se aplica en pre-emergencia que en pos-emergencia como ocurrié en el ensayo;
los obtenidos con clomazone porque es mas eficaz cuando se aplica con malezas menos
desarrolladas que el que tenian en el presente estudio; y los resultados con fluroxipir porque
presenta s6lo una débil accion en especies de la familia Cariofilaceae como calabacillo, por ser

naturalmente una especie tolerante.

Todos estos herbicidas alternativos son ampliamente comercializados y recomendados en
diversos cultivos en el mundo, pero no todos son comercializados en Chile, como es el caso del
herbicida pyraflufen-ethyl, cuyo uso esta prohibido por normas de residualidad en productos
carnicos (Ministerio de Agricultura, 2012). Todos estos herbicidas son recomendados para
controlar malezas de hoja ancha, y la mayoria se recomienda en cultivos de trigo, excepto
carfentrazone que s6lo se recomienda en barbecho quimico y frutales debido a su amplio espectro
de control y clomazone que so6lo es recomendado en cultivos de papa y hortalizas debido a que
controla malezas de hoja ancha y gramineas. Por otra parte, todos estos herbicidas se

recomiendan para ser utilizados en otros cultivos (SAG, 2013).



A pesar de la alta eficacia para controlar calabacillo exhibida por la mayoria de los
herbicidas alternativos evaluados en este trabajo, algunas especies de malezas ya han
evolucionado  resistencia a ellos en algin pais del mundo, excepto a
flufenacet+flurtamone+diflufenican (Cuadro 11) (Heap, 2013). Por lo tanto, en el pais su uso en
los cultivos para controlar biotipos de calabacillo resistentes a los herbicidas ALS, deberia ser
con precaucion y siempre formando parte de una estrategia de control integrado.

Cuadro 10. Reduccion porcentual del peso fresco del biotipo de calabacillo SG-R transcurridos
25 dias desde la aplicacién de diferentes herbicidas alternativos. INIA-Carillanca, 2012-2013.

Dosis Biotipo SG-R
Herbicida (9/ha) Peso fresco Reduccion®

(9/mac) (%)
Testigo sin herbicida 45a
bentazone 960 0,6¢c 87
carfentrazone 40 0,7¢c 84
pyraflufen 2,6 05¢c 88
flufenacet+flurtamone+diflufenican 120+120+120 2,4 bc 48
clomazone 127 2,3 bc 49
flumioxazin 50 0,6¢c 85
fluroxypir 348 3,0ab 32

En la columna de peso fresco, medias unidas con las mismas letras indica que no difieren estadisticamente
entre si (Tukey, P<0,05).

'Indica reduccion porcentual del peso fresco respecto al tratamiento testigo sin herbicida; mac indica
macetero.
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Figura 10. Peso fresco de la parte aérea del biotipo de calabacillo SG-R en respuesta a herbicidas

alternativos. INIA-Carillanca, 2012-2013.

Cuadro 11. Resistencia en el mundo a los herbicidas alternativos utilizados en el estudio.

Grupo quimico Herbicida Afo Pais Maleza resistente
Triazoles, ureas, 2004 Canadd | Amaranthus hybridus
isoxazolidiones bentazone 2005 Canada | Amaranthus retroflexus
(F3/11) 2009 Brasil | Sagitaria montevidensis
Auxinas sintéticas . 1995 EE'UU, Kochia stcoparia_
(04 fluroxypir 1998 Can_ada Galeopms tetrahlt
2010 China | Stellaria media
o 2005 EE.UU | Ambrosia artemisiifolia
Inhibidor PPO (E/4) carfentrazone 2011 China Descurainia sophia
Triazoles, ureas, 1982 | Australia | Lolium rigidum
isoxazolidiones clomazone
(F3/11) 2008 EE.UU | Echinochloa crus-galli
Inhibidor PPO (E/4) pyraflufen 2005 EE.UU | Ambrosia artemisiifolia
Inhibidor PPO (E/4) flumioxazin 2005 EE.UU | Ambrosia artemisiifolia

Fuente: Heap (2013).




5. CONCLUSIONES

Se confirma por primera vez en Chile y el mundo la resistencia de calabacillo (Silene
gallica), a los herbicidas ALS.

La resistencia del biotipo de calabacillo SG-R a los herbicidas ALS se caracterizo por
estar ampliamente extendida, ya que se confirmé a todos los herbicidas y grupos quimicos
evaluados.

Los indices de resistencia a los herbicidas ALS fueron altos ya que fue > 128 para

metsulfuron, 98 para iodosulfuron, 41 para imazamox-+imazapyr, 30 para pyroxulam.

El biotipo de calabacillo SG-R resistente a ALS present6 una alta susceptibilidad a todos

los herbicidas alternativos o con distintos mecanismo de accion que se evaluaron.



6. RESUMEN

Los objetivos del presente trabajo fueron confirmar la resistencia a herbicidas ALS en
un biotipo de calabacillo sospechoso identificado como SG-R, determinar eventualmente el
indice de resistencia y la susceptibilidad a herbicidas alternativos. El estudio se realizo en el
Centro Regional de Investigacion INIA Carillanca, Vilcin, Region de La Araucania.

El biotipo de calabacillo sospechoso SG-R y otro sensible SG-S incluido como
referencia, crecieron en maceteros y en condiciones de invernadero. El disefio de experimento
correspondié al completamente al azar. En el ensayo para confirmar la resistencia, ambos
biotipos se asperjaron con los herbicidas ALS metsulfuron (4,8 y 9,6 g/ha), iodosulfuron (15,8 y
31,6 g/ha), flucarbazone (56 y 112 g/ha), pyroxsulam (22,5 y 45 g/ha) e imazamox+imazapyr
(49,5+22,5 y 99+45 g/ha) en dos dosis, la técnica y otra equivalente al doble, cuando el desarrollo
de las plantas fluctuaba entre 6 a 8 hojas. En el ensayo para determinar el indice de resistencia,
ambos biotipos se asperjaron con metsulfuron, iodosulfuron, pyroxulam e imazamox+imazapyr,
en dosis de 0-0,125X-0,25X-0,5X-X-2X-4X-8X y 16X (X= dosis técnica del producto), cuando
el desarrollo de las plantas fluctuaba entre 6 a 8 hojas. En el ensayo para determinar la respuesta
del biotipo SG-R a herbicidas alternativos, éste fue tratado con bentazone (960 g/ha),
carfentrazone (40 g/ha), pyraflufen (2,6 g/ha), flumioxazin (50 g/ha),
flufenacet+flurtamone+diflufenican (120+120+120 g/ha), clomazone (127 g/ha) y fluroxypir
(348 g/ha), solo en la dosis técnica, cuando el desarrollo de las plantas fluctuaba entre 5 a 7 hojas.
Transcurridos 25 dias desde la aplicaciéon de los herbicidas se cosechd la biomasa aérea y se
determind el peso fresco.

Se concluye que se confirma por primera vez en Chile y el mundo la resistencia de
calabacillo a los herbicidas ALS, los indices de resistencia a los herbicidas ALS fueron altos ya
que fue > 128 para metsulfuron, 98 para iodosulfuron, 41 para imazamox+imazapyr, 30 para
pyroxulam, el biotipo de calabacillo SG-R resistente a ALS presentd una alta susceptibilidad a

todos los herbicidas alternativos o con distintos mecanismo de accion que se evaluaron.



7. SUMARY

The objectives of this study were to confirm the resistance to ALS herbicides in a
biotype of small-flowered catchfly suspect identified as SG-R, eventually determine the rate of
resistance and susceptibility to alternative herbicides. The study was conducted at the Regional

Research Center INIA Carillanca Vilcun, Araucania Region.

The suspect biotype of small-flowered catchfly SG-R and other sensitive SG-S
incorporated by reference, grown in pots and under greenhouse conditions. The experimental
design corresponded to completely random. In the trial to confirm the resistance, both biotypes
were sprayed with ALS herbicides metsulfuron (4,8 and 9,6 g/ha), iodosulfuron (15,8 and 31,6
g/ha), flucarbazone (56 and 112 g / ha), pyroxsulam (22,5 and 45 g / ha) and
imazamox+imazapyr (49,5 +22,5 and 99 +45 g / ha) in two doses, technique and another
equivalent to double, when development of the plants fluctuated between 6 to 8 leaves. In the
trial for determining the resistance index, both biotypes were sprayed with metsulfuron ,
iodosulfuron , pyroxulam and imazamox+imazapyr at doses of -0,125X-0,25X-0,5X-X-2X-4X-
8X y 16X (X = technique dose product) when the development of the plants ranged from 6 to 8
leaves. In the trial for determining the response of biotype SG- R to alternative herbicides, it was
treated with bentazone (960 g/ha), carfentrazone (40 g/ha), pyraflufen (2.6 g/ha), flumioxazin (50
g/ha), flufenacet+flurtamone+diflufenican (120 +120 +120 g/ha) , clomazone (127 g/ha) and
fluroxypir (348 g/ha), only technique dose when the development of the plants ranged from 5 to 7

leaves.

According to the results it is concluded that the biotype of small-flowered catchfly SG-R
was resistant to all ALS herbicides evaluated, provided a high level of resistance to all herbicides,
reaching a (IR)> 128 for metsulfuron, (IR 98) for iodosulfuron, (IR 41) for imazamox+ imazapyr
and (IR 30) for pyroxulam, and it was very susceptible to herbicides with different mechanisms

of action.
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ANEXOS



Anexo 1. Analisis de varianza para peso fresco del biotipo de calabacillo SG-R en respuesta a
cinco herbicidas ALS aplicados en dos dosis cada uno.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
peso verde  Inter-grupos 34,696 10 3,470 1,188 ,323
Intra-grupos 161,545 55 2,937
Total 196,241 65
repeticion  Inter-grupos ,000 10 ,000 ,000 1,000
Intra-grupos 192,500 55 3,500
Total 192,500 65

Anexo 2. Andlisis de varianza para peso fresco del biotipo de calabacillo SG-S en respuesta a
cinco herbicidas ALS aplicados en dos dosis cada uno.

Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
peso verde Inter-grupos 112,067 10 11,207 6,422 ,000
Intra-grupos 115,173 66 1,745
Total 227,241 76
repeticion  Inter-grupos ,000 10 ,000 ,000 1,000
Intra-grupos 308,000 66 4,667
Total 308,000 76

Anexo 3. Analisis de varianza para peso fresco del biotipo de calabacillo SG-R en respuesta a
siete herbicidas alternativos.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
repeticion Inter-grupos ,000 7 ,000 ,000 1,000
Intra-grupos 80,000 32 2,500
Total 80,000 39
peso verde Inter-grupos 73,238 7 10,463 9,449 ,000
Intra-grupos 35,433 32 1,107
Total 108,672 39




