Revista Agropecuaria y Forestal APF 3(1): 17-22. 2014

Primer caso de
Dominicana

Francisco Jiménez', Pablo Fernandez', Jesus Rosario’, Fidel Gonzales' y Rafael De Prado?

resistencia a glifosato en la Republica

La Republica Dominicana posee un area de mas 30,000 hectareas dedicadas a la produccion de citricos, con
una produccion estimada de 493,000 toneladas métricas. El control de malezas constituye una de las actividades
mas importante en el mantenimiento de la produccion, siendo el glifosato el herbicida mas utilizado como método
de control quimico, durante los ultimos 20 afos. Sin embargo, se reportan fallas en el control de Parthenium
hysterophorus L. (Ph) y Phaseolus lathyroides L. (Pl), especialmente en campos de citricos. Con el objetivo de
evaluar la respuesta de estas especies y confirmar la posible resistencia a glifosato, se realizaron ensayos dosis-
respuesta (ED50) y acumulacion de acido shiquimico en 5 poblaciones sospechosas, las cuales fueron comparadas
con una poblacion sensible. Los resultados de ED,; de los biotipos de Ph, fueron de 409.9, 294.6, 159.7 y 41.5
g ae ha, para los biotipos Ph,,, Ph,, Ph,y Ph, ., respectivamente; en tanto que para los biotipos P/, y PI, fueron
similares, 85.1 y 81.8 g ae ha, respectivamente. La velocidad de acumulacion de acido shiquimico fue 0.006,
0.018, 0.027, 0.035, 0.038 y 0.066 mg g pf” (peso fresco) h” para Ph,, Ph,, Ph,, PI,, Pl, y Ph16, respectivamente.
El orden de resistencia es Ph, > Ph, > Ph, > Pl 2 PI, > Ph, .. Pl presenta una tolerancia natural, en tanto que el
factor de resistencia para Ph, fue 9.5, lo cual confirma el primer caso de resistencia a glifosato en la Republica

Dominicana.
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INTRODUCCION

La aplicacion repetida de herbicidas con el mismo ingre-
diente activo, del mismo grupo quimico o con igual sitio
de accidn, ejerce una presién de seleccion en la comu-
nidad de malezas, la cual en interaccion con el suelo,
el clima, las practicas culturales, el sistema de cultivo,
la especie de maleza y la no aplicaciéon de medidas al-
ternativas de control, favorecen el desarrollo y la apari-
cion de biotipos resistentes en una especie de maleza
(Tharayil-Santhakumar 2004)

La resistencia a un herbicida sucede cuando un indivi-
duo dentro de una poblacién de una especie de mala
hierba, sobrevive y se reproduce después de la aplica-
cion de la dosis agricola recomendada, que controla
normalmente la poblacion. La resistencia puede ocurrir
de manera natural y tener por origen mutaciones gené-
ticas responsables de alteraciones en el sitio de accion
del herbicida, en el proceso de metabolismo del herbi-
cida en la planta, en la penetracion, en la translocacion
y en la compartimentalizacién de la molécula herbicida
en el individuo resistente (Tharayil-Santhakumar 2004;
Friesen et al. 2000).

El estudio de resistencia a herbicidas en malas hierbas
constituye una herramienta de suma importancia para
determinar el comportamiento de las mismas ante el uso
de moléculas herbicidas, asi como el establecimiento
de medidas de manejo ante deteccidon de resistencia.
El control quimico es el método mas utilizado, siendo el
glifosato el herbicida de mayor uso, principalmente en
fincas o explotaciones fruticolas.
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Determinadas especies de plantas cultivadas, y también
de malas hierbas, son capaces de vivir y crecer a las
dosis recomendadas de aplicacién agricola del herbici-
da, aunque puedan ser controladas a dosis varias veces
superiores. Este tipo de respuesta se conoce general-
mente como tolerancia natural y ha sido definida por la
HRAC (Herbicide Resistance Action Committee) como
la habilidad/aptitud heredable de una especie vegetal a
sobrevivir y reproducirse después de un tratamiento.

Al momento se han registrado, a nivel mundial, 403 ca-
sos de resistencia a herbicidas, de los cuales 132 espe-
cies son resistentes a herbicidas cuyo sitio de accion es
la enzima acetolactato sintasa (ALS), 74 a inhibidores
de la fotosintesis en el fotosistema 1, 43 inhibidores de
la enzima acetil CoA carboxilasa (ACCasa), 30 auxinas
sintéticas, 28 actuan en el fotosistema I, 24 son inhibi-
dores de la enzima 5-Enolpiruvil shikimato 3-fosfato sin-
tasa (EPSPS) y 23 inhibidores de la fotosintesis, entre
otros, (Heap 2013).

En Centro América y el Caribe, se ha detectado resis-
tencia a glifosato en Colombia y México (Heap 2013).
En la Republica Dominicana, no se tiene reporte de ca-
sos de resistencia cientificamente demostrado, pese a
que los productores agricolas se quejan de la ineficacia
de algunos de los herbicidas utilizados, principalmente
glifosato, en el control de las malas hierbas. El objetivo
de esta investigacion fue determinar la posible resis-
tencia a glifosato de Parthenium hysterophorus L . (Ph)
y Phaseolus lathyroides L. (Pl), mediante ensayos de
dosis-respuesta (ED,,) y acumulacion de acido shiqui-
mico.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Para la realizaciéon de los ensayos se prospectaron se-
millas de Parthenium hysterophorus L. (Ph) y Phaseolus
lathyroides L. (Pl) en campos de citricos del Consorcio
Citricos Dominicanos del Grupo Rica, en Villa Altagracia,
San Cristobal, Republica Dominicana, con sospecha de
resistencia a glifosato y en veredas de carreteras en las
provincias Monsefor Nouel y Maria Trinidad Sanchez.
Para la verificacion de resistencia de Ph se compararon
con un biotipo sensible procedente de México. En tanto
que para comparar Pl se prospectaron semillas en un
area donde no se ha utilizado el herbicida.

Las semillas fueron pre germinadas y colocadas en ma-
cetas de 320 cm?® de volumen, conteniendo una mezcla
de turba-arena en una relacion v/v 1:1, y mantenida en
invernadero a temperatura noche/dia de 27/18°C y foto-
periodo de 14/10 h.

Dosis-respuesta

Los tratamientos para dosis-respuesta se realizaron
cuando las plantas alcanzaron de 3 a 5 hojas de desa-
rrollo, utilizando una maquina de aplicacion experimen-
tal de herbicida (Devries Manufacturing, Hollandale,
Minnesota, USA), equipada con boquillas de abanico
plano Tee Jet 80.02 EVS (abertura uniforme de 80°),
ajustada a 200 kPa y volumen de aplicacion de 200 L
ha'. Las dosis evaluadas fueron 20, 40, 60, 80, 160,
320, 640 y 1,280 gramos de acido equivalente (g ae ha
) de glifosato, bajo un disefio completamente al azar
con 10 repeticiones (plantas).

Las plantas fueron cortadas a nivel del suelo, 21 dias
después del tratamiento (DDT) para cuantificar el peso
fresco. Estos datos fueron ajustados a un modelo de
regresion no lineal log-logistic, con el paquete estadis-

tico Sigma Plot 8.0 (Seefeldt et al. 1995). Los valores
de ED,, correspondientes fueron usados para calcular
el factor de resistencia (FR) de cada especie y bioti-
pos, dividiendo la ED, del biotipo R entre la ED,, del S
(FR=ED,, R/ ED,, S).

Acido shiquimico

Para determinar la acumulacion de acido shiquimico, las
plantas de cada especie y biotipos fueron tratadas en el
estadio de 3 a 5 hojas con glifosato a 300 g ae ha-1y
un volumen de derivacion de 200 L ha™'. Se conformé
un muestra compuesta de las ocho plantas de 50 mg
de tejido cortada a 12, 24, 48, 72 y 96 horas después
del tratamiento (HDT) y congeladas en nitrégeno liqui-
do, utilizando la metodologia descrita por Perez-Jones
et al. (2005). La acumulacién de acido shiquimico fue
determinada mediante un espectrofotdmetro a 380 nm,
los resultados se expresaron en miligramos por gramos
de peso fresco (mg g pf'). Se calculd la velocidad de
acumulacion de acido shiquimico mediante la pendiente
(m) de la recta en una seccion de la misma; m = (y,-y.)/
(x,-x,); m=mg gpf'h.

RESULTADOS Y DISCUSION

Dosis-respuestas

Los datos de peso fresco de los cultivares se ajustaron
al modelo de regresion no lineal log-logistic con un nivel
de significancia segun se describe en la Tabla 1, el cual
estima la dosis efectivas que reduce en un 50% (ED)
el peso fresco de los cultivares tratados con glifosato
(Tabla 1y Figura 1).

Los resultados muestran una respuesta diferencial en-
tre los valores de ED,, de los diferentes biotipos de Ph.
La dosis capaz reducir el peso fresco en 50% de los bio-
tipos de Ph fue de 402.2, 294.6, 149.7 y 41.5 g ae ha™
para los biotipos Ph10, Ph7, Ph8 y Ph16. La ED, para

Tabla 1. Parametros de la ecuacion Yusada para calcular la dosis de glifosato requerida para reducir en un 50%
la masa fresca (ED, ) en las poblaciones de Parthenium hysterophorus 'y Phaseolus lathyroides

Cultivars Respuesta U L b Pseudo r?¥ EDS50 (SE) ? FRY Valor p
Ph, R 92.3 0.0 1.72 0.98 294.6 7.09 0.001
Ph, R 89.4 0.0 1.6 0.93 149.7 3.60 0.001
Ph,, R 94.7 0.0 1.83 0.96 402.2 9.69 0.001
Ph,, S 94.3 2.2 1.6 0.98 41.5 - 0.001
PI, T 144 1 0.0 1.02 0.98 85.2 2.05 0.005
Pl T 1275 0.0 1.1 0.98 81.8 1.97 0.005

2

1/Ecuacion Log-logistic Y = L + {(U-L) / [1 + (lED50)b]}, donde Y es la masa fresca, expresada como porcentaje con respecto
al control no tratado; x (variable independiente) es la dosis de glifosato (g ae ha-1), U es el valor maximo de la asintotas, L es
el valor minimo, b es el punto de inversién de la curva, y ED50 es la dosis efectiva requerida para reducir en 50 % la masa
fresca de las poblaciones. Los datos fueron ajustados a un modelo de regresién no lineal. Los datos representan el promedio
de diez (plantas) repeticiones. 2/ SE= error estandar. 3/ coeficiente de determinacion. 4/ FR = factor de resistencia = ED50 R/
ED50 S).
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Pl y PI, fue de 85.2 y 85.8 g ae ha, respectivamente
Tabla 1 y Figura 2. El factor de resistencia (FR) calcu-
lado para cada biotipo con respecto al biotipo sensible
(Ph,,) es como sigue; 9.69, 7.09. 3.60, 2.05y 1.97, para
los biotipos Ph,, Ph,, Ph,, Pl y Ph,, respectivamente,
Tabla 1. El biotipo Ph,, requiere 9.69 veces la dosis del
biotipo sensible (Ph,,) para reducir su peso fresco, lo
que muestra que este biotipo tiene un alto nivel de re-
sistencia a glifosato.

Los biotipos del género Parthenium muestran una re-
sistencia diferencial, lo que permite clasificar el nivel de
resistencia de estos biotipos en altamente resistente
(Ph,,) y resistentes (Ph, y Ph,), respectivamente. Esta
resistencia esta asociada a la presién de seleccion que
conlleva el uso prolongado de un herbicida en el mismo
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sitio de accién, en este caso glifosato, por lo que uno
0 mas mecanismos de resistencia, como mutacion en
el sitio de enlace (EPSPS) con el herbicida, procesos
metabdlicos, una menor absorcién y/o translocacion del
herbicida al sitio de accion.

Los biotipos del género Phaseolus mostraron un FR de
2.05 y 1.97 para PI, y Pl,, respectivamente, (Tabla 1).
Estos biotipos muestran valores similares, lo que pudie-
ran ser consideradas como moderadamente resistentes.
Las semillas del biotipo P/, fueron prospectadas en una
zona donde no se ha utilizado glifosato para establecer
la comparacion con el biotipo prospectado en campos
de citricos (P/,). Estos resultados sugieren que este bio-
tipo posee una tolerancia natural dado el mismo factor
de resistencia en ambos.
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Figura 1. Curvas dosis-respuesta (ED, ) de cuatro biotipos de Parhtenium hysterophorus tratadas con glifosato.
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Figura 2. Curvas dosis-respuesta (ED,,) de dos biotipos de Phaseolus lathyroides tratados con glifosato.
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Acumulacion de acido shiquimico

Los cambios en los niveles de acido shiquimico en las
plantas son especificamente el resultado de la inhibicion
de la EPSPS (Amrhein et al. 1980). En plantas sensi-
bles, como consecuencia de esta inhibicion se produce
un incremento de acido shiquimico, después de ser tra-
tadas con glifosato. Esta inhibicion ha sido usada como
un marcador para determinar la sensibilidad al herbicida
(Mueller et al. 2008).

La poblaciéon con mayor velocidad de acumulacién co-
rrespondio a Ph,, seguido por Phy, Ph,y Ph, con 0.066,
0.027, 0.018 y 0.006 mg g pf' h', respectivamente, Fi-
gura 3. El biotipo Ph,, muestra una velocidad de acumu-
lacion 11 veces superior al biotipo Ph,, lo que muestra
que Ph, tiene una alta resistencia al herbicida. Los de-
mas biotipos muestran una resistencia intermedia.

La acumulacion de acido shiquimico en los biotipos de
Pl describen un ecuacion lineal hasta las 96 HDT Fi-
gura 4, con una velocidad de acumulacién de 0.035 y
0.038mg g pf" h'para Ph, y Ph,, respectivamente, los
cuales muestran valores de acumulacion muy similares.
A partir de las 96 HDT la velocidad comienza a declinar
en ambos biotipos, lo que sugiere una reactivacion en
la produccion de aminoacidos aromaticos, en la enzima
EPSPS, imprescindibles para el desarrollo de las plan-
tas.

El biotipo Ph, no habia sido sometido a tratamientos
con glifosato y la misma se utilizé para compararla con
Ph,, procedente de campos de citricos tratados por mas
de 15 afios, sin embargo muestran el mismo comporta-
miento. Esto sugiere que el nivel de resistencia mostra-
do por PI no ha sido el resultado de la presion de selec-
cion inducida por la aplicacion del glifosato, mas bien es
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Figura 3. Acumulacién de acido shiquimico en cuatro biotipos de Parthenium hysterophorus tratadas con glifosato.
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Figura 4. Acumulacion de acido shiquimico en dos biotipos de Phaseolus lathyroides tratadas con glifosato.
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debido a una tolerancia natural de esta leguminosa, la
misma pudiera deberse a procesos metabdlicos a com-
puestos no téxicos del herbicida para la planta u otros
mecanismos asociados a la resistencia.

CONCLUSIONES

Se confirma el primer caso de resistencia al herbicida
glifosato en la Republica Dominicana en biotipos de
la especie Parthenium hysterophorus. En tanto que
Phaseolus lathyroides muestra cierto nivel de resisten-
cia a glifosato, descartandose que esta resistencia sea
debido a la presion de selecciéon impuesta por el uso
prolongado de glifosato, lo que sugiere que esta espe-
cie tiene tolerancia natural a este herbicida.
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