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RESUMEN

Los arroceros del estado Guarico, Venezuela, han venido
observando fallas de pirazosulfurén-etilo para controlar Fim-
bristylis miliacea L. Vahl. A fin de evaluar la resistencia de F.
miliacea a pirazosulfuron y conocer su mecanismo, se estable-
cieron tres tipos de experimentos: un bioensayo de deteccion,
uno de respuesta a dosis, y una prueba de sensibilidad de la
actividad ALS a pirazosulfuron. En el de deteccion se empleo
la dosis comercial recomendada de pirazosulfurén (25g-ha’’
i.a) y un testigo sin herbicida; a los 21 dias de la aplicacion
se determiné el peso fresco como porcentaje sobre el testigo.
Los resultados mostraron que dos accesiones (FM11 y FM58)
fueron susceptibles (S) y diez (FMS8, FM9, FM69, FM70, FM71,
FM72, FM73, FM74, FM80 y FM94) resistentes (R). El experi-

mento de respuesta a dosis se realizo con FM58(S) y FM9(R)
aplicando 0; 0,05; 0,10; 0,19; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5
y 25gha’ ia.; y 0, 25, 50, 100, 200 400, 800 y 1600g-ha’ i.a.
de pirazosulfuron, respectivamente. La relacion de dosis para
efecto medio (EDsy) revelo un indice de resistencia (EDs,R/
ED;,S) fuera del rango de dosis estudiadas y tiende a valores
muy elevados, no calculables (>1600g-ha i.a.). Una respues-
ta similar se observo en la prueba de sensibilidad de la ALS
donde extractos de tejido de plantas R y S se incubaron con
concentraciones 0, 10, 100, 1000, y 10000nM de pirazosulfu-
ron. Estos resultados indican que el mecanismo de esta resis-
tencia se debe a una alteracion de la enzima ALS con pérdida
de sensibilidad a este herbicida.

Introduccion

Al inicio de la década de
1950, cuando en Venezuela se
comenzo6 a sembrar el arroz
bajo riego y en grandes su-
perficies, se sefialaba que las
malezas gramineas Echino-
chloa colona (L.) Link, Is-
chaemum rugosum Salisb,
Lepthochloa virgata (L.)
Beauv y el arroz rojo (Oryza
sativa L.) eran las mas impor-
tantes (Efferson y Walkers,
1953). Sin embargo, a partir

de los afios 80 en las princi-
pales éareas arroceras, Portu-
guesa y Guarico, ya se men-
cionan a otras malas hierbas
de relevancia, como lo es el
‘pelo de indio’ (Fimbristylis
miliacea; Ohep, 1986; Paez y
Almeida, 1994; Medina y Do-
rante, 1996; Martinez, 1998;
Ortiz y Budowski, 1998;
INIA, 2004).

Fimbristylis miliacea, una
ciperacea adaptada al sistema
de siembra directa del arroz
(Rao et al., 2007), esta dentro

de las diez malezas considera-
das mas importantes de este
cultivo, tanto en el sur de
Asia (Moody, 1989; Juraimi et
al., 2010), como en América
Latina y el Caribe (Rao et al.,
2007). En diversos paises se
reportan infestaciones con
elevada dominancia (Azmi y
Mashhor, 1995; Begum et al.,
2005; Ortiz, 2010) y con den-
sidades de 5 a 4000 plantas/
m? (Watanabe et al., 1997b;
Ortiz y Budowski, 1998;
Abreu y Solorzano, 2006; Or-

tiz, 2010) en los campos de
arroz, por lo que la falta de
control de F. miliacea podria
llegar a ocasionar pérdidas de
rendimiento paddy del 42%
(Juraimi et al., 2009).

En Venezuela, F. miliacea
ha sido considerada como ma-
leza de mediana nocividad en
los arrozales (Medina y Do-
rante, 1996). Estudios realiza-
dos por Anzalone et al. (2001)
mostraron que el arroz es mas
sensible a la competencia in-
traespecifica que a la de F.
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SUMMARY

Pyrazosulfuron-ethyl resistance was evaluated in twelve popu-
lations of Fimbristylis miliacea L. Vahl (globe fringerush) col-
lected in paddy fields of Gudrico state, Venezuela. Rice growers
of this region have been observing failures to control F. miliacea
with pirazosulfuron. Bioassays were conducted to detect resis-
tant accessions, quantify resistance levels, and assay differenc-
es in ALS sensitivity to pirazosulfuron among resistant (R) and
susceptible (S) F. miliacea accessions. For resistance detection,
field-collected accessions were treated with 0 and 25g-ha’ i.a.
pyrazosulfuron, which is the commercial rate. The above-ground
plant fresh biomass was weighed 21 days after spraying. Fresh
weight data were converted to percentages of the mean un-
treated control. This test detected two susceptible accessions (S)

(FM11 and FM58) and ten resistant (R) accessions (FMS, FM9,
FM69, FM70, FM71, FM72, FM73, FM74, FM80 and FM94). To
quantify resistance levels using a dose response experiment, the
accession FMY(R) was treated with 0, 25, 50, 100, 200, 400, 800
and 1600g-ha’ i.a. pyrazosulfuron and the accession FMS58(S)
with 0, 0.05, 0.10, 0.19, 0.39, 0.78, 1.56, 3.12, 6.25, 12.5 and
25g-ha’ i.a. The ratio of R to S ED;, from the dose-response
experiments was extremely high (>1600g-ha’ i.a.) as was the ra-
tio of R to S I;, values obtained in the ALS activity assay (0,
10, 100, 1000, and 10000nM pirazosulfuron). This indicates that
repeated use of sulfonylurea herbicides for many years in rice
fields of Gudrico has selected ALS as target-site endowed resis-
tance to pyrazosulfuron.
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RESUMO

Resisténcia ao herbicida pirazosulfuron-ethyl foi avaliada
em doze populagoes de Fimbristylis miliacea (L.) Vahl (tiri-
rica), coletadas em arrozdis irrigados do estado de Guarico,
Venezuela. Rizicultores desta regido tém relatado controle in-
eficiente de F. miliacea com pirazosulfuron. Bioensaios foram
conduzidos para: detectar populagdes resistentes, quantificar
os niveis de resisténcia, e a sensibilidade da enzima ALS ao
pirazosulfuron em plantas de F. miliacea resistentes (R) e sus-
ceptiveis (S). Amostras coletadas no campo foram tratadas com
pirazulsuron a 0 e 25 g i.a. ha! (dose comercial). A biomassa
fresca da parte aérea das plantas foi pesada 21 dias apos a
pulverizagdo, dados foram convertidoas em porcentagens da
média da testemunha sem herbicida. Este teste detectou duas

populacées S (FMI1l e FM58) e dez R (FMS, FMY, FMG69Y,
FM70, FM71, FM72, FM73, FM74, FM80 e FM94). Em expe-
rimento de dose-resposta, a popula¢do FM9 (R) foi tratada
com pirazosulfuron a 0, 25, 50, 100, 200, 400, 800 e 1600 g
i.a. ha' e o acesso FM58 (S) com pirazosulfuron a 0; 0,05,
0,10; 0,19, 0,39, 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5, e 25 g i.a. ha'l.
A relagao R:S foi extremamente alta (>1600g-ha’ i.a.) como
foi a relagdo R:S para os valores de I, obtidos no ensaio de
atividade da ALS (0, 10, 100, 1000, e 10000nM pirazosulfu-
ron). Isto indica que o uso repetido de sulfoniluréias por va-
rios anos em campos de arroz de Guarico tem selecionado re-
sisténcia herdada a pirazosulfuron por alteragdo no local de
agdo do herbicida.

miliacea, cuando se evaluaron
a la densidad maxima de 137
plantas/m?. Sin embargo, tam-
bién se han determinado efec-
tos alelopaticos en eluatos de
exudados radicales, lavados
foliares y estructuras repro-
ductivas de F. miliacea, los
que redujeron la altura de
plantas de arroz en 18% y la
longitud de sus radiculas en
23% (Zambrano y Lazo,
2002). Mas recientemente Be-
gum et al. (2009) reportan
que frente a una elevada den-
sidad de F. miliacea (1000
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plantas/m?) el rendimiento de
arroz no se redujo cuando se
aplicaron 170kg-ha’ de nitro-
geno. Estas evidencias sobre
el comportamiento de F. mi-
liacea dan elementos impor-
tantes para entender las fallas
sobre su control con pirazo-
sulfuréon en Guarico, Vene-
zuela, ya que su uso frecuente
y sistematico esta seleccio-
nando biotipos con resistencia
en una especie de importancia
secundaria que podria ahora
sobrevivir al uso del herbici-
da, incrementarse y volverse

un problema, cuando original-
mente no lo era.

En las zonas arroceras don-
de esta presente F. miliacea
se ha generalizado el uso de
herbicidas para controlar esta
maleza en altas infestaciones.
El pirazosulfurén se comenz6
a usar en Venezuela en 1992,
mostrando en su inicio un
excelente control a la dosis
recomendada (25g-ha! i.a)), de
cortaderas (Cyperus odoratus
(L), C. esculentus (L.) y C.
iria (L.) y pelo de indio (F.
milliaceae) (Ortiz, 2008; Ba-

yer, 2010). Pirazosulfuron es
un herbicida de la familia de
las sulfonilireas que inhiben
la enzima acetolactato sinteta-
sa (ALS) o acetohidroxiacido
sintetasa (AHAS, EC 2.2.1.6),
lo que altera la biosintesis de
los aminoacidos de cadena
ramificada valina, leucina e
isoleucina (Devine et al.,
1993).

El uso continuo de herbici-
das con similar mecanismo de
accion o ruta de degradacion
puede ocasionar la evolucion
de malezas resistentes (Holt et
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al., 1993; Heap y Lebaron,
2001; Gressel, 2002) y compli-
car considerablemente el ma-
nejo de malezas en arroz (Fis-
cher et al., 2000a, b; Osuna et
al., 2002; Yasuor et al., 2010).
El primer caso de resistencia
en F. miliacea fue reportado
con 2,4-D en 1989, en arroza-
les de Muda Plain, Malaysia,
después de 23 afos de uso
continuo de este herbicida hor-
monal (Watanabe et al.,
1997a). Posteriormente, en
2001, se demostro la resisten-
cia de esta maleza a pirazosul-
furdn-etil en Santa Catarina,
Brasil (Noldin et al., 2002).

En el manejo de malezas
resistentes a herbicidas es ne-
cesario conocer el mecanismo
de resistencia para poder im-
plementar planes de control.
Por ejemplo, si la resistencia
es debida a alteraciones en el
sitio de accidn del herbicida
(resistencia de sitio activo) el
uso de herbicidas debe con-
templar el empleo de mezclas,
o secuencias de compuestos,
que actuen sobre la maleza
mediante diferentes mecanis-
mos de accion (Fischer, 2000a,
b). Herbicidas alternativos que
pueden ser usados en progra-
mas para controlar F. miliacea
en Venezuela son: oxadiazon,
2,4-D, ioxinilo, propanil, tri-
clopyr y bentazona (Ortiz,
2008). La resistencia a pirazo-
sulfurén podria complicar el
uso de este herbicida, asi
como el de otros compuestos
del mismo grupo quimico ac-
tualmente disponibles en el
mercado venezolano: azimsul-
furén, halosulfuron y ethoxy-
sulfurén. En Brasil se ha lo-
grado un excelente control de
F. miliacea resistente con 2,4-
D, MCPA, bispiribac sodio y
bentazona (Noldin et al.,
2002). En Guarico, Venezuela,
la mezcla de glifosato+carfen-
trazona resultd exitosa para
controlar F. miliacea en una
finca de arroz donde su con-
trol con pirazosulfurén habia
fallado (Luis Lopez, comuni-
cacion personal).

El objetivo de este estudio
fue evaluar la respuesta de
accesiones de poblaciones de
F. miliacea proveniente de
arrozales del estado Guarico al
herbicida pirazosulfurén, esta-

blecer los niveles de resisten-
cia y detectar si el mecanismo
de resistencia a este herbicida
se debe a una alteracion en el
sitio activo.

Materiales y Métodos

En 2008 se recolectaron se-
millas de F. miliacea en arro-
zales del Sistema de Riego
Rio Guarico y sus adyacen-
cias, haciendo énfasis en areas
donde los productores observa-
ron fallas de control de esta
maleza con pirazosulfuron,
mientras que otras especies
eran satisfactoriamente contro-
ladas. Se recolectaron, en for-
ma masal, ~300g de semillas
en cada campo visitado. Las
nuculas se almacenaron a 4°C
y 65% de humedad relativa
para preservar su viabilidad.
En 2009, se realizaron tres ti-
pos de bioensayos: uno preli-
minar de deteccion para iden-
tificar accesiones resistentes,
un segundo ensayo de respues-
ta a dosis para confirmar y
cuantificar la resistencia de la
maleza F. miliacea a pirazo-
sulfurdén, y un tercer ensayo
de actividad enzimatica de la
enzima acetolactato sintetasa
(ALS) para investigar si la re-
sistencia se debe a una pérdida
de sensibilidad en el sitio de
accion del herbicida.

Experimento preliminar de
deteccion

Desde junio hasta octubre
2009, plantas de las doce acce-
siones recolectadas, al estado
de cinco hojas, fueron tratadas
con dos dosis de pirazosulfu-
réon (0 y 25g-ha i.a.), bajo un
diseflo experimental completa-
mente aleatorio con cinco re-
peticiones. El herbicida se apli-
c6 utilizando una asperjadora
de camara con una descarga
de 400l'ha! a 250kPa y una
boquilla de abanico plano
8002E (www.rittenhouse.ca/
asp/Product.asp?PG=421). A la
solucion con herbicida se afia-
dié un surfactante no idnico,
siliconado, con regulador de
pH (Agrotin®; Bayer; www.
bayercropscience.com.ec/pro-
ductdesc.aspx?prodid=45) a
razon de 2500ul-l1". Las plan-
tas correspondientes al testigo
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sin tratar (dosis 0) fueron as-
perjadas con agua y surfac-
tante al mismo volumen y
presion que el resto de los
tratamientos. Las condiciones
de crecimiento en invernadero
fueron: 30 a 35°C, 80% hu-
medad relativa y fotoperiodo
de 12h bajo irradiancia natu-
ral de 1300pmol'm?-s’. Las
nuculas se colocaron directa-
mente sobre la superficie de
500g de suelo (serie Maracay,
Fluventic haplustolls, Francosa
gruesa isohipertérmico, forma-
cion Mercedes; textura franca
con pH 6,54) contenido en
potes. Después de la emergen-
cia, se raled a cuatro plantulas
iguales, espaciadas equidistan-
temente. Los potes fueron ubi-
cados en una piscina bajo una
lamina de agua constante de
10cm de alto, la cual no sobre-
pasaba la superficie del suelo
en los potes, manteniendo el
suelo saturado. Los experi-
mentos se fertilizaron 72h des-
pués de la aplicacion del herbi-
cida con formula completa
(Energy®, Sefloarca; www.se-
floarca.com/agencias.htm). A
los 21 dias después de la apli-
cacion (DDA) se cosecho la
parte aérea de las plantas en
cada pote y se midio el peso
fresco inmediatamente después
de cortar. Los datos de peso
fresco se expresaron como
porcentaje de crecimiento
(peso fresco del tratamiento
con herbicida expresado como
porcentaje del promedio del tra-
tamiento control sin herbicida).

Experimento de respuesta a
dosis

Del experimento anterior se
seleccionaron dos accesiones,
una (FM9) que exhibié marca-
do nivel de resistencia (R) y
otra (FM58) altamente suscep-
tible (S) a fin de comparar las
respuestas de ambas accesiones
a dosis crecientes de pirazosul-
furén y asi poder calcular la
dosis de efecto medio (EDsy,
dosis para la cual se reduce el
crecimiento de plantas tratadas
a un 50% del de plantas no
tratadas) para cada accesion y
el indice de resistencia (EDsyR/
ED,S). Las dosis de pirazosul-
furén utilizadas para la acce-
sion FM9 (R) fueron: 0, 25, 50,

100, 200, 400, 800 y 1600g-ha
i.a., mientras que para FM58
(S) se usaron: 0; 0,05; 0,10;
0,19; 0,39; 0,78; 1,56; 3,12;
6,25; 12,5 y 25g-ha i.a. Los
tratamientos se ubicaron bajo
un diseflo completamente alea-
torio y se replicaron seis veces;
el experimento se repitio para
su validacion. Las aplicaciones
se efectuaron sobre plantas al
estado de cinco hojas y ~2-3cm
de altura. Tanto la aplicacion
del herbicida como la cosecha
se realizaron de la misma ma-
nera que en el experimento
anterior. Los datos de peso
fresco se expresaron como por-
centaje de crecimiento.

Experimentos de actividad
de ALS

La respuesta a la inhibicion
de la enzima ALS al herbicida
pirazosulfurén fue determinado
in vitro utilizando extractos de
proteina crudos de plantas 15
dias después de sembradas de
las accesiones FMI9(R) vy
FM58(S) de F. miliacea. Las
condiciones de siembra y creci-
miento fueron tal como se deta-
116 en la seccion anterior. Se
tomaron 2g de tejido foliar de
plantas de cada accesion y se
aplico el método de Osuna et al.
(2002) para la extraccion y me-
dicion de la actividad de la en-
zima ALS, la cual se estimd
cuantificando la conversion del
producto acetolactato a acetoina
por decarboxilacion en presencia
de acido (nmol de acetoina/h
por mg proteina; Ray, 1984).
Los datos se expresaron como
porcentaje de la media del trata-
miento control sin herbicida. El
maximo de actividad se midio
en ausencia del herbicida pira-
zosulfurén. El experimento se
realiz6 bajo un diseflo experi-
mental completamente aleatorio
con tres réplicas. El experimen-
to se repitié tres veces. Se cal-
culod la dosis de efecto medio
(Isp) en el punto de inflexion
entre el efecto inhibitorio maxi-
mo y la actividad del control
para cada accesion, y el indice
de resistencia (I5oR/I5,S).

Andlisis estadistico

Los datos del experimento
preliminar de deteccidon se
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TABLA I
PESO FRESCO COMO PORCENTAIJE DEL TESTIGO
SIN TRATAR, DE ACCESIONES DE Fimbristylis miliacea
PROVENIENTES DE ARROZALES DEL ESTADO
GUARICO, VENEZUELA, EN RESPUESTA A 25g-ha’ i.a.
DE PIRAZOSULFURON APLICADO SOBRE PLANTAS
AL ESTADO DE CINCO HOJAS

. Dosis Coordenadas Coordenadas
Accesiones (25g-ha' i.a.) este® norte®
FM73 140 £15,27* 622.656 953.450
FM74 128 6,70 622.656 953.450
FM69 111 +5,55 660.428 982.142
FM80 111 £1,40 660.382 972.316
FM70 110 +£15,24 660.428 982.142
FM71 110 +5,85 660.428 982.142
FM94 109 +5,76 655.437 967.181
FM9 75 £2,54 660.350 972.427
FM72 73 +£7,47 622.656 953.450
FM8 62 4,11 660.382 972.361
FM11 0 +0,00 667.986 986.441
FM58 0 +0,00 650.912 985.234

2 Error estandar.

® Datum RegVen, huso horario 19. Proyeccion de Coordenadas Universal Trans-
versal de Mercator (UTM) www.sirgas.org/fileadmin/docs/regvenPDVSA .pdf

presentan como promedios y
desviacion estandar. En este
experimento se considero
como resistente a aquellas
accesiones que presentaron un
peso fresco >30% del trata-
miento testigo sin herbicida
cuando fueron tratadas con la
dosis comercial recomendada
de pirazosulfuron (25g-ha’
i.a.), ya que con esta biomasa
estas accesiones son capaces
de completar su ciclo de cre-
cimiento y producir semillas
viables. Por otra parte, se
consideré como susceptible a

aquellas cuyo peso fresco fue
<30%. Los datos de respuesta
a dosis y actividad ALS pro-
venientes de experimentos
repetidos se juntaron para el
analisis; su distribucién nor-
mal se verific6 mediante la
prueba de Shapiro-Wilks y
diagramas de distribucion de
los errores permitieron inferir
homogeneidad de varianzas.
Se efectud un analisis de re-
gresion ajustando modelos
que describian adecuadamente
las tendencias y minimizaban
el cuadrado medio del error.

Se ajusté un modelo de re-
gresion no lineal log-logistico
(Streibig et al., 1993; Seefeldt
et al., 1995) a la respuesta de
plantas enteras a dosis de her-
bicida:

Y= d/1 + (x/EDs,)°

donde Y: porcentaje de creci-
miento, d: respuesta media
cuando la dosis de herbicida
tiende a cero, b: pendiente de
la curva, EDs,: dosis de herbi-
cida en el punto de inflexion, y
x: dosis de herbicida y el indi-
ce de resistencia fue determina-
do dividiendo el ED,, del
FM9(R) entre el de FMS58(S).
La respuesta de actividad ALS
a diferentes concentraciones de
pirazosulfurén-etilo se descri-
bid usando un modelo expo-
nencial decreciente (Yasuor et
al., 2009):

Y=a+be®

donde a, b, y c: coeficientes
de regresion calculados. El
analisis de regresion se reali-
z6 utilizando el programa
Sigma Plot v. 11 (2009).

Resultados y Discusion

Todas las accesiones de F.
miliacea recolectadas en las
fincas donde los agricultores
manifestaron tener problemas
para su control con pirazosul-
furéon, mostraron pesos fres-
cos muy superiores al 30% de
las plantas no tratadas con la

TABLA II
ECUACIONES DE REGRESION UTILIZADAS PARA ESTIMAR LA DOSIS DE PIRAZOSULFURON REQUERIDA
PARA REDUCIR AL 50% LA BIOMASA (EDs)) O LA ACTIVIDAD ALS (I5) EN PLANTAS
DE F. miliacea SUSCEPTIBLES (S) Y RESISTENTES (R) A ESTE HERBICIDA E INDICES DE RESISTENCIA (R/S)

dosis comercial (25g-ha! i.a.),
por lo que se consideraron
como resistentes (Tabla I).
Todas las plantas resistentes
estaban en condiciones de
completar su ciclo vital. Estos
resultados indican que en la
especie han evolucionado bio-
tipos resistentes bajo la pre-
sion de seleccion ejercida por
el uso continuo en las siem-
bras de arroz de pirazosulfu-
rén, el cual se expende en el
pais desde hace mas de 17
afos. Cabe destacar que las
accesiones FM11 y FM58,
provenientes de las dos fincas
muestreadas donde no habia
fallas de control de F. milia-
cea con pirazosulfurén, mos-
traron una alta mortalidad en
los tratamientos con herbicida
a las dosis comercial de
25g-ha'! i.a. (Tabla I). En las
areas donde se recolectaron
estas dos accesiones, no se
habia usado pirazosulfuroén,
anteriormente.

La dosis de herbicida reque-
rida para inhibir el 50% del
crecimiento (EDs) de F. milia-
cea en el experimento de res-
puesta a dosis y los parametros
de las ecuaciones usados para
estimar esta dosis se presentan
en la Tabla II. Se comprueba
que la accesion FM9 es resis-
tente a pirazosulfurén, dado
que ni siquiera a dosis 64 ve-
ces la comercial se consigue
reducir apreciablemente su cre-
cimiento (Figura 1). Por esta
razén, los datos para esta

Ecuacion'

Parametros de regresion

Experimento Accesion ED,, L,
a b c d (gha'ia.) (M) R? P R/St

Respuesta FM58(S) Y= d/[1 + (X/EDs,)° 18,6 97,8 0,46(0,05) 0,97 <0,0001
a dosis

FM9(R) Y= d/[1 + (X/EDs)® 1,8 109,5 > 1600 0,21  0,0001 No calculable
Actividad FM58(S) Y=a+be= 52,8 449 0,02 27,6(26,5) 0,94 <0,0001
ALS

FM9(R) Y =be= 101,9  1,5°0:005 >10000 0,33 0,02  No calculable

Y: peso fresco o la actividad ALS especifica expresados como porcentaje sobre del testigo sin herbicida, x es la variable independiente (dosis o concentra-
cion de pirazosulfurén); a, b, ¢ y d: parametros de regresion estimados; EDs, e I5,: dosis o concentracion de herbicida necesaria para reducir el crecimiento
o la actividad ALS al 50%, respectivamente (Streibig et al., 1993); valores entre paréntesis: intervalos de confianza al 95%; R?: estimacion del coeficiente
de determinacion; P: nivel de significancia; R/S: indice de resistencia (EDs, R/EDs, S o I, R/, S).

*Como los valores de EDs, e L5, de la accesion resistente (FM9) se encuentran fuera del rango de dosis estudiadas, los R/S correspondientes no pueden ser
calculados y tienden a valores muy elevados.
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accesion no se ajustaron a
una sigmoide decreciente y
no fue posible estimar la EDs,
dentro del rango de datos
(EDs,>1600gha™ i.a.; Tabla II).
Por otra parte, con una dosis
de tan solo 0,78g-ha’! i.a. se
suprimi6é completamente el cre-
cimiento de plantas de la acce-
sion FM58 (Figura 1). Esto
lleva a que el indice de resis-
tencia tienda a valores extrema-
damente elevados (Tabla II).
Por otro lado, el experimento
sobre actividad enzimética de-
mostrd que la ALS de la acce-
sion FM9 (R) fue casi insensi-
ble a pirazosulfurén, mientras
que la de la ALS extraida de
FM58 (S) fue drasticamente
inhibida a concentraciones de
pirazosulfurén superiores a
10nM (Figura 2). Tampoco fue
posible calcular un valor R/S
para la respuesta de la ALS
debido a la insensibilidad de la
accesion R (Tabla II), por lo
que se comprueba que el meca-
nismo de resistencia de F. mi-
liacea a pirazosulfuron se debe
a una modificacion en el lugar
de acople del herbicida en su
sitio activo. Esto puede deberse
a una mutacion en el gen que
codifica la enzima ALS, tal
como lo sugieren estudios que
relacionan elevados indices de
resistencia con alteraciones en
el sitio de accion de herbicidas
inhibidores de la ALS. Tal es
el caso de Cyperus difformis
L., con resistencia a los herbici-
das imazosulfurén, bensulfu-
ron-metilo, ciclosulfurén y pira-
zosulfuréon en Korea (Kuk et
al., 2003a); Monochoria vagi-
nalis resistente a imazosulfurén
en Korea (Kuk ef al., 2003b) y
Sorghum bicolor resistente a
primisulfurén en Ohio, EEUU
(Brenly-Bultemeir et al., 2010).
Resistencia de sitio activo a
sulfonilireas como imazosulfu-
rén puede resultar de mutacio-
nes en el gen que codifica a la
enzima ALS en las posiciones
prolina 197 (secuencia de Ara-
bidopsis thaliana (L.) Heynh.),
aspargina 376, triptéfano 574,
mientras que resistencia mode-
rada puede resultar de mutacio-
nes en alanina 205 y glicina
654 (Tranel et al., 2010). Otros
mecanismos de resistencia a
este grupo de herbicidas inclu-
yen la elevada detoxificacion

metabodlica en bioti-
pos resistentes, como
reportan Osuna et al.
(2000) para bensulfu-
ron en Echinochloa
phyllopogon (Stapf)
Koss. La resistencia
de esta graminea a
penoxsulam, otro in-
hibidor de la ALS, se
debe en parte a una 01
sobreexpresion de la

Peso fresco (% del testigo)

a Susceptible
o Resistente

controlado usando
2,4-D, MCPA, benta-
zona y bispiribac so-
dio (Noldin et al.,
2002). El empleo de
este ultimo herbicida
(pertenece al grupo
de los pirimidinilben-
zoatos) es desaconse-
jable para controlar F.
miliacea resistente a
pirazosulfurén, dado

enzima ALS, lo cual 0,001

también constituye
resistencia de sitio
activo (Yasuor et al.,
2009). Sin embargo,
en este caso, y en los
casos de resistencia
metabolica, los nive-
les de resistencia sue-
len ser inferiores (in-
dices de resistencia
<10) a los que fueron
observados en el pre-
sente experimento y en los ca-
sos comprobados de mutacio-
nes especificas en el gen de la
ALS (Tranel et al., 2002). Con
otros grupos de herbicidas tam-
bién se ha observado que altos
indices de resistencia estan re-
lacionados con modificaciones
en el sitio activo, tal como se
encontr6 en Lolium temulentum
(L.) proveniente de Arkansas,
EEUU, con resistencia a herbi-
cidas inhibidores de la enzima
acetil coenzima A carboxilasa
(ACCasa; Kuk et al., 2000).

Si bien F. miliacea no es una
maleza muy competitiva con el
arroz, su resistencia a uno de
los grupos de herbicidas mas
usados para el control
de ciperaceas y otras
malezas relevantes de
este cultivo podria
convertirse en un se-
rio problema en los
campos de arroz. La
resistencia permitird
que F. miliacea incre-
mente su importancia
dentro de la flora in-
festante del arroz a
medida que las espe-
cies arvenses suscep-
tibles se desplazan
bajo la seleccion por
uso repetido de cier-
tos herbicidas, y pue-
da adquirir asi mayor
peligrosidad para el
cultivo en el futuro
(Culpepper, 2006).

—_
N
o

—_
o
o

60

Actividad de la ALS (% del testigo)
[es]
o

40
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Figura 1. Respuesta de las accesiones de F. miliacea FM9
(resistente) y FM58 (susceptible) a dosis crecientes de pira-
zosulfurén. Cada punto es la media y desviacion estandar
de 12 observaciones provenientes de dos experimentos. El
herbicida fue aplicado cuando las plantas tenian cinco hojas
y el peso fresco fue determinado a los 21 dias después de
la aplicacion. La dosis comercial de pirazosulfuron fue
25g-ha’! i.a. Los parametros de las regresiones ajustadas se
presentan en la Tabla II.

Las poblaciones resistentes a
herbicidas por alteracion del si-
tio de accion pueden ser mane-
jadas usando herbicidas con
otros mecanismos de accion, lo
que incluye herbicidas no selec-
tivos usados en presiembra.
También pueden emplearse
practicas culturales como la
falsa siembra, que consiste en
humedecer el suelo para, luego
de emerger las malezas, aplicar
un herbicida como glifosato.
También pueden emplearse pa-
ses de rastra o efectuar batido
del suelo para evitar la produc-
cion de semillas de estas male-
zas. En Brasil, F. miliacea re-
sistente a pirazosulfuron es

e Susceptible
o Resistente

1000 10000

que se trata de un
herbicida con su mis-
mo mecanismo de
accion (Fischer et al.,
2000a) y mutaciones
en prolina 197, alani-
na 205, asparagina
376 y triptofano 574
pueden resultar en re-
sistencia cruzada a
sulfonilireas y piri-
midinilbenzoatos, e
incluso otros grupos
quimicos inhibidores de la ALS
(Tranel et al., 2010). Butacloro,
carfentrazona, clomeprop,
dithiopyr, esprocarbo, mefena-
cet, oxadiazon, pretilacloro,
pyrazolate y tiobencarbo son
otros herbicidas que controlan
ciperaceas. Estos herbicidas se
emplean para el control de C.
difformis resistente a inhibido-
res de la ALS (Kuk et al.,
2003a). F. miliacea es una ma-
leza de ambiente acuatico; por
lo tanto, alternando la siembra
en agua con siembra en suelo
seco Fischer et al. (2009) consi-
guieron alterar el ambiente de
reclutamiento (pasando de una
cama anaerdbica o saturada, a
una cama de siembra
aireada) y desfavore-
cer asi la germina-
cion de malezas
acuaticas tal como el
Schoenoplectus mu-
cronatus (L.) Palla,
con resistencia a her-
bicidas del grupo de
las sulfoniltireas.

El presente trabajo
reporta por primera

10° 102 107 10° 10" 102 10°

Pirazosulfurén-etilo (nM)

Figura 2. Actividad especifica de la enzima ALS (nmol-h’!
de acetoina por mg proteina) medida en extractos de plan-
tas susceptibles y resistentes de F. miliacea; los datos se
presentan como porcentajes de la media del testigo sin
herbicida. Cada punto es la media y desviacion estandar
de nueve observaciones provenientes de tres experimentos.
Los parametros de las regresiones ajustadas se presentan
en la Tabla II.

108 vez en Venezuela la
resistencia de algunas
accesiones de F. mi-
liacea provenientes
de arrozales del esta-
do Guarico al herbi-
cida pirazosulfurén.
La importancia de
esta maleza y las pér-
didas causadas a la
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produccion de arroz pueden
incrementarse en fincas bajo
tratamiento repetido con este
herbicida o con otros del mis-
mo grupo quimico o modo de
accion. Es necesario implemen-
tar practicas de manejo integra-
do de malezas que comprendan
la alternancia o secuenciacion
de herbicidas con diferente
modo de accion, conjuntamente
con otras practicas culturales,
tales como laboreo, falsa siem-
bra y alternancia de sistemas
de establecimiento de arroz.
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