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Resistencia de variedades de trigo al herbicida imazamox en
Espana

Francisco Jiménez', Antonia Rojano?, Nelson Espinoza® y Rafael De Prado?

Los cultivos clearfield presentan cierta tolerancia, resistencia o insensibilidad a herbicidas inhibidores de la enzima
acetolactato sintasa (ALS) como las Imidazolinonas. Esta resistencia ocurre mediante sustituciones aminoacidicas
que generan mutaciones en la ALS de biotipos resistentes (resistencia en el sitio de accion). La resistencia, también
puede ocurrir fuera del sitio de accion del herbicida, debido a menor penetracion y/o translocacién, metabolizacion,
secuestracion y conjugacion del herbicida. El objetivo de este estudio fue evaluar la resistencia a Imazamox de los
cultivares de trigo ‘Pantera’ (Chile) y ‘Gazul’ (Espafa). Se cultivaron plantas de ambas variedades y se realizaron
ensayos de inhibicion de actividad de ALS y de dosis-respuesta, calculandose la concentracion de herbicida que
reduce en 50% la actividad de la ALS (1,,) y la dosis que reduce el peso fresco en 50%, con respecto al control no
tratado (ED,)). Los valores de |, fueron 29.06 y 2.25 uM, en tanto que los valores de ED, fueron 107.70 y 1.63
g ia de Imazamox ha, para Pantera y Gazul, respectivamente. Los valores de |, y ED,, en Pantera mostraron
correlacion significativa (P<0.05), lo que sugiere que el mecanismo principal de resistencia en estas variedades de
trigo es debido a la expresion de insensibilidad en la enzima ALS.
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INTRODUCCION Material vegetal

El cultivar de trigo ensayado fue desarrollado mediante
convenio entre el INIA-Carillanca de Chile y la compa-
Aia BASF, y comercializado en Chile (Newhouse et al.
1992). Se estudiaron los cultivares ‘Pantera’ IMI-resis-
tente (R) (Chile) y ‘Gazul’ sensible (S) (Espafia). Las
semillas fueron pregerminadas y colocadas en macetas
de 1 litro, conteniendo una mezcla de turba y arena en
una relacién 1:1, y mantenida en invernadero a tempe-
ratura noche/dia de 18/27 °C y fotoperiodo de 14/10 h.
Los tratamientos se aplicaron cuando las plantas alcan-
zaron de 3 a 5 hojas de desarrollo.

Mediante métodos de mejoramiento clasico, tales como
seleccidon por retro cruzamiento con cultivares élites y
mutagénesis, se han obtenido cultivares resistentes a
herbicidas de la familia imidazolinona o cultivos IMI-re-
sistentes. Esta resistencia es atribuida a una mutacion
en la enzima acetolactato sintasa (ALS), en el sitio de
unién con el herbicida, a pesar de que otros mecanis-
mos de resistencia podrian estar presentes (Tan et al.
2005).

Los mecanismos de resistencia a herbicidas compren-
den la retencién en la superficie de la hoja, alteracion de
la absorcién y translocacion, metabolismo a compuestos

o i , b Ensayos de dosis-respuesta
no téxicos del herbicida por la planta, e insensibilidad de

la enzima diana al herbicida (Powles y Yu 2010).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la resistencia del
cultivar de trigo Pantera (R) y Gazul (S) mediante estu-
dio de la ALS y en ensayos de dosis respuesta.

MATERIALES Y METODOS

Herbicida

Los ensayos de dosis respuesta se realizaron con el
herbicida Imazamox (Pulsar 40, BASF). En tanto que
los estudios enzimaticos (ALS) se realizaron con pro-
ductos puros (> 98%) suministrados por BASF.

Las plantas fueron tratadas con el herbicida Imazamox
(Pulsar 40) a las dosis de 0, 40, 80, 120, 160 y 240 g
ia ha', utilizando un volumen de 250 | ha'. Las plantas
se cortaron 21 dias después de tratadas, para calcular
la dosis efectiva que reduce en un 50% (ED,,) el peso
fresco de los cultivares con respecto a un control no tra-
tado (De Prado et al. 2006). El factor de resistencia (FR)
se determiné mediante la relacion ED,, (R) / ED,, (S).
Los datos se ajustaron a un modelo de regresion no li-
neal (Streibig et al. 1993; Seefeldt ef al. 1995).
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Ensayo de actividad de la ALS

La actividad ALS se midi6 como la cantidad formada
de acetolactato, después de la conversién de este pro-
ducto en acetoina por descarboxilacion en presencia
de acido (Ray 1984). La extraccion de la enzima y los
estudios de la actividad enzimatica se realiz6é sobre ho-
jas jovenes siguiendo la metodologia descrita por Calha
et al. (2007). Los ensayos de actividad de la ALS se
realizaron sobre extractos enzimaticos incubados con
Imazamox, y se expresaron como la concentracion de
herbicida necesaria para reducir la actividad ALS en un
50% (l,,) con respecto al control.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo de dosis-respuesta (ED,,)

Los datos de peso fresco de los cultivares se ajustaron
al modelo de regresion no lineal log-logistic con un nivel
de significancia (P<0.01), permitiendo estimar las dosis
efectivas que reduce en 50% (ED, ) el peso fresco de
los cultivares tratados (Tabla 1y Figura 1).

La dosis requerida para reducir el peso fresco en un
50% del cultivar Pantera (ED,;) fue de 107.7 g ia ha"
(Tabla 1). Esta dosis es 2.5 veces la recomendada, lo
que muestra alta resistencia. Por el contrario, para Ga-
zul (S) la ED,, fue de 1.63 g ia ha”, lo que muestra un
nivel de reduccién de masa fresca a dosis muy bajas y
por supuesto la sensibilidad del mismo

El factor de resistencia (FR) del cultivar Pantera fue
66.1, indicando que este cultivar requiere 66.1 veces la
dosis de cultivar sensible para reducir la masa fresca en
un 50% (Tabla 1).

Ensayo de actividad de la enzima ALS

Los datos para cada uno de los cultivares muestran un
ajuste significativo (P<0,05) a la ecuacién log-logistic
(Tabla 2). Para el cultivar Pantera, la actividad de la en-
zima ALS se redujo con el aumento de la concentra-
cion de Imazamox, mostrando una respuesta sigmoidal
(Figura 2). La concentracion de herbicida que reduce
en 50% la actividad de la enzima (l,;) de los cultivares
Pantera y Gazul fue 29.06 y 2.25 uM, y el FR calculado,
obtenido de la relacion entre el cultivar resistente y sen-
sible (I,, R/ S 1) fue 12.91 en Pantera (Tabla 2).

Los resultados mostraron correlacion entre los valores
de I,y la ED,;, lo que explica la reduccion de la masa
fresca como consecuencia de la inhibiciéon de actividad
enzimatica en el cultivar Gazul, ya que esta enzima ca-
taliza la biosintesis de aminoacidos de cadena ramifica-
da valina, leucina e isoleucina, los cuales son esencia-
les para el crecimiento de la planta.

CONCLUSIONES

Los resultados de la actividad enzimatica de laALS y de
dosis respuesta indican un alto nivel de resistencia en el
cultivar Pantera, cuya correlacién sugiere una mutacion
en la proteina de enlace con el herbicida.

Tabla 1. Parametros de la ecuacion’ usada para calcular la dosis de Imazamox requerida para reducir en un
50% la masa fresca (ED, ) de los cultivares de trigo (R) y (S).

Cultivars  Respuesta u L b Pseudor?®¥  ED, (SE)? FR¥
Pantera R 98.80 12.21 6.05 0.97 107.70 (2.013) 66.1
Gazul S 100.00 6.06 2.63 0.99 1.63 (0.103)  -——--

YEcuacion Log-logistic Y = L + {(U-L) / [1 + (X/ED,,)"T}, donde Y es la masa fresca, expresada como porcentaje con respecto al
control no tratado; x (variable independiente) es la dosis del herbicida Imazamox (g ai ha™), U es el valor maximo de la asintotas,
L es el valor minimo, b es el punto de inversion de la curva, y ED, es la dosis efectiva requerida para reducir en 50 % la masa
fresca de los cultivares. Los datos fueron ajustados a un modelo de regresion no lineal. Los datos representan el promedio de
diez repeticiones. # SE= error estandar. ¥ coeficiente de determinacion. # FR = factor de resistencia = ED,; R/ ED,; S).

Tabla 2. Parametros de la ecuacion utilizada" para calcular la concentracion de Imazamox que reduce en 50% la

actividad enzimatica (1,).
Cultivar Respuesta U L b Pseudo r?¥ ED,, (SE) ¥ FR¥
Pantera R 101.53 14.73 0.48 0.98 29.06(3.65) 12.91
Gazul S 100.32 5.86 1.09 0.98 225(0.16 -

YEcuacion Log-logistic Y = L + {(U-L) / [1 + (x/I;)’]}, donde Y es la actividad enzimatica, expresada como porcentaje con respecto
al control no tratado; x (variable independiente) es la concentracion Imazamox (UM), U es el valor maximo de la asintotas, L es
el valor minimo, b es el punto de inversion de la curva, e | es la concentracion de Imazamox requerida para reducir en 50% la
actividad enzimatica de la ALS. Los datos fueron ajustados a un modelo de regresion no lineal. ?SE= error estandar. *coeficien-
te de determinacion. “FR = factor de resistencia = I, R/ I S).
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Figura 1. Dosis-respuesta (ED50) en dos cultivares de trigo tratados con Imazamox. Los valores corresponden al promedio +

SE (n = 10).
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Figura 2. Actividad enzimatica incubada a diferentes concentraciones de Imazamox. Ecuacién en tabla 2.
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