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Estudios de caracteristicas anatomicas foliares en Sinapis alba L.
resistente al tribenuron metil

JesuUs Rosario' y Rafael De Prado?

Sinapsis Alba L. es una mala hierba competitiva en el cultivo de trigo del sur de Espafia. En una poblacion de malezas
manejada con aplicaciones continuas de tribenuron metil (TM) durante los ultimos 15 afios, se ha observado fallas
de control. Semillas de plantas no controladas por TM consideradas poblacién sospechosa de tener resistencia
(AR,,) y semillas de una poblacion sensible (AR,) cosechadas en area nunca tratada con TM, fueron germinadas
y cultivadas para confirmar la resistencia a TM y determinar la posible relacion de caracteristicas anatémicas de
la superficie foliar adaxial con la penetracion y resistencia al herbicida. Se realizaron ensayos de dosis-respuesta
(D-R), estudios radio-isotopicos (penetracion de “C-TM) y microscopicos en la superficie adaxial foliar (densidad
de estomas, densidad de tricomas, forma de la superficie adaxial y espesor de cuticula). El estudio de D-R mostré
que la dosis de TM necesaria para reducir en 50% el peso fresco (ED,,) del biotipo AR, fue de 4,2 g de TM ha”,
resultando 10,6 veces mayor que la ED,; del sensible AR, (0,3939 g de TM ha). Los resultados de penetracion
indicaron que ambos biotipos AR, (40,2%) y AR, (41,4%) absorben porcentajes similares de TM. Mientras que las
densidades de estomas y de tricomas y la forma de la superficie adaxial fueron similares en ambos biotipos. No
obstante, el espesor de la cuticula fue diferente (AR,,;=2.41 mm y AR,=1.34 mm). La resistencia confirmada en S.
alba a TM, no es debida a diferencias en la absorcion del herbicida ni a cambios anatémicos foliares; por tanto, se

investigan otros mecanismos.
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INTRODUCCION

Sinapis alba L. es una crucifera anual de la zona medi-
terranea, presente en el sur de Espafia, donde compite
con el cultivo de trigo y ha sido controlada durante los
ultimos 15 afios mediante aplicaciones con el herbicida
tribenuron metil (TM) (Rosario et al. 2010).

TM es un herbicida sulfonilurea inhibidor de la aceto-
lactato sintasa (ALS; EC 4.1.3.18) que cataliza la bio-
sintesis de los aminoacidos valina, leucina e isoleucina
(Singh et al.1991; Tranel y Wright 2002; McCourt y Du-
gglebly 2006). El uso incorrecto de este herbicida inhi-
bidor de la ALS ha causado la evolucion de resistencia
en biotipos de S. alba prospectados en Ronda, Malaga,
Espafia (Cruz-Hipdlito et al. 2008; Rosario et al. 2010).

En la actualidad existen 365 biotipos de malezas re-
sistentes a herbicidas en 200 especies, distribuidas en
450,000 campos. Del total de especies resistentes el
30.7% (112 especies) han desarrollado resistencia a los
inhibidores de ALS (Heap 2011), siendo este el grupo
herbicida con mayor incremento de biotipos resisten-
tes.

Comunmente, la resistencia a herbicida es explicada
basado en modificaciones genéticas ocurridas en el si-
tio de accidn, por ejemplo mutacién en el punto de union
en la enzima blanco. Asi como en la resistencia fuera

del sitio de accién, debida a reduccién de la absorcion
y/o translocacion, secuestracion y metabolismo del her-
bicida (Powles y Yu 2010; De Prado y Franco 2004). Sin
embargo, ciertas caracteristicas morfolégicas de la su-
perficie adaxial foliar pueden influenciar la cantidad de
herbicida que entra en los tejidos de las hojas (Kogan
y Pérez 2003; Garcia-Torres y Fernandez-Quintanilla
1991), y afectar la expresion de la resistencia a herbici-
das en malezas. Los objetivos del presente trabajo fue-
ron: a) estudiar y confirmar la resistencia de S. alba a
TM, b) conocer la posible influencia de caracteristicas
morfologicas con la resistencia a TM detectada en S.
alba, asociada a la absorcion de '“C-TM y c) determinar
si la absorcion de *C-TM es un mecanismo que explica
la resistencia en S. alba.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion fue desarrollada en invernadero y labo-
ratorio, utilizando TM de grado técnico (DuPont de Ne-
mours y Co., Nambsheim, France) y el correspondiente
formulado comercial al 75% de i.a. Se utilizaron semillas
de las poblaciones AR,, (probablemente resistente) y
AR, (susceptible), germinadas en oscuridad y frio (4°C)
por 72 horas en caja petri. Las plantulas se cultivaron en
macetas hasta la instalacién de cada estudio.
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Para los ensayos dosis-respuesta (D-R), plantas en es-
tado de 4-5 hojas fueron tratadas con 0.0, 0.05, 0.10,
0.40, 0.80, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0, 16.0 y 32.0 g de TM
ha' con un equipo de aplicacion experimental de herbi-
cida. El experimento fue instalado en un arreglo facto-
rial, usando un disefio completamente al azar con 5 re-
peticiones (plantas) por poblacion y dosis. Se cosechd
el tejido aéreo y se determind el peso fresco 21 dias
después del tratamiento (DDT). Los datos se ajustaron
a un modelo de regresion no lineal (Seefeld et al. 1995),
estimandose las ED, . El factor de resistencia (FR) se
obtuvo como la relacion ED, AR, ,/ED,, AR,.

Para estudiar la penetracion de *-C-TM las plantas fue-
ron tratadas con una solucion del herbicida marcado
(*C-tribenuron metil, 1666.66 Bq) mas el formulado co-
mercial (15 g i.a. ha'), aplicando una gota (1 yL; 833.33
Bq.) en la cuarta hoja de cada planta. Las plantas fue-
ron divididas en hoja tratada (HT), resto de planta (RT)
y raices (R); se lavo la radiactividad no absorbida, los
tejidos fueron secados, combustionados en el oxidador
bioldgico y determinada la radiactividad en el cuantifica-
dor Beckman LS 6500 TA (Beckman Instruments Inc.,
Fullerton, CA). La absorcion (%) fue calculada como
radiactivitidad combustionada/radiactivitidad recupera-
da)*100. El experimento fue un arreglo factorial y los
tratamientos organizados en un disefio completamente
al azar. Los datos se analizaron con Statistix 8.0.

La densidad de estomas se determiné mediante huellas
estomaticas obtenidas con fragmentos de la superficie
adaxial foliar (2 cm x 1 ¢cm) de plantas AR, y AR,. Los
estomas/mm? fueron observados y cuantificados en el
microscopio optico (Nikon UFX ll-Labophot-2, Japan);
se utilizaron 6 repeticiones (plantas) por biotipo y los
datos se analizaron con Statistix 8.0.

Fragmentos foliares (0.5 cm x 0.5 cm) de cada biotipo
sensible y resistente de S. alba, fueron procesados se-
gun el procedimiento del Servicio Central de Apoyo a
la Investigacion y, después examinados y fotografiados
en un microscopio JSM 6300 (Scanning Microscope) de
la Universidad de Cérdoba. Este mismo procedimiento
fue utilizado para observar y cuantificar la densidad de
tricomas en la superficie adaxial. Los datos de tricomas
se sometieron a analisis de varianza y comparacion de
media con Statistix 8.0.

Para el espesor de la cuticula se utilizd cortes foliares
iguales a los anteriores y se obtuvieron bloques de gli-
col metacrilato polimerizados segun el kit JB-4 (Polys-
ciences Inc., Steinheim, Switzerland). Discos de 3 pm
fueron tefiidos con auramine O (0.1%), observados y
fotografiados al microscopio éptico, midiendo el espesor
de la cuticula con el programa Image Tool. Los datos
se sometieron a analisis de varianza y comparacion de
media con Statistix 8.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayos dosis-respuesta (D-R)

El peso fresco de tejidos aéreos (PF) de los biotipos
AR, (R) y AR, (S) disminuyé con el incremento de la
dosis de TM, Figura 1. La mayor reduccién de PF se
registro en AR, que resulto altamente susceptible a TM,
observandose sintomas fitotdxicos cuatro DDT. Ry S
registraron ED50 de 4.2y 0.3939 gi.a. ha-1, respectiva-
mente. Estos resultados mostraron que TM no controlé
el biotipo AR11 21 DDT, el cual requirié una ED50 10.6
veces mayor que el biotipo sensible AR,. La resistencia
a TM ha sido confirmada en otras especies de male-
zas, tales como Sinapis arvensis (Warwick et al. 2005),
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Figura 1. Respuesta de dos biotipos (AR,, y AR,) de S. alba a dosis crecientes de tribenuron-metil. EI PF se cuantifico 21
DDT como porcentaje respecto al control no tratado. Cada punto en la curva es la media del error estandar (SE) de dos

experimentos.
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Tabla 1. Absorcién de “C-TM en biotipos AR, (S) y AR, (R) de S. alba, medido desde 24 hasta 120 HDT.

Biotipo HDT Penetracion (%)

AR, 24 18.1+9.0c
48 24.8+6.8bc
72 29.4+4 5bc
96 37.2+6.4ab
120 41.414.0a

AR 24 19.77.1c
48 27.315.5bc
72 31.7+6.3abc
96 38.8+5.2ab
120 40.242.2a

Papaver rhoeas (Kaloumenos et al. 2009), Descurainia
sophia (Xu et al. 2010) y Gallium aparine L. (Jian et al.
2011).

El alto nivel de resistencia detectado mediante ensayos
in vivo sugiere que S. alba evolucion¢ resistencia de-
bido al repetido uso de TM durante mas de 15 afios, lo
que también ha sido documentado en otras especies
(Brown y Cotterman 1994; Saari et al. 1992).

Penetracion de 14C-TM

No fueron encontradas diferencias estadisticas signifi-
cativas en la absorcion de "“C-TM entre los biotipos AR,
y AR, de S. alba. La absorcion total de '“C-TM cuan-
tificada 120 horas después del tratamiento (HDT) fue
41.444.0 % (AR)) y 40.242.2 % (AR,,) (Table 1).

La absorcién de “C-TM mostré un comportamiento si-
milar en ambos biotipos AR, y AR,, de S. alba. Simi-
lares resultados fueron encontrados en Conyza albida
(Osuna y De Prado 2003), Aster squamatus (Osuna et
al. 2003), resistentes a herbicidas inhibidores de ALS.
Resultados diferentes son reportados en la absorcion
de propoxycarbazone-sodium en biotipos de Bromus
tectorum (Park et al. 2004).
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Figura 2. Estomas AR, (1,0£0,24 estomas mm)
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Estomas y tricomas, forma de la superficie
adaxial y cuticula

Las densidades de estomas (figuras 2 y 3), de tricomas
(Figuras 4 y 5); asi como la forma de la superficie adaxial
de la hoja (Figuras 6 y 7) resultaron similares en los
biotipos AR,y AR, de S. alba. Esto significa que estas
caracteristicas anatémicas foliares no coadyuvan a que
haya una respuesta diferencial en la absorcién de TM,
y por tanto, no contribuyen para que esta explique la
resistencia confirmada en S. alba. Los estomas vy trico-
mas tienen una funcioén poco importante en la respuesta
diferencial de selectividad o tolerancia a un ingrediente
activo (Bukoyac 1976). Esto también ha sido verificado
en Cyperus spp. y Gallium aparine, sin estomas en la
superficie adaxial foliar, via por donde mayormente de-
ben absorberse los herbicidas (Kogan y Pérez 2003). En
Lycopersicum sculentus Mill., la tolerancia a acifluorfen
se explica por la diferencia en la densidad de estomas y
tricomas (Ricotta y Masiunas 1992).

Ambos biotipos de S. alba mostraron diferencias signifi-
cativas en el espesor de la cuticula AR, (2.41+£0.48um
a) y AR, (1.34£0.16um b), figuras 8 y 9. Estas diferen-
cias en el espesor de cuticula no fueron suficientemente

Figura 3. Estomas AR, (1,1£0,30a estomas mm?)
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Figura 4. Tricomas AR, (4,46+1,37 tricomas mm?)

Figura 5. Tricomas AR, (4,34x0,47a tricomas mm2)

Figura 6. Forma de superficie adaxial R,

Figura 7. Forma de superficie adaxial AR,,

Figura 8. Espesor de cuticula AR, (1,34+0,16um b)

para que la cuticula fuera determinante en la observa-
cion de diferencias a nivel de la absorcion de “C-TM, en
consecuencias, el espesor de la cuticula no influyé en la
resistencia a TM en S. alba.

CONCLUSIONES

* Los ensayos in vivo de dosis-respuesta confirmaron
la resistencia de S. alba al TM.

* Las densidades de estomas y de tricomas, y la for-
ma de la superficie adaxial no influyeron sobre la
absorcion foliar del TM, ni fueron determinante en la
evolucién de resistencia en S. alba.

Figura 9. Espesor de cuticula AR, (2,41+0,48um a)

La absorcion de ™C-tribenuron-metil se descarta
como mecanismo de resistencia en el biotipo AR,
de S. alba.

El espesor de la cuticula no influyé en la absorcién
foliar de *C-TM en los biotipos AR,y AR, de S. alba;
ni contribuyd en la resistencia de esta especie.
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