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Figura 13. Efecto de dosis crecientes de bispyribac-sodium sobre la altura de planta
(%, respecto al control sin herbicida) de poblaciones resistentes (ECG-D07, ECG-
D11, ECG-DI15/Daule y ECG-Y12, ECG-Y13, ECG-Y18/ Yaguachi) y
susceptibles (SY10 Y SD04) evaluados a los 14 dias después de la aplicacion. Las
barras verticales representan + 1 error estandar de la media y su ausencia precisa
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Figura 14. Efecto de dosis crecientes de bispyribac-sodium sobre el indice relativo de
clorofila (%) de poblaciones resistentes (ECG-D07, ECG-D11, ECG-D15/Daule y
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RESUMEN

El aceleramiento de la evolucion de malezas resistentes a nivel global sita en
riesgo la produccion de los cultivos y en un futuro cercano puede colocar en alerta la
seguridad alimentaria de la poblacion. La contribucion de la tecnologia en la industria
agricola mediante la produccion de xenobidticos entre ellos los herbicidas, ha permitido
controlar oportunamente especies invasoras y aportar al éxito de la produccion. Sin
embargo, el efecto selectivo sobre amplias poblaciones susceptibles permite la
segregacion de biotipos con sensibilidad diferenciada. Entre los casos mas numerosos se
encuentra Echinochloa crus-galli (ECG). En esta especie, el/los mecanismo/s de
resistencia se han asociado ampliamente a mutaciones de punto en los genes
codificantes de la enzima acetolactato sintetasa (ALS) y/o acetil-CoA carboxilasa
(ACCasa), blancos de accion de herbicidas. En el Ecuador, la presion de seleccion
causada por el uso continuo de bispyribac-sodium (Bs), inhibidor de la enzima ALS,
habria favorecido la seleccion de accesiones resistentes. Esta investigacion propone
conocer posibles casos de ECG resistente a Bs, evaluando los efectos de diversas dosis
sobre poblaciones presumiblemente resistentes y determinando indices de resistencia.
Con esta finalidad se llevaron a cabo varios ensayos en plantas completas en los que se
evaluaron la accién de herbicidas sobre distintos parametros: germinacion, altura de
planta, contenido relativo de clorofila, fitotoxicidad, peso fresco aéreo, peso seco y

sobrevivencia.

Con este objetivo, se iniciaron las investigaciones mediante un experimento
screening, recolectando de forma masal panojas de 35 poblaciones de ECG en la
provincia del Guayas, Ecuador. Posteriormente se realizd la siembra en macetas y
fueron pulverizadas con Bs a dosis comercial 40 g (i.a) ha™! cuando presentaron de 3-4
hojas desplegadas. Para el segundo estudio, de dosis-respuesta se seleccionaron las seis
accesiones de mayor nivel de sobrevivencia que presentaron los valores més altos de
peso fresco frente al control sin herbicida (ECG-D07, ECG-D11, ECG-D15/ Daule y
ECG-Y12, ECG-Y13, ECG-Y18/ Yaguachi), y dos que mostraron alta susceptibilidad
al herbicida (SD04 / Daule) y (SY10 / Yaguachi) (factor A) sobre las que se probaron
nueve dosis de Bs 0, 5, 10, 0, 40, 80, 160, 320, 640 g (i.a) h'! (factor B) con un Disefio
Completamente Aleatorizado. Los datos de dosis-respuesta se ajustaron mediante un
modelo log-logistico calculando la dosis letal media (DLso) para cada poblacion y el IR

(veces en las que se debe incrementar la dosis de herbicida en cierta poblacion para
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igualar el control logrado en una poblacién susceptible). La DLso de Bs para ECG-D11
(con una dosis de 364,30 g (i.a) ha!) permitié calcular un IR= 16,08 y 14,01 frente a las
poblaciones susceptibles SY10 y SD04 (DLso: 22,65 y 24,43 g (i.a) ha!). En las demés
accesiones Bs no logro controlar el 50% de la poblacion ni a la dosis mas alta evaluada.
Las poblaciones sobrevivientes lograron producir semilla, se realizaron analisis de
germinacion y se corrobord la viabilidad de la simiente. Luego de la confirmar la
resistencia de estas poblaciones a Bs, se realizaron dos ensayos; uno para determinar
posibles casos de resistencia cruzada evaluando otro herbicida inhibidor de ALS, pero
perteneciente a un grupo quimico diferente al de Bs y la comprobacion de resistencia
multiple aplicando un herbicida inhibidor de ACCasa considerando que este grupo es
habitualmente empleado en las zonas arroceras ecuatorianas. Asimismo, se pudo
determinar la ocurrencia de un mecanismo de detoxificacion mediado por una

citocromo P450 monooxigenasa.

Estos resultados sugieren la necesidad de utilizar herbicidas alternativos como
un inhibidor de EPSPS (glifosato) en pre-siembra, inhibidores de ACCasa (profoxydim,
clethodim y cyhalofop-butyl) y la Auxina sintética florpyrauxifen (Rinskor®. HRAC
Grupo O) con la adecuada rotacion, como una herramienta valida para la prevencion de

resistencia y manejo de poblaciones de ECG resistentes.

Palabra clave: Resistencia a herbicidas, Echinochloa crus-galli, Bispyribac-

sodium, malezas resistentes a inhibidores ALS, Ecuador.
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ABSTRACT

The acceleration of the resistant weeds' evolution of at a global level puts crop
production at risk and in the near future it may put the population's food security on
alert. The contribution of technology in the agricultural industry through the production
of xenobiotics, including herbicides, has made it possible to control invasive species in
a timely manner and contribute to the success of production. Among the most numerous
is Echinochloa crus-galli (ECG). In this species, the resistance mechanism (s) have
been widely associated with point mutations in the genes encoding the enzyme
acetolactate synthetase (ALS) and /or acetyl-CoA carboxylase (ACCase), targets of
herbicide action. In Ecuador, the selection pressure caused by the continuous use of
bispyribac-sodium (Bs), an inhibitor of the ALS enzyme, would have favored the
selection of resistant accessions. This research proposes to determine possible cases of
ECG resistant to Bs, evaluating the effects of different doses on presumably resistant
populations and determining resistance levels, For this purpose, several tests were
carried out on whole plants in which the action of herbicides on different parameters
were evaluated; germination, plant height, relative chlorophyll content, phytotoxicity,

fresh air weight, dry weight and survival.

With this objective, the investigations were initiated through a screening
experiment, massively collecting panicles from 35 ECG populations in the province of
Guayas, Ecuador. Subsequently, the sowing was carried out in pots and plants were
sprayed with Bs at a commercial dose of 40 g (i.a) ha' when they presented 3-4
unfolded leaves. For the second dose-response study, the six accessions with the highest
survival level were selected that presented the highest values of fresh weight compared
to the control without herbicide (ECG-D07, ECG-D11, ECG-D15 / Daule and ECG -
Y12, ECG-Y13, ECG-Y18 / Yaguachi), and two that showed high susceptibility to the
herbicide (SD04 / Daule) and (SY10 / Yaguachi) (factor A) on which nine doses of Bs
were tested, 0, 5, 10, 0, 40, 80, 160, 320, 640 g (a.i) h™! (factor B) with a completely
randomized design. The dose-response data were adjusted by means of a log-logistic
model calculating the mean lethal dose (LDso) for each population and the IR (times in
which the herbicide dose should be increased in a certain population to equal the control
achieved in a given susceptible population). The LDso of Bs for ECG-D11 (with a dose
of 364,30 g (a.i) ha') made possible to calculate an IR = 16,08 and 14,01, against the
susceptible populations SY10 and SD04 (LDso: 22,65 and 24,43 g (a.i) ha!). In the
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other accessions, Bs could not control 50% of the population or at the highest dose
evaluated. The surviving populations managed to produce seed, germination analyses
were carried out and the viability of the seed was corroborated. After confirming the
resistance of these populations to Bs, two tests were carried out; one to determine
possible cases of cross-resistance by evaluating another ALS inhibitor herbicide, but
belonging to a different chemical group other than Bs and the verification of multiple
resistance by applying the populations with an ACCase inhibitor herbicide, considering
that this groupis commonly used in Ecuadorian rice-growing areas. Furthemore, the
occurrence of a detoxification mechanism mediated by cytochrome P450

monooxygenesa was proved. mechanism of resistance, and it was protancand.

These results suggest the need to use alternative herbicides such as an EPSPS
(glyphosate) inhibitor in pre-planting, ACCase inhibitors (profoxydim, clethodim and
cyhalofop-butyl) and florpyrauxifen (Rinskor®. HRAC Group O) with adequate
rotation, as a valid tool for the prevention of resistance and management of resistant

ECG populations.

Keyword: Herbicide resistance, Echinochloa crus-galli, Bispyribac-sodium, ALS

inhibitor resistant weeds, Ecuador.



CAPITULO 1

1 INTRODUCCION



1.1 Problematica.

El arroz (Oryza sativa L.) es uno de los principales cultivos a escala mundial, y
constituye el alimento basico para la mitad de la poblacion del planeta (Bricefio y
Alvarez, 2010). En el Ecuador, es uno de los cultivos no perennes con mayor superficie
sembrada (junto con maiz), registrando un incremento del 21,6% respecto al afo
anterior. Actualmente, se producen 312.900 ha™!, cerca del 65% de la produccion de
arroz se concentra en la provincia del Guayas con 202.800 ha!, seguido por Los Rios
con el 25% y otras provincias con el 10%, con un rendimiento nacional promedio de
4,27 t ha! (INEC, 2020). Es un cultivo de produccion autosuficiente, siendo capaz de
cubrir la necesidad de la graminea a nivel nacional; ademads, de tener gran importancia
econdmica y social, por generar empleos directos e indirectos desde su establecimiento,
y por ser el grano alimenticio basico de la dieta de los habitantes del pais (Garcés et al.
2012); de hecho, los 53,20 kg afio”! de consumo per cépita, ratifican su importancia
frente a sus paises vecinos como Pert y Colombia que consumen anualmente 47,4 y 40

kg afio! por habitante respectivamente (Gavildnez et al. 2016).

Uno de los mayores problemas fitosanitarios en el cultivo de arroz son las
malezas. Su distribucion y abundancia interfiere en el espacio y en el tiempo con el
cultivo (Marzocca et al. 1976; Satorre et al. 2016). Poseen caracteristicas particulares
que les permite adaptarse, competir, sobrevivir y prosperar en ambientes manipulados
por el hombre (Navas, 1991), con efectos tales como la reducciéon de rendimiento y

calidad de la cosecha en los cultivos (Labrada y Paker, 1996).

La interferencia causada por las malezas es factor esencial en la limitacion de la
produccion de cultivos en el Ecuador y en el mundo. En el cultivo de arroz el impacto
negativo causado por las malezas es principalmente asociado a las especies del género
Echinochloa (Poaceae), originario de Europa y la India. Si bien no existe un acuerdo
sobre el nimero de las especies que constituyen este género, se han sugerido, entre
veinte y cincuenta especies que estdn ampliamente distribuidas por regiones tropicales y
templadas del planeta. De hecho, se conoce que el género Echinochloa presenta un
elevado porcentaje de autogamia. Sin embargo, se ha documentado que existe un alto
grado de cruzamiento entre las diversas especies de Echinochloa spp. por lo que existe
suficiente evidencia para sospechar el intercambio de genes entre poblaciones (Maun y

Barrett, 1986).



Entre las especies mas comunes del género se encuentran: Echinochloa colona
(Linnaeus) Link, Hort, E. oryzoides (Arduino) Fritsch, E. oryzoides Subsp. phyllopogon
(Stapf), E. crus-galli (Linnaeus) P. Beauvois y E. crus-galli var. mitis (Pursh)
Petermann, siendo estas dos ultimas, un importante problema como maleza al interferir
en 36 cultivos en 61 paises, resultando la principal maleza para el cultivo de arroz a

nivel global (Holm et al. 1991; Chen y Phillips, 2006).

1.2 Antecedentes

A lo largo de la historia de la agricultura, se han desarrollado varios métodos de
control de malezas, tales como: mecanico, cultural, bioldgico y quimico siendo todos
capaces de generar un disturbio en la comunidad de malezas, lo que ha causado
modificaciones en su composicion y estructura funcional (Swanton et al. 1993;

Clements et al. 1994).

En paises desarrollados, al igual que en zonas en via de desarrollo, la produccion a
gran escala es posible utilizando métodos de control quimico de plagas, entre estos se
encuentran los herbicidas como la principal herramienta de control de las malezas a
nivel global (Owen, 2016). El uso de herbicidas como una tecnologia ha resultado
beneficioso para los agricultores, ya que han elevado sus rendimientos y disminuido sus
costos. No obstante, la falta de rotacion de sitios de accidon, conlleva a la rapida
evolucion de malezas resistentes que estan causando serios dafios en los sistemas

productivos agricolas.

Se considera que una maleza es resistente cuando es capaz de sobrevivir y
reproducirse después de ser expuesta a una dosis normalmente letal o fitotoxica de un
herbicida a la que poblaciones anteriores de la misma especie resultaron susceptibles
(Powles y Holtum, 1994). Al momento se conocen de doscientas sesenta y seis especies
de malezas reportadas como resistentes a uno o varios herbicidas. Estas han
desarrollado resistencia en 21 de los 31 sitios de accion y a 164 herbicidas diferentes
utilizados en 95 cultivos en 71 paises. Asimismo, se conoce de 509 casos Unicos
(especie x sitio de accion) de malezas resistentes a herbicidas a nivel mundial (Heap,

2021a).

Los agricultores estadounidenses se han basado principalmente en el uso de

herbicidas para manejar poblaciones de malezas resistentes, siendo poco consideradas



otras practicas culturales especificamente por razones econémicas a corto plazo (Riar et
al. 2013). En la actualidad, los productores de arroz en el sur de los Estados Unidos
todavia tienen opciones quimicas de manejo. Sin embargo, ECG ya ha desarrollado

multiples resistencias a los herbicidas (Fischer et al. et al 2000; Rouse et al. 2018).

De igual forma, el incremento de los casos de resistencia en Sur América en los
ultimos afios es evidente, siendo mayormente documentados los de malezas resistentes a
glifosato en Argentina, asi como los de inhibidores ALS en Brasil y propanil en
Colombia, estos ultimos en gran mayoria relacionados con las malezas del género
Echinochloa y reportados en el cultivo de arroz (Vila-Aiub et al. 2008; Matzenbacher et
al. 2013; Fischer et al. 1993).

Las moléculas de herbicidas desarrolladas para el cultivo de arroz en un pasado
reciente e incorporadas como una de las herramientas de manejo de resistencia, basados
en la implementacion de programas con rotacidon y secuencializacion, han incluido:
fenoxaprop-etyl y cyhalofop-butyl (inhibidores de acetil-CoA carboxilasa [ACCasal]),
bispyribac-sodium y penoxsulam (inhibidores de acetolactato sintasa [ALS]) e
imazethapyr e imazamox (también inhibidores de ALS para arroz resistente a
imidazolinonas) mediante el uso repetido de los mismos activos o de los mismos
mecanismos de accion (Mallory-Smith et al. 2003), se ha contribuido a la seleccion y
acumulacion de poblaciones de malezas resistentes (Carey et al. 1995; Valverde y Itoh,
2001). Por ello, el empleo de herbicidas debe estar ligado a un manejo que incluya al
conocimiento de la biologia de la especie de maleza a controlar y su interaccion con
programas a largo plazo, evitando una dependencia de un nimero reducido de

herbicidas (Papa y Tuesca, 2013).

1.3 Interferencia de Echinochloa crus-galli en los cultivos y su impacto en el

entorno global.

Esta especie es altamente eficiente en el uso del agua, categorizada como planta
C4, de répido crecimiento, siendo competitiva con el cultivo debido a su adaptacion a
ambientes inundados (Marambe y Amarasingle, 2002), capaz de interferir
sobresalientemente frente a plantas C3 y compitiendo alin mejor en condiciones de
temperaturas altas y disponibilidad limitada de agua, posibles escenarios asociados al
cambio climatico (Rodenburg et al. 2011). Es una planta anual, erecta o semipostrada,

con tallos de 30 a 150 cm de largo, con hojas de 5 a 50 cm de longitud, sin ligula y la



base de la hoja a menudo color rojiza, linear-lanceoladas, planas y grabas. En 55-65 dias
desde la emergencia produce panojas de espiguillas densas que adquieren coloraciones
rojizas en muchos de los casos y generalmente estan provistas de arista (Holm et al.
1977; Salguero et al. 2015). Dado el alto grado de cruzamiento, algunas de sus
caracteristicas varian, existiendo biotipos con tonos claros en las bases del tallo en
estado de plantula que luego se tornan rojizos como es caracteristico de la especie.

En Canad4, un estudio reveld que la presencia de diez plantas por m™ en

condiciones ideales de esta especie puede llegar a producir entre 35.500 a 40.000
semillas planta™ afio en asociacion con cultivos de algodén y arroz, respectivamente
(Bosnic y Swanton, 1997). La produccion de semillas a fines de temporada es problema
ya que aumenta las probabilidades de presencia de mutantes resistentes. Un componente
valido para manejo de resistencia a los herbicidas es la diversificacion de técnicas de
control, minimizar la propagacion de genes resistentes y prevenir la produccion de
semillas y la acumulacion del banco semillas del suelo (Bagavathiannan y Norsworthy,
2012), éste es un factor determinante en la dinamica de poblacion de malezas a largo
plazo (Davis et al. 2003). Es probable que el de manejo de resistencia no tenga el éxito
deseado si no es considerado el manejo efectivo del banco de semillas de mutantes

resistentes.

Al momento, se han reportado en el cultivo de arroz 54 especies de malezas
resistentes y es considerado el tercer cultivo (después de trigo y maiz) con mas casos de
resistencia. ECG ha expresado resistencia en al menos once sitios de accion diferentes,
siendo la segunda especie (después de Lolium rigidum), en mayor nimero de modos de
accion a los que ha evolucionado resistencia (Heap, 2021b). Por ello, es considerada
una maleza de dificil manejo por su comprobada resistencia a herbicidas de diferentes
modos de accion que ha sido reportada en 24 paises. Actualmente existen 36 casos de
resistencia reportados de ECG con relacion al cultivo de arroz, 12 en las que se

involucran herbicidas inhibidores del ALS (Heap, 2021¢).

La resistencia a herbicidas puede estar conferida por uno o varios mecanismos y
este puede brindar insensibilidad a uno o varios herbicidas (Fischer et al. 2009). Vale
destacar que la mayoria de los casos estudiados, el/los mecanismo/s responsables de
esta resistencia es por causa de mutaciones de punto en el gen que codifica el sitio de

accion de los herbicidas (ALS y/o ACCasa).



1.4 Herbicidas inhibidores de ALS/AHAS y su importancia en el desarrollo de la
resistencia.

El uso de herbicidas que inhiben la enzima acetolactato sintetasa (ALS), también
conocida como acetohidroxidcido sintasa (AHAS), aument6 desde su difusion en 1982;
en gran medida, debido a la posibilidad de reducir el numero de aplicaciones,
fundamentado en su actividad residual y en el control de amplio espectro de malezas
(Ray, 1984; Saari et al. 1994), baja toxicidad en mamiferos y tiempos flexibles de
aplicacion en una gran cantidad de cultivos (Tranel y Wright, 2002). Existen cinco
grupos quimicos distintos de inhibidores de ALS: imidazolinonas (IMI),
pirimidiniltiobenzoatos (PTB), sulfonilureas (SU), sulfonilamino-carbonil-triazolinona
(SCT) y triazolopirimidinas (TP) segtin la base de datos internacional sobre resistencia a
herbicidas (Senseman, 2007). Estos actian inhibiendo la enzima ALS que cataliza la
sintesis de aminoacidos de cadena ramificada, entre ellos se encuentran leucina,
isoleucina y valina (Umbarger, 1978). Estos aminoacidos son esenciales para el
crecimiento de las plantas y la incapacidad de biosintesis es letal para la mayoria de

especies de plantas.

Los herbicidas inhibidores de la enzima ALS presentan la mayor participacion en
el incremento cronoldgico de resistencia a nivel global, representando un tercio de todos
los casos (166/509) y son particularmente un problema tanto en el cultivo de arroz como

en otros cereales (Figura 1).

La resistencia a herbicidas inhibidores de ALS en varias especies de malezas se
debe al menos a seis mutaciones puntuales que conducen a la sustitucion de Alal22,
Pro197, Ala205, Asp376, Trp574 o Ser653. Es conocido que mas de la mitad estan
registradas como resistentes por sustituciones en Pro197 por His, Thr, Arg, Leu, Gln,
Ser, Ala o Ile, siendo la més frecuente Pro197 por Ser. Se ha determinado también el
incremento de resistencia por mecanismos de detoxificacion de herbicidas (Kaloumenos

et al. 2009; Hatami et al. 2016; Rey Caballero et al. 2017).
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Figura 1. Incremento cronolégico de resistencia de malezas a herbicidas por modo de acciéon a nivel
global. Linea con circulos rojos describe el comportamiento de los inhibidores de ALS hasta 2020 (Heap,
2020).

Se conoce, que el cambio de aminoacido Ala-122-Asn en el gen ALS que confiere
un alto nivel de resistencia cruzada en siete especies de malezas como lo define (Tranel
et al. 2017). La resistencia multiple a los herbicidas inhibidores de las enzimas ALS y
ACCasa pueden ser causadas por una mutacion en los genes que codifican las proteinas
respectivas, conocida como TSR. Sustituciones en los aminoacidos en las posiciones
Pro197 y Trp574 en la enzima ALS estan frecuentemente relacionadas con la resistencia
a herbicidas de la familia de las sulfonilureas. De manera similar, ocurre con la
sustitucion de aminoacidos en las posiciones Ile1781, 1le2041, Trp2027 (entre otras) en
la enzima ACCasa especialmente en herbicidas de la familia de ariloxifenoxipropionato.
En ambos casos, con frecuentes reportes de resistencia en malezas gramineas (Vazquez

et al. 2020).

Bispyribac-sodium (Bs) (marca comercial Nomine®, Bayer): (sodium, 2,6-
bis(4,6-dimethoxypymidin-2-yloxy) benzoate), es un herbicida inhibidor de ALS,
(Retzinger y Mallory-Smith, 1997), que pertenece a la familia quimica de los PTB, de
accion sistémica, post-emergente, de naturaleza quimica suspension concentrada, con
una concentracion de 400 g (i.a.) L', y una dosis comercial 40 g (i.a.) ha™! (Bayer,

2020). En el Ecuador ha sido habitualmente utilizado para el control de malezas



gramineas especialmente del género Echinochloa tales como ECG y E. colona.
Actualmente, en el pais, existen varias marcas comerciales de la molécula (Grammya®,
Calibre®, Jaquer®, entre otras) que estan siendo utilizadas para el control de malezas

en el cultivo de arroz.

En Arkansas, la limitada rotacion del cultivo de arroz, junto a la presion de
seleccion ejercida por los herbicidas (Jasieniuk et al. 1996; Rouse et al. 2018), debido al
uso frecuente de propanil, quinclorac y clomazone, propiciaron la evolucion de biotipos
de ECG resistentes (Baltazar y Smith, 1994; Lovelace, 2003; Norsworthy et al. 2008),
de igual forma ocurri6 en los arrozales de Mississippi (Bond et al. 2011). Después de la
comercializacion de lineas de arroz resistente a IMI en el 2002, producto del desarrollo
de la tecnologia denominada Clearfield®, la evolucion de biotipos de ECG resistentes a
ALS fue de alto riesgo debido al uso indiscriminado de herbicidas inhibidores de este
tipo encontrando biotipos resistentes a imazetapyr 70 g (i.a) ha™! en Arkansas entre los
afios 2008 y 2009 y en Mississippi en el 2010 (Bagavathiannan et al. 2014).
Actualmente, son conocidos varios estudios que han revelado la resistencia especifica
de ECG a bispyribac-sodium: en Italia en el afio 2005, Corea del Sur en 2008
(resistencia tanto a inhibidores de ALS como de ACCasa) y en Brasil, Italia y Turquia

en el 2009 (a inhibidores de ALS y ACCasa) (Heap, 2021d).

1.5 Factores y mecanismos de resistencia a herbicidas conocidos.

Habitualmente los términos tolerancia y resistencia a herbicidas suelen ser usados
basados en la sobrevivencia de un biotipo a la exposicion a un herbicida, aunque ambos
expresen significados diferentes. Segin la Sociedad Americana de Ciencia de la Maleza
(WSSA — Weed Science Society of America) la tolerancia es la capacidad inherente de
una planta de sobrevivir y generar descendencia luego de someterse a un tratamiento de
herbicida. En este sentido, al no existir seleccion de biotipos o manipulacion genética
para que logren ser tolerantes, su condicion es natural. Mientras que la resistencia, es la
habilidad heredada para sobrevivir y reproducirse después de la exposicion a la dosis un

herbicida a la cual habitualmente era letal (WSSA, 1998).

Algunos factores que determinan la tasa de evolucion de la resistencia de las
malezas a los herbicidas son: la frecuencia en que originalmente aparecen los individuos

resistentes (los mutantes); su fecundidad y su persistencia en el banco de semillas del



suelo, asi como, su adaptabilidad ecologica “fitness” (Fischer y Valverde, 2012; Torres

y Ortiz, 2017).

Son conocidos varios mecanismos de resistencia en las plantas, siendo los
principales: la resistencia relacionada con el sitio de accion, objetivo del herbicida,
(TSR, del inglés Target-site resistance) y la resistencia de tipo “no sitio activo” (NTSR,
del inglés Non target-site resistance) (Yuan et al. 2007). TSR se presenta
principalmente por mutaciones puntuales en las que el cambio en un coddén causa la
alteracion en la conformacion de la enzima, limitando asi la afinidad del herbicida por el
sitio de accion. También es conocido que la TSR puede ser causada por el aumento de
la expresion de la enzima objetivo, que puede ocurrir como resultado del incremento en
el nimero de copias del gen en el genoma o por mutaciones en la region promotora que
desregulen su expresion (Gaines et al. 2010; Powles y Yu, 2010a). En cambio, la
resistencia de tipo NTSR ocurre debido a mecanismos que impiden o limitan la llegada
de la dosis letal del herbicida al sitio de accion. Estas interferencias influyen
principalmente en menor absorcidn, translocacion y/o degradacion de xenobidticos
(Powles y Yu, 2010b). Ambos mecanismos de resistencia tienen implicaciones
genéticas muy diferentes, se conoce que las mutaciones que ocurren en un solo
nucledtido suelen tener efectos pleiotropicos negativos sobre la funcion del gen,
mientras que se cree que los mecanismos NTSR habitualmente tienen efectos negativos
sobre el crecimiento, ya que deben asignar mayor cantidad de recursos para el

crecimiento y la defensa de la planta (Vila-Aiub et al. 2015).

Las familias de genes que se encuentran naturalmente en todas las plantas
catalizando varias reacciones de su metabolismo, estan involucradas en el mecanismo
NTSR, entre ellas la del citocromo P450 monooxigenasas (CYP), glucosil transferasa
(GT) y glutation S-transferasa (GST) Yuan et al. (2007). La NTSR resulta compleja y
comunmente se produce por la sobreexpresion de un conjunto de genes que estan
involucrados en el metabolismo de varias sustancias, entre ellas los herbicidas. Se ha
estudiado ampliamente que el mecanismo de resistencia a herbicidas inhibidores de la
ALS estd frecuentemente asociado a mutaciones en el gen ALS o a un metabolismo
potenciado por la accion de CYP (Ghosh, 2017). Estas forman una de las mayores
familias de genes en las plantas que comparten hasta un 20% de identidad y catalizan
reacciones complejamente diversas que conducen a los precursores de macromoléculas

como la lignina, la cutina, la suberina y la esporopolenina, involucradas en biosintesis y
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catabolismos de todas las hormonas y moléculas de senalizacion, pigmentos,
antioxidantes y compuestos de defensa de xenobidticos (Bak et al. 2011). Desde hace
algin tiempo se ha demostrado que insecticidas organofosforados como el malation
inhiben la detoxificacion de herbicidas catalizada por CYP (Anzole, 2010), confirmada
en varias especies como Echinochloa crus-galli y Alopecurus myosuroides Huds
(Letouzé y Gasquez, 2003), Lolium perenne L. ssp. multiflorum (Lam), Husnot
(ryegrass perenne) (Northcroft et al., 2001), entre otras. El aumento de la actividad
enzimatica propicia la degradacién del herbicida transformandolo en un compuesto

menos toxico que la molécula original.

Varios estudios efectuados sobre malezas gramineas con resistencia a herbicidas
especificos inhibidores de las enzimas ALS-AHAS y ACCasa dotadas de un
metabolismo exacerbado basado en CYP para la detoxificacion del herbicida,
expresaron una reduccion del 20% en el crecimiento vegetativo (Vila-Aiub et al. 2005;
Iftikhar et al. 2020). Los costos en el fitness que confieren los alelos de resistencia a los
herbicidas pueden afectar la tasa de evolucion de resistencia (Delye et al. 2013; Yang et
al. 2017). Estos costos juegan un papel importante al evitar la fijacion de los alelos
adaptados y contribuir al mantenimiento de polimorfismos genéticos dentro de las
poblaciones (Yanniccari et al. 2016). Si este alelo tiene un impacto de costo en los
fenotipos resistentes, la tasa de evolucion serd mas baja para este fenotipo (Neve et al.
2014). Esta informacion es particularmente relevante para comprender la evolucion de

la resistencia.

1.6 Poblaciones de E. crus-galli presumiblemente resistentes en zonas arroceras
ecuatorianas.

Los rendimientos en el Ecuador en los ultimos afos se han visto afectados
especialmente por factores bioticos. El Sistema de Informacion Nacional del Ministerio
de Agricultura del Ecuador hizo conocer que los agricultores arroceros pertenecientes al
Plan Semillas, Plan Piloto y otros (Programas de apoyo al area agricola), encuentran
entre sus principales problemas al complejo de manchado de grano (CMQG), la baja
efectividad de los plaguicidas y la incidencia negativa de las malezas (MAGAP, 2020).
Esta ultima, conlleva hasta el 20% del costo de produccion de la graminea en el pais
(Pefiaherrera, 2009), y la dindmica de la evolucion de las malezas ha generado fallas en

su control, debido al uso repetitivo de las mismas moléculas de herbicidas.
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Las malezas del género Echinochloa, en el cultivo de arroz del Ecuador, son de
alta incidencia, especialmente en el sistema bajo riego, estando presentes todo el afio en
zonas donde se practica el monocultivo. Si bien existen registros de relevamientos en
otras provincias como Los Rios, El Oro, es en Guayas donde estd su mayor dispersion
(Penaherrera, 2007) lo que conlleva un importante problema por ser hospedante del
virus de la hoja blanca (VHBA) trasmitido por Togasodes orizicolus (Muir), en
cultivares susceptibles en la region (Vivas e Intriago, 2012). El impacto negativo en los
rendimientos causado por CMG y VHBA disminuy6 con la incorporacion de nuevos
cultivares, especificamente genética del Fondo Latinoamericano de Arroz bajo Riego
(FLAR), (INIAP, 2018). En cambio, la dificultad del control de las malezas gramineas
en el cultivo de arroz es un problema cada vez mas frecuente y de mayor agresividad en

el pais, especialmente de las especies ECG y Leptochloa uninervia.

Bs es un herbicida habitualmente usado en el Ecuador, desde el afio 2000, es
utilizado ampliamente sobre poblaciones de malezas que habrian mostrado baja
sensibilidad a propanil, caso similar al de Colombia (Valverde, 2007). En la ultima
década, se mantuvo como opcion en los paquetes del Plan Semillas, su uso en las zonas
arroceras ecuatorianas ha sido extenso y repetido, inclusive en el mismo ciclo del
cultivo. Actualmente, las fallas de control son atribuidas en la mayoria de los casos a Bs
lo que ha provocado que en ciertas zonas utilicen entre dos y tres veces la dosis

comercial, y en otras su uso ya no sea una alternativa.

Son escasas las ocasiones en que otros factores relativos a la eficiencia y la
calidad de la aplicacion del herbicida, tales como: calidad de agua, estado fenologico de
la maleza, equipo de pulverizaciéon adecuado y calibrado, temperatura, humedad
relativa, entre otros, son considerados como causantes de las fallas del control lo que
contradice a las recomendaciones de los fabricantes y las expuestas por la FAO (2002);
Leiva, (2007), sobre buenas practicas de aplicaciones terrestres de plaguicidas para

lograr el éxito deseado en una aplicacion de plaguicidas.

Actualmente en el Ecuador, no existen publicaciones donde se haya determinado
el nivel de resistencia de alguna especie de maleza a algin herbicida. Sin embargo,
existen sospechas sobre varias especies de malezas que poseerian sensibilidad
diferenciada a uno o varios herbicidas y conociendo que, ante un posible caso de
resistencia, las pruebas de deteccion deben ser rapidas y rigurosas (Kim et al. 2000;

Beckie et al. 2000). En el presente trabajo se propone evaluar la posible resistencia de
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poblaciones de ECG al herbicida bispyribac-sodium en la provincia del Guayas-

Ecuador.

1.7 Objetivo general
Determinar posibles casos de resistencia de la especie ECG a herbicidas

inhibidores de ALS mediante pruebas de diagndstico.

1.7.1 Objetivos especificos

1. Identificar poblaciones de ECG resistentes a la dosis comercial del herbicida
bispyribac-sodium mediante respuestas fisioldgicas y supervivencia.

2. Evaluar el efecto del herbicida bispyribac-sodium en diversas dosis sobre
poblaciones putativamente resistentes de ECG y determinar su indice de
resistencia.

3. En caso de detectar poblaciones resistentes a bispyribac-sodium, evaluar la

sensibilidad a otros herbicidas.

1.8 Hipotesis
El control ineficaz de poblaciones de ECG empleando bispyribac-sodium en el
cultivo de arroz de la provincia del Guayas (Ecuador), se debe a que tales poblaciones

presentan resistencia a ese herbicida inhibidor de acetolactato sintetasa (ALS).
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2.1 Localizacion

El presente trabajo de investigacion se realizd en la Republica de Ecuador, en las
instalaciones del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), en la
Estacion Experimental del Litoral Sur (EELS), ubicada en la provincia del Guayas,
canton Yaguachi, en el km. 26 de la via Duran-Tambo, entre las coordenadas 2° 15°15™
latitud Sur y 73° 38'40"" longitud Occidental y a 17 msnm. La zona presenta una
pluviosidad de 1030.8 mm, temperatura media anual 25,5 °C y 79% de humedad
relativa, (INAMHI, 2019). Esta Estacion es la sede principal del Programa de Arroz en
el pais.

Durante la labor de muestreo, fueron recolectadas en zonas arroceras

ecuatorianas treinta y cinco muestras (poblaciones) de semillas de ECG, las cosechadas

en la zona Daule (puntos color rojo) y, las pertenecientes a sector de Yaguachi (puntos

de color azul) (Figura 2).
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Figura 2. Ubicacion de poblaciones de Echinochloa crus-galli presumiblemente resistentes en
provincia del Guayas, Ecuador. (Fuentes et al. 2019).
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Los proyectos investigativos se desarrollaron en un invernadero desde el
momento de la siembra en las bandejas de germinaciéon y su posterior traspaso a las
macetas. Alli, se mantuvieron hasta la culminacién de los ensayos donde se cultivaron
en condiciones de £32/22 (dia/noche) °C de temperatura y 12 horas de fotoperiodo, con

una intensidad luminica de 500 pmol m? s™! con 65% de humedad relativa.

2.2 Material vegetal

En la campafa de época lluviosa (noviembre 2018 - febrero 2019), se
recolectaron en forma masal panojas de ECG (en madurez fisioldgica) de poblaciones
putativamente resistentes (R), provenientes de arrozales de dos localidades (Daule y
Yaguachi) de la provincia del Guayas, cuya principal actividad agricola es la siembra de
la graminea. Los lotes han estado bajo siembra continua de arroz durante los ultimos
cinco afios y con aplicaciones secuenciales de herbicidas inhibidores de ALS,
especialmente bispyribac-sodium 40 g (i.a) ha™!, y notada dificultad para controlar dicha
maleza. Por otra parte, los lotes de donde provinieron las accesiones susceptibles (S)
son de las mismas localidades, pero no tienen historial de siembra del cultivo de arroz ni

de aplicaciones de herbicidas inhibidores de ALS.

La coleccion de muestras incluyd 35 accesiones: 17 de la zona de Daule y 18 de
Yaguachi. Las panojas de cada una de las muestras se desgranaron y etiquetaron,
identificando la zona y la ubicacion mediante la utilizacion del Sistema de
Posicionamiento Global. En este sentido, se denominaron: por la especie Echinochloa
crus-galli (ECQ), la zona Daule (D) y Yaguachi (Y), el nimero de accesion iniciando
(ECG-D01 y ECG-YO01) por cada una de las muestras seleccionadas (Tabla 1).
Posteriormente se almacenaron en una heladera a 4 °C y 65 % HR para preservar la
viabilidad de la semilla hasta el momento que se inicio los trabajos investigativos, segin

el procedimiento sugerido en otros trabajos (Valverde et al. 2000).
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Tabla 1. Identificacion y ubicacion geo referenciada de treinta y cinco poblaciones de
E. crus-galli presumiblemente resistentes a herbicidas inhibidores de ALS/AHAS, en
dos localidades de la provincia del Guayas, Ecuador.

Localidad Poblacion Ubicacion (GPS)

YAGUACHI ECG-YO01 2°04'31.9"S 79°44'59.9"W
YAGUACHI ECG-Y02 2°02'40.9"S 79°46'04.3"W
YAGUACHI ECG-Y03 2°06'10.2"S 79°42'03.7"W
YAGUACHI ECG-Y04 2°07'23.2"S 79°44'45.1"W
YAGUACHI ECG-Y05 2°07'12.7"S 79°49'35.9"W
YAGUACHI ECG-Y06 2°08'28.5"S 79°43'18.9"W
YAGUACHI ECG-Y07 2°09'31.5"S 79°41'34.0"W
YAGUACHI ECG-Y08 2°02'37.8"S 79°38'23.3"W
YAGUACHI ECG-Y09 2°01'52.1"S 79°38'06.7"W
YAGUACHI ECG-Y10 1°58'43.0"S 79°38'18.8"W
YAGUACHI ECG-Y11 1°58'55.1"S 79°36'48.0"W
YAGUACHI ECG-Y12 2°29'36.4"S 79°37'38.9"W
YAGUACHI ECG-Y13 2°16'14.1"S 79°43'09.2"W
YAGUACHI ECG-Y14 2°28'16.4"S 79°37'38.4"W
YAGUACHI ECG-Y15 2°20'54.2"S 79°40'02.3"W
YAGUACHI ECG-Y16 2°19'58.9"S 79°46'29.1"W
YAGUACHI ECG-Y17 2°17'00.5"S 79°31'03.9"W
YAGUACHI ECG-Y18 2°20'01.6"S 79°42'50.5"W
DAULE ECGDO1 1°52'28.0"S 80°01'02.6"W
DAULE ECGDO02 1°50'57.0"S 80°01'45.6"W
DAULE ECGDO03 1°54'12.9"S 79°53'47.1"W
DAULE ECGDO04 1°59'32.5"S 79°51'50.2"W
DAULE ECGDO05 1°55'33.9"S 79°59'34.0"W
DAULE ECGDO06 1°57'19.7"S 79°59'50.2"W
DAULE ECGDO07 1°58'03.9"S 79°55'38.3"W
DAULE ECGDO08 1°42'30.8"S 80°00'35.0"W
DAULE ECGDO09 1°53'08.9"S 79°55'38.4"W
DAULE ECGDI10 1°52'16.1"S 79°52'16.8"W
DAULE ECGD11 1°52'12.7"S 79°57'56.3"W
DAULE ECGDI12 1°50'54.6"S 79°58'06.9"W
DAULE ECGD13 1°51'19.0"S 79°53'23.9"W
DAULE ECGD14 1°4728.7"S 79°56'45.8"W
DAULE ECGD15 1°59'30.2"S 79°47'07.8"W
DAULE ECGD16 1°58'46.8"S 80°02'02.6"W

DAULE ECGD17 1°56'30.8"S 80°01'52.0"W
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2.3 Xenobiéticos

Para esta investigacion se utilizaron tres herbicidas y un inhibidor de CYP. Dos
herbicidas inhibidores de la enzima ALS y uno inhibidor de la ACCasa, cada uno
perteneciente a familias quimicas diferentes, y frecuentemente empleados dentro de su

modo de accidn en el pais (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de los herbicidas y de malation (inhibidor de CYP) empleados

en los bioanalisis.

Tipo Modo de Familia Ingrediente Concentracion Producto Dosis/
P accion activo (i.a.) (gi.a.kg!ol?) Ha
Herbicida ALS/AHAS ~ Tyrimidinyl  Bispyribac- 400 Grammya 44 oy
benzoates sodiun 400
.. Triazolopirimidine Bengala ™
Herbicida ALS/AHAS _ tipe 2 Penoxsulam 25 25 OD® 1.61t
Herbicida ~ ACCasa  /‘yloxphenoxy-  Cyhalofop- 180 Clincher™ 1.5 1t
propionates butyl
Inhibidor IAC Organofosforado Malation 604 Aliado 151t
de CYP g 57EC .

2.4 Experimentos

Esta investigaciéon constd de cuatro bioensayos en tiempos secuenciales en
plantas completas en macetas y en condiciones controladas en inverndculos. El primero
de tipo exploratorio, en el que se identificaron las posibles poblaciones resistentes y
susceptibles. El segundo, un ensayo de andlisis dosis-respuesta con aquellas poblaciones
seleccionadas como posiblemente resistentes y altamente susceptibles obtenidas a partir
del primer ensayo, con la finalidad de cuantificar la sensibilidad diferencial a dosis
crecientes de bispyribac-sodium. Un tercer experimento sometié a las poblaciones que
se detectaron como resistentes, a pulverizaciones mediante el empleo de herbicidas
alternativos que actuan en sitios de accion diferentes al de Bs, con el que se
determinaron los casos de resistencia cruzada y multiple. Finalmente, un ultimo ensayo
donde se calculo el efecto del control evaluando el sinergismo de Bs con malation en
poblaciones ECG resistentes. Siempre siguiendo los protocolos de deteccion,
diagnostico e interpretacion de datos establecidos por Herbicide Resistance Action
Committee (HRAC global, 2021). A continuacion se detalla la forma de ejecucion de

cada uno:



18

2.4.1 Determinacion de poblaciones resistentes y susceptibles al herbicida

Bispyribac-sodium (Screening).

Para la siembra de las poblaciones colectadas se colocaron las semillas en
bandejas de germinacion de 168 cavidades, las que contenian un sustrato turba formado
por suelo:turba:arena (2:1:1). Las semillas fueron colocadas en la parte superior del
sustrato y tapadas someramente con el mismo. Las bandejas de germinacion se
sobrepusieron en bandejas plasticas que mantuvieron una ldmina de agua de alrededor
de lecm de altura lo que permitia mantener hidratado el sustrato evitando el
desplazamiento de semillas por accion del riego en la parte superior, debido al pequefio
tamafio de las semillas. Las plantulas de todas las accesiones recolectadas se extrajeron
de las bandejas de germinacion cuando tuvieron entre 1 a 2 hojas, esto ocurri6 alrededor
de los 7 dias después de la siembra. Posteriormente, se trasplantaron dos plantulas por
maceta plastica de 15 cm de didmetro en las que permanecieron hasta 21 dias después
de realizadas las pulverizaciones de los herbicidas fecha en la que se realiz6 la cosecha

de las mismas.

La aplicacion del herbicida se realizd cuando las plantulas presentaron de 3 a 4
hojas totalmente abiertas. Fueron pulverizadas con Bs en la dosis comercial
recomendada por el fabricante (40 g i.a ha') con equipo pulverizador de espalda
presurizado con CO> a 30 PSI, equipado con boquillas de abanico Tj 8002, calibrado
para un gasto de 200 L ha™! junto con surfactante no idnico a una concentracién de 0,1%
(1 cm® litro!) y un regulador de pH siguiendo las recomendaciones del fabricante
(Figura 3). Posterior a ello se realizaron riegos periddicos de 200 ml agua cada 48 horas,

lo que mantenia el sustrato hidratado.
Variables evaluadas.

Altura de planta: Se determind la altura de planta mediante una regla graduada
expresada en centimetros tomados previo a la aplicacion del herbicida y luego a los 6,
10 y 14 dias después de la aplicacion (DDA), tomado desde el suelo hasta el apice de la
primera hoja completa extendida, evaluando un dato por maceta y siempre a la misma

planta que fue seleccionada al azar inicialmente.

Contenido de clorofila: Se cuantific el contenido de clorofila mediante un
medidor portatil de clorofila (SPAD 502®, Minolta, Konica Sensing, Inc.) tomado
previo a la aplicacion del herbicida y luego a los 6, 10, 14 DDA, para lo cual se

considerd como el valor de clorofila por planta el promedio de tres mediciones tomadas
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en el tercio medio de la tercera hoja. Se evalu6 al 50% de individuos de cada una de las

accesiones inicialmente seleccionada al azar y marcada para su posterior toma de datos.

| M

Figura 3. Proceso de implementacion de ensayo de screening a) recoleccion de semillas en campo, b)
siembra de semillas de E. crus-galli en bandejas de germinacion, c¢) trasplante a macetas definitivas en el
invernadero d) aplicacion del herbicida bispyribac-sodium a tasa comercial.

Sobrevida: A los 21 dias se determind el nimero de plantas sobrevivientes por
cada accesion a partir del nimero de plantas vivas respecto al total de plantas tratadas
con esa dosis (%). Para esto, se consideraron como plantas controladas aquellas que
presentaron sintomas generales de clorosis, marchitamiento y necrosis, sin evidencias

de tejidos en crecimiento.

Biomasa aérea por poblacion a partir del peso firesco y peso seco: Se determind
el peso fresco de la parte aérea al momento de la cosecha en el invernadero a los 21
DDA. Para ello, se cosechd la parte aérea de todas las plantas cortandolas con estilete al
ras del suelo e inmediatamente se cuantifico el peso fresco. Luego las accesiones fueron
colocadas en bolsas de papel y llevadas a una estufa a 65°C para su desecacion hasta
peso constante por un tiempo de 72 horas y se determind el peso seco; en ambos casos,
los valores se establecieron en gramos con la ayuda de una balanza digital de 0,001 mg

de exactitud. Asi correspondi6 la toma de datos de las variables evaluadas (Figura 4).
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Todos los datos de las variables analizadas se expresaron como porcentaje
respecto al promedio del testigo sin herbicida (tratamiento con herbicida/peso fresco del

tratamiento sin herbicida x 100).

Figura 4. Variables evaluadas para el analisis de sensibilidad de poblaciones posiblemente resistentes y
de mayor susceptibilidad; a) altura de planta, b) indice de clorofila, c) peso fresco, d) peso seco.

Disefio experimental y anadlisis estadistico: Para poder cumplir con los objetivos
planteados para el primer ensayo e identificar las poblaciones putativamente R y S, se
utiliz6 un Disefio Completamente Aleatorizado (DCA), con un tratamiento a dosis
comercial con 5 repeticiones por poblacion incluido un testigo sin aplicacion de
herbicida. Cada repeticion contd con 5 macetas y cada maceta 2 plantas (50 individuos
por poblacion), siendo un grupo de 5 macetas la unidad experimental. Los datos fueron
sometidos a un andlisis estadistico de ANOVA y las comparaciones realizadas mediante

una prueba de diferencias de Tukey al 5%.

2.4.2 Dosis-respuesta de bispyribac-sodium sobre poblaciones de Echinochloa
crus-galli presumiblemente resistentes.
Del bioensayo anterior se identificaron seis poblaciones con mayor frecuencia de
plantas resistentes y dos susceptibles cuya mortalidad fue la mayor. Se emplearon

semillas de las muestras de ECG almacenadas y se procedid nuevamente a la siembra en
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las bandejas germinadoras luego se trasplantd en macetas definitivas. Todas las labores
de establecimiento, equipos, aplicacion del herbicida y cosecha que se utilizaron fueron
similares a las descriptas en el bioensayo 1, a diferencia de que se emplearon varias
dosis. Adicionalmente a los datos de altura de planta, contenido de clorofila, peso
fresco, peso seco y sobrevivencia, se evalud para este ensayo el grado de fitotoxicidad
(como se describe en lo posterior). Finalmente, se calcul6 el indice de resistencia de

cada poblacién como se detalla posteriormente.

Dosis de herbicida: Las dosis de Bs se incrementaron segun multiplicador comun
siendo para las poblaciones R las siguientes: 0, 20, 40, 80, 160, 320, 640 g (i.a) ha'y
parala S 0, 5, 10, 20, 40, 80, 160 g (i.a) ha'!, de acuerdo a lo sugerido por Valverde et
al. (2000).

Fitotoxicidad: Se evaluaron respuestas a las dosis crecientes del producto
estimando el porcentaje de fitotoxicidad, en que cero fue ausencia del efecto del
herbicida y el 100% es muerte completa de la planta mediante la utilizacioén de la escala
propuesta por la Asociacion Latinoamericana de Malezas (ALAM, 1974) (Tabla 3). Se
determind la dosis de bispyribac-sodium necesaria para controlar el 50% de la
poblacion (Cso), y reducir el 50% de la produccion de masa seca de ECG en accesiones
RyS.

Tabla 3. Escala de evaluacion visual de fitotoxicidad como el grado control de

herbicidas sobre malezas propuesto por la Asociacion Latinoamericana de Malezas
(1974).

Porcentaje Grado de control
0-40 Ninguno o Pobre
41-60 Regular
61-70 Suficiente
71-80 Bueno
81-90 Muy bueno

91-100 Excelente
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Diserio experimental y andlisis estadistico:

Este ensayo se llevd a cabo como un experimento factorial en un disefio

completamente aleatorizado que consistio en los siguientes factores:
a) Ocho poblaciones de ECG.
b) Nueve dosis de herbicida Bs.

Las poblaciones seleccionadas R y S tuvieron cinco repeticiones por cada
tratamiento (dosis de herbicidas), cada repeticion consistié en cuatro macetas con dos

plantas en cada una de ellas.

Los datos fueron analizados por su homocedasticidad y sometidos al andlisis de
varianza (ANOVA). A partir de los datos de sobrevivencia de plantas, fitotoxicidad, y
materia fresca y seca aérea se elaboraron cada una de las curvas de dosis-respuesta a Bs
siguiendo un modelo de regresion no lineal log-logistico utilizando el software
GraphPadPrism® v8.00 (Graphpad Software, Inc.) y AgroEstat. Los valores de DLso y
GRso se calcularon a partir de los parametros de la ecuacion propuesta por Seefeldt et al.

(1995), que expresa la respuesta de la planta (control) a la dosis del herbicida.
y=C+{(D-C)/[1+(x/I50)]°}

en que y es la respuesta= (por ejemplo, porcentaje de control o peso fresco); x =
concentracion del herbicida; C = asintota del limite inferior, D = limite superior o
repuesta media cuando la concentracion de herbicida es cero, b = pendiente de la curva
e Iso = es la dosis que proporciona el 50% de la respuesta a la variable evaluada (por

ejemplo, sobrevivencia).

Para evaluar el ajuste del modelo se estudio las varianza del error y se calculo el
coeficiente de determinacion (R?). Ademas, se realizaron pruebas F (P<0,05) para
comparar los pardmetros de los modelos ajustados de las poblaciones susceptibles y de

los resistentes a Bs.

2.4.2.1 Determinacién del Indice de Resistencia (IR).

Empleando los datos de sobrevivencia y de produccion de biomasa, se ajustd un
modelo log-logistico y se calcul6 la dosis letal media (LDso, dosis para la cual se reduce
a un 50% el nimero de plantas sobrevivientes) y dosis de inhibicion media del

crecimiento (GRso, dosis para la cual se reduce el crecimiento de la planta tratada a un
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50% respecto de la planta no tratada), para verificar si la poblacion en duda es
resistente. En funcidn de los datos de sobrevida, se calculd el indice de resistencia (IR)
mediante la relacion LDso de poblaciones sospechosas R dividido la DLsy de
poblaciones S. De esta forma, si el IR es mayor de 2,0 y a la dosis recomendada
sobrevive la poblacion putativamente resistente, se confirma su resistencia (Fischer y

Valverde, 2012).

Ademas, se determiné el IR en funcidn de los pardmetros de LDso. GRso y /50 para

fitotoxicidad siguiendo la metodologia de céalculo indicada.

2.4.2.2 Efecto sobre el fitness en poblaciones resistentes a herbicidas inhibidores del
ALS:

De las poblaciones seleccionadas como resistentes se mantuvo una repeticion de
los tratamientos correspondientes a las dosis mas altas hasta la finalizacion del ciclo de
las plantas y se determiné si fueron capaces de producir descendencia luego de estar
expuestos al tratamiento con herbicida. Para ello, se cosecharon las plantas, se
cuantificé la produccion de semillas y posteriormente se corrobor6 la viabilidad de éstas
mediante pruebas de germinacion en bandejas provistas del mismo sustrato empleado
anteriormente. La emergencia de plantas se registrd periddicamente cada 3 dias hasta

los 10 dias.
Diseiio experimental y andlisis estadistico:

Este ensayo se llevdo a cabo como un experimento factorial en un disefio

completamente aleatorizado que consistio en los siguientes factores:
a) Seis poblaciones de ECG-Resistentes.
b) Dos tratamientos de Bs.

Se empled un DCA, con dos tratamientos a 320 y 640 g i.a ha'!, se analiz6 la tasa
de emergencia de cada poblacion, plantando 180 semillas de cada poblacién R, con tres
repeticiones. Los datos fueron sometidos a un andlisis estadistico de ANOVA vy las

comparaciones realizadas mediante una prueba de Tukey al 5%.
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Figura 5. Seleccion de seis poblaciones sobrevivientes a los tratamientos 320 y 640 g (i.a.) a bispyribac-
sodium para confirmacion la posibilidad de generar descendencia y evaluar el porcentaje de germinacion.

2.4.3 Experimento evaluacion de resistencia cruzada y/o multiple en poblaciones
resistentes.

Se emplearon semillas de las muestras almacenadas de ECG de las poblaciones
que fueron seleccionadas para el ensayo dosis-respuesta tanto R como S, y se procedid
nuevamente a la siembra en las bandejas germinadoras y su posterior trasplante en
macetas definitivas. Todas las labores de establecimiento, toma de datos (altura de
planta, indice de clorofila, peso fresco, peso seco y sobrevivencia), equipos,
pulverizacidon, cosecha y desecamiento fueron similares a las descriptas en los

bioensayos anteriores.

Con los antecedentes de la especie se evaluaron adicionalmente otros xenobioticos
pulverizados a la dosis comercial recomendada por el fabricante en dos eventos
diferentes. El primero para determinar los casos de resistencia cruzada con Bs mediante
la aplicacion del herbicida penoxsulam, a dosis comercial de 40 g (i.a.) ha™' que actia al
igual que Bs inhibiendo la enzima ALS, pero perteneciente a una familia quimica
diferente (triazolopirimidinas). Asimismo, se determind casos de resistencia multiple,
mediante la pulverizacion del herbicida inhibidor de la ACCasa, cyhalofop-butyl a dosis

de 270 (i.a.) ha™'.
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Diserio experimental y andlisis estadistico:

Se siguié un DCA en la cual se emplearon seis poblaciones R y una S, sometidas
a dos tratamientos de herbicidas (penoxsulam y cyhalofop) y un testigo sin aplicacion,
en ambos casos. Se emplearon cinco repeticiones por poblacion y cada unidad
experimental consistidé en cuatro macetas con tres plantas cada una (60 individuos por
poblacion). Los datos se sometieron a un analisis estadistico de ANOVA vy se realizaron

comparaciones mediante una prueba de Tukey al 5%.

2.4.4 Estudio de sinergismo de bispyribac-sodium con malation.

Se plante6 un cuarto bioensayo en el que se defini6 la existencia de sinergismo
entre Bs y malation, y se determind las accesiones que el inhibidor de CYP favorecio el
control de dichas poblaciones por neutralizar el mecanismo de resistencia y
desfavorecer la detoxificacion de Bs. Para ello, se plantearon dos tratamientos a dosis
comercial de Bs, uno de los tratamientos se pulverizo 6 horas antes con malation a dosis
de 1000 g i.a ha!, como se plante6 en trabajos previos (Bonow et al. 2020; Torres y
Ortiz 2017). De igual forma, todas las variables evaluadas fueron similares a las
descritas en los ensayos anteriores. Para este bioensayo solo se emple6 una poblacion

susceptible por falta de semillas.
Diseiio experimental y andlisis estadistico:

Se siguid un DCA con dos tratamientos que consistieron en Bs y malation + Bs y
un testigo sin herbicida. Se emplearon cinco repeticiones por poblacion. Cada unidad
experimental consistié en cuatro macetas con tres plantas cada una (60 individuos por
poblacién), se emplearon seis poblaciones R y una S. Los datos se sometieron a un
analisis estadistico de ANOVA y se realizaron comparaciones mediante una prueba de

Tukey al 5%.
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3.1 Bioensayo screening para el analisis de sensibilidad de poblaciones de

Echinochloa crus-galli al herbicida bispyribac-sodium inhibidor de la ALS.

3.1.1 Efectos del herbicida Bs en la sobrevida de poblaciones de E. crus-galli.

El analisis de varianza mostr6 que 22 (62,85%) de las 35 poblaciones evaluadas no
presentaron un control satisfactorio (>70%) a la dosis comercial del herbicida
recomendada por el fabricante, i.e. Bs 40 g (i.a) ha'l. Los datos fueron analizados en
ANOVA a una via donde la fuente de variacion fue la poblacion. Al considerar los

efectos sobre la sobrevivencia se determin6 diferencias altamente significativas entre las

poblaciones (P < 0,001) (Tabla 4, Anexo 1).

Tabla 4. Efecto sobre la sobrevida (plantas vivas luego de someterse a la tasa comercial
de Bs 40 g (i.a) ha'), 35 poblaciones de E. crus-galli.

Fuente de variacion Gl CM F p-valor
Poblacion 34 1878,98 541,27 <0,0001
Error 105 3,47

Total 139

Gl= grados de libertad; CM= cuadrado medio; P=Valor de la probabilidad de la prueba F

En la comparacion de medias entre poblaciones de ECG, los valores mas bajos se
muestran en las accesiones ECG-Y10 con el 17,50%, seguida de ECG-D04 con el
27,50%. En sentido contrario, 10 (28,57%) de las 35 poblaciones de ECG evaluadas
mantuvieron el 100% de sobrevivencia con respecto al testigo. Entre ellas se encuentran
las accesiones ECG-Y13, ECG-Y18, ECG-Y12 por la localidad de Yaguachi y ECG-
D11, ECG-D15 y ECG-D07 por Daule (Figura 6).
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Figura 6. Valores promedio de sobrevida (%) de cada poblacion de E. crus-galli de las localidades de
Yaguachi (ECG-Y) y de Daule (ECG-D), sometida a la dosis comercial de bispyribac-sodium (40 g i.a ha-
1, poblaciones identificadas con el color rojo fueron seleccionadas como susceptible y las de color verde
y azul para determinar su indice de resistencia. Barras de dispersion indican el error estandar de la media.

3.1.2 Efecto del herbicida Bs sobre el peso fresco de la biomasa aérea.

Basados en los resultados del peso de las poblaciones asperjadas con Bs a la tasa
comercial y el comportamiento contrastante de las accesiones presumiblemente
resistentes y evidentemente sensibles, el andlisis de varianza, al considerar los efectos
sobre el peso fresco de la planta se determiné diferencias altamente significativas entre
las poblaciones en un ANOVA a una via (P <0,001) (Tabla 5).

Tabla S. Efecto del herbicida bispyribac-sodium sobre 35 poblaciones de E. crus-galli
en el peso fresco (% respecto al control sin herbicida).

Fuente de variacién Gl CM F p-valor
Poblacion 34 2861,93 20,16 <0,0001
Error 105 141,95

Total 139

Gl= grados de libertad; CM= cuadrado medio; P=Valor de la probabilidad de la prueba F

Los valores en la comparacion de medias de peso fresco y sobrevida entre
poblaciones de ECG fueron los determinantes para seleccionar las accesiones
susceptibles y posibles resistentes para los ensayos posteriores. Los datos mas bajos de
peso fresco se hallaron en las accesiones ECG-Y 10 con el 14,46%, y ECG-D04 con el
22,22% seleccionadas como susceptibles (S) y posteriormente identificadas como SY 10
y SD04; los valores mas altos se obtuvieron en las poblaciones ECG-Y13, ECG-Y18,
ECG-Y12 por la localidad de Yaguachi y ECG-D11, ECG-D15 y ECG-D07 por Daule
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seleccionadas como resistentes (R), todas con valores cercanos y sobre el 100%

respecto al tratamiento control sin herbicida (Figura 7).

1254
100
< T
~ . T
g "1 L1t @ T T L
& TI T T
2 50
&
25+ - I
0-

> © s Q x &> Q > o .
N A@A{S’ABAQL’AQAQA@A@O’*\ 4\4\"'4\*\4\54\4\4\QQ\Q@/Q@Q Q Q & S Q Q Q Q N 0\0\

SR A & & & SRS SRS e RIS IR SRR
FEIEFEEEIEE 6@6@0 FEFEEEETEEEE <<}C%C(‘/QQ/Q{QQ%Q<</©<<)QQ)C(‘/Q(‘/QQ/Q%Q

S ON

Poblaciones de Echinochloa crus-galli

Figura 7. Valores promedio de peso fresco (% respecto al control sin herbicida) de cada poblacion de E.
crus-galli de las localidades de Yaguachi (ECG-Y) y Daule (ECG-D), sometida a la dosis comercial de
bispyribac-sodium (40 g i.a ha™'). Barras de dispersion indican el error estandar de la media.

3.1.3 Efectos del herbicida Bs sobre el peso seco de la biomasa aérea.
Al igual que en la variable anterior, al observar los valores de peso seco el andlisis
de varianza muestra diferencias altamente significativas entre las poblaciones (Tabla 6).
En este sentido, las poblaciones que presentaron los valores mas bajos fueron ECG-
11, ECG-Y10 y ECG-D04 obteniendo valores de 25,89%, 25,97% y 30,97%.
Mientras que, las accesiones que presentaron los valores mas altos fueron ECG-Y18,
ECG-Y16 y ECG-Y13 con valores sobre el 100% respecto al control sin herbicida
(Figura 8 y Anexo 2).

Tabla 6. Efecto del herbicida bispyribac-sodium sobre 35 poblaciones de E. crus-galli
en el peso seco (% respecto al control sin herbicida).

Fuente de variacion Gl CM F p-valor
Poblacion 34 2692,1 11,23 <0,0001
Error 105 239,82

Total 139

Gl= grados de libertad; CM= cuadrado medio; P=Valor de la probabilidad de la prueba F
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Figura 8. Valores promedio de peso seco (% respecto al control sin herbicida) de cada poblacion de E.
crus-galli de las localidades de Yaguachi (ECG-Y) y Daule (ECG-D), sometida a la dosis comercial de
bispyribac-sodium (40 g i.a ha!) y posterior a la cosecha colocadas en una estufa a + 65° C por 72 horas
para su desecacion hasta peso constante. Barras de dispersion indican el error estandar de la media.

3.1.4 Efecto del herbicida Bs sobre altura de planta.

En cuanto a la variable altura de planta, el andlisis de varianza indico que
existieron diferencias altamente significativas entre las poblaciones de ECG, al igual
que en los dias después de la aplicacion (DDA) de Bs, sin existir interaccion entre ellas
(P <0,001) (Tabla 7).

Tabla 7. Valores de probabilidad de los ANOVA realizados sobre la Altura de planta
(PI) de 35 poblaciones de E. crus-galli muestran diferencia significativa (P< 0,05) en

los dias después de la aplicacion (DDA) de la dosis comercial de bispyribac-sodium (40
giahal).

Fuente de variacion Gl CM F p-valor
Poblacion 34 1210,39 6,55 <0,0001
DDA 3 22376,71 121,08 <0,0001
Poblacion*DDA 102 169,24 0,92 0,7007
Error 420 184,81

Total 559

Gl= grados de libertad; CM= cuadrado medio; P=Valor de la probabilidad de la prueba F

Las medias mas bajas se hallaron en las poblaciones ECG-Y10, ECG-Y05 y
ECG-Y04 de Yaguachi, siendo estadisticamente diferentes del resto, con un efecto
negativo de entre el 35% - 45% de pérdida de altura respecto al control. Las medias mas
altas las obtuvieron las accesiones ECG-D02 y ECG-D12 por Daule y la poblacion
ECG-Y14 por Yaguachi (Tabla 8). En la comparacion de medias, la accesion con mayor
efecto sobre la disminucion de altura fue ECG-Y10 con pérdidas de 56,86% a los 10
DDA y 63,88% a los 14 DDA. En contraste, las poblaciones que presentaron menor
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impacto fueron ECG-D07, ECG-D15 con el 12% y 14% respectivamente; mientras que,
en Yaguachi fueron las poblaciones de ECG-Y 18, ECG-Y12 y ECG-Y 13 con alrededor

del 22% de disminucion de altura (datos no mostrados). La sensibilidad de las

accesiones se acentud a los 14 y 10 DDA con un impacto cercano al 35%, sin existir

diferencia significativa entre ellas (P > 0,05), mientras que, 6 DDA las pérdidas

estuvieron alrededor del 25%.

Tabla 8. Promedios generales de altura de planta (% respecto al control sin herbicida)

de poblaciones de E. crus-galli (susceptibles y resistentes); pulverizadas a la tasa
comercial de bispyribac-sodium.

Poblacion  Medias
ECG-Y10 55,74 a
ECG-Y05 57,25 ab
ECG-Y04 63,44 ab
ECG-DI10 66,01 be
ECG-Y07 67,82 cd
ECG-D13 68,30 cd
ECG-Y06 68,56 cde
ECG-YO01 68,90 cde
ECG-Y08 68,96 c-f
ECG-D17 69,01 c-f
ECG-D09 69,12 c-f
ECG-YO03 70,10 c-g
ECG-D08 70,26 c-h
ECG-D16 70,85 c-i
ECG-D14 76,13 d-j
ECG-D04 77,95 e-k
ECG-D03 78,41 f-k
ECG-D05 79,01 g-k
ECG-Y15 79,43 g-k
ECG-Y02 79,70 h-1
ECG-Y17 80,13 i-1
ECG-D06 80,38 j-m
ECG-Y11 80,84 j-m
ECG-Y12 81,14 j-m
ECG-D07 81,60 j-m
ECG-Y18 81,63 j-m
ECG-D11 81,69 j-m
ECG-DO01 83,25 j-m
ECG-Y16 83,69 j-m
ECG-Y13 84,83 j-m
ECG-D15 85,30 j-m
ECG-Y09 86,11 klm
ECG-D12 86,94 klm
ECG-D02 89,03 Im
ECG-Y14 89,69 m

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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3.1.5 Efecto del herbicida Bs sobre indice de clorofila (IC).

El efecto fitotoxico del herbicida sobre el contenido relativo de clorofila (i.e. 1C)
de ciertas poblaciones fue evidente y el ANOVA factorial muestra la existencia de una
interaccion doble Poblacion x Dias después de la aplicacion (Tabla 9), por lo que se
evidencia que el contenido de clorofila fue condicionado por el tiempo pos aplicacion.
Tabla 9. Efecto en el indice de clorofila (%) de poblaciones mayormente (susceptibles

y resistentes); dias después de la aplicacion (0, 6, 10 y 14 dias); tratamientos
(Bispyribac-sodium y control) y sus interacciones.

Fuente de variacion Gl CM F p-valor
Poblacion 34 4263,68 22,35 <0,0001
DDA 3 27617,44 144,77 <0,0001
Poblacion*DDA 102 855,27 4,48 <0,0001
Error 420 190,76

Total 559

Gl= grados de libertad; CM= cuadrado medio; P=Valor de la probabilidad de la prueba F

Las poblaciones evidencian diferencia significativa entre los valores de IC
tomados a los 6 DDA con los previos a la aplicacién con pérdidas cercanas al 25%.
Mientras que, se evidencia un decrecimiento del 32% y 34% a los 10 y 14 DDA no

difiriendo significativamente entre ellos.

En comparacion de los valores medios, cinco poblaciones de Daule ECG-D (7,
10, 6, 5 y 4) y ECG-Y04 mostraron mayor efecto negativo en la disminucion del IC sin
diferir significativamente entre ellas, con pérdidas entre el 40% y 60%. En sentido
contrario, las poblaciones de Yaguachi ECG-Y (18, 16, 13,1, 12,2, 17 y 8) y de Daule
ECG-D12 y ECG-D13, evidenciaron minimo o nulo impacto (Tabla 10 y Anexo 3).
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Tabla 10. Promedios generales de indice relativo de clorofila (% respecto al control sin
herbicida) de poblaciones de E. crus-galli (susceptibles y resistentes); pulverizadas a la
tasa comercial de bispyribac-sodium.

Poblaciones Medias
ECG-DO07 41,66 n
ECG-D10 42,62 mn
ECG-DO06 52,44 Imn
ECG-D05 53,23 Imn
ECG-Y04 55,77 K-n
ECG-D04 59,71 j-n
ECG-DO08 60,92 i-m
ECG-DO02 61,21 i-m
ECG-D09 66,29 h-1
ECG-D14 68,79 g1
ECG-DO03 69,06 g-1
ECG-Y06 73,49 f-k
ECG-D11 74,82 o
ECG-DO1 76,26 5
ECG-D15 78,72 e-i
ECG-Y09 78,73 e-i
ECG-Y15 78,84 d-i
ECG-Y14 79,15 d-i
ECG-D16 80,31 c-h
ECG-Y10 81,52 c-h
ECG-YO05 82,26 b-h
ECG-Y11 82,85 b-h
ECG-D17 83,25 b-h
ECG-YO07 84,98 b-h
ECG-YO03 85,73 a-g
ECG-D12 86,77 a-g
ECG-D13 89,37 a-f
ECG-Y18 89,92 a-f
ECG-Y16 95,11 a-e
ECG-Y13 95,56 a-e
ECG-YO01 96,42 a-e
ECG-Y12 97,64 a-d
ECG-YO02 98,66 abc
ECG-Y17 100,32 ab
ECG-YO08 104,46 a

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Al analizar las interacciones, los valores mas bajo registrados de IC fueron de
13,31%, 17,96% y 18,86% a los 14 DDA, valores que correspondieron a las
poblaciones ECG-Y04, ECG-D07 y ECG-D10. En contraste, los valores mas altos

registrados en las poblaciones de Daule a los 14 DDA pertenecieron a las poblaciones
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ECG-D13 y ECG-D12 con el 81,12% y 86,60%. En el mismo sentido, las poblaciones
de Yaguachi presentan los mayores valores promedios en la interaccion Poblacion x
DDA (Tabla 11) difiriendo estadisticamente del resto con 121,49% y 112.73% que
pertenecieron a las accesiones ECG-Y08 y ECG-Y 12, respectivamente.

Tabla 11. Valores medios de /ndice de clorofila (%) evaluados 0, 6, 10 y 14 DDA de

35 poblaciones de E. crus-galli sometidas a la tasa comercial del herbicida bispyribac-
sodium inhibidor de la ALS/AHAS.

Poblacién 0 DDA 6DDA 10 DDA 14 DDA
ECG-DO1 104,61 aA 6594 a-gB 5940  c-iB 75,10 c-iB
ECG-D02 104,73 aA 46,08 d-gB 47,67  f-iB 4635 fIB
ECG-D03 9585  aA 69,50 a-fB 5898  e-iB 51,93 e-IB
ECG-D04 99,79  aA 65,16 a-gB 38,11 hijC 3580  jkIC
ECG-D05 89,61  aA 3908 fgB 40,46 hijB 4380 go-IB
ECG-D06 9322  aA 60,34  b-gB 32,69  ijC 23,50  KIC
ECG-D07 9542  aA 30,12 ¢B 17,96 B 23,12 kB
ECG-DO08 104,64 aA 56,35 c-gB 43,16  giB 39,53 i-IB
ECG-D09 101,44 aA 81,85 a-dA 3932 hijB 4254  h-IB
ECG-D10 87,50  aAB | 42,53 efgB 18,69 jB 21,77 kB
ECG-DI11 9627  aA 87,38  abcA 5424 B 61,40 d-iB
ECG-D12 9902  aA 89,58  abcAB 71,90 b-hB | 86,60 a-cAB
ECG-D13 10533  aA | 100,15 aA 70,87  b-hB | 81,12 b-gAB
ECG-D14 94,03  aA 93,31  abcA 47,15  £iB 40,65 i-IB
ECG-DI15 8843  aAB | 88,74 abcA 68,96  b-iB 68,74  cA
ECG-D16 108,97  aA 75,55 a-fB 69,56  b-iA 67,15 B
ECG-D17 98,13 aA 80,73 a-dA 79,55  a-gAB| 74,60 c-A
ECG-YO01 111,75 aA 84,37  abcB 102,35 a-dAB| 87,21 a-eAB
ECG-Y02 102,78  aA 95,83  abA 10591  abA 90,11  a-dA
ECG-Y03 9822  aA 79,02 a-eA 81,98  afA 83,71 b-fA
ECG-Y04 93,64  aA 80,33  a-dA 3583  hijB 1331 1B
ECG-Y05 86,33  aAB | 82,67 adA 89,25  aeA | 70,80 c-A
ECG-Y06 90,53  aA 86,55  abcA 6635  c-iAB | 50,53 e-A
ECG-Y07 98,67  aA 86,78  abcA 80,11  a-gAB| 7436 c-iB
ECG-Y08 97,04  aA 86,97 abcB 112,36 aAB | 12149 aB
ECG-Y09 94,60  aA 67,86 a-fB 88,41  aeB 64,07 c-iB
ECG-Y10 99,11  aA 80,75 a-dAB 69,85  b-iAB | 76,35 b-iB
ECG-Y11 96,68  aA 83,56 a-dAB 6548  d-iAB | 85,68 acB
ECG-Y12 100,63  aA 78,02  a-eB 99,19  a-Dab | 112,73 abB
ECG-Y13 101,07  aA 90,67  abcA 103,75 abcA | 86,75 a-eA
ECG-Y14 92,50  aA 80,03 a-cAB 79.66  a-gAB| 6442 c-B
ECG-Y15 91,15  aA 7523 a-fA 69,50  b-iA 7948  b-hA
ECG-Y16 10128  aA 83,10 a-dA 97,93  adA | 9813 adA
ECG-Y17 90,00  aA 98,47 aA 112,98  aA 99,86  abcA
ECG-Y18 9691  aA 86,60  abcA 81,22  afA 94,98  a-dA

Medias con una letra mintisculas en comin no son estadisticamente diferentes entre poblaciones (p > 0,05), al igual
que letras mayusculas entre dias después de la aplicacion (DDA).
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3.2 Estudio de dosis-respuesta de bispyribac-sodium sobre poblaciones de

Echinochloa crus-galli presumiblemente resistentes.

Para este segundo ensayo se seleccionaron seis poblaciones del ensayo 1 (tres por
cada localidad) como posiblemente resistentes (R) al herbicida Bs habiendo mostrado
los valores mas altos en sobrevivencia y peso fresco de la biomasa aérea, éstas fueron:
ECG-Y12, ECG-Y13, ECG-Y18/Yaguachi, ECG-D07, ECG-D11, ECG-D15/Daule y
dos poblaciones SY10 y SD04 que evidencian ser altamente susceptibles (S) habiendo

sido aquellas con mayor mortalidad a la tasa comercial del herbicida.

3.2.1 Efecto del herbicida Bs sobre la sobrevida de plantas.

La relacion entre las dosis crecientes de Bs y las plantas sobrevivientes a la
pulverizacion permiti6 determinar la dosis letal media (DLso), el cual revelé que la
sobrevivencia de las poblaciones susceptibles estaba condicionada a la dosis, siendo
necesaria s6lo la mitad de la dosis comercial para generar el 50% de control. En este
sentido, las poblaciones susceptibles SY10 y SD04 evidenciaron una DLso= 22,65 y
2443 g (i.a) ha! de Bs, respectivamente. Por el contrario, las seis poblaciones
resistentes evidenciaron muy baja mortalidad, tal como ECG-D11 que obtuvo una DLso
de 364,30 g i.a. ha! y mostré un IR= 16,08 para la accesion SY10 y 14,91 para SD04.
Para las restantes cinco poblaciones resistentes analizadas (ECG-D07, ECG-D15, ECG-
Y12 y ECG-Y13, ECG-Y18), no fue posible ajustar su IR en el rango de dosis
evaluadas en este bioensayo, ya que no se logré calcular la DLso, es decir, a la méxima
dosis de Bs no se llegd a disminuir la sobrevivencia por debajo del 50%; por lo tanto,
dichas poblaciones mantienen un IR superior a la dosis maxima evaluada (SDME). En

este caso, estas accesiones mantienen un IR>28.25 y 26,19. (Tabla 12 y Figura 9).
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Tabla 12. Pardmetros del modelo de regresion no lineal para explicar el efecto de la
dosis de bispyribac-sodium sobre la sobrevida de cada poblacion. Se presentan los
valores de probabilidad (P) para la precision del modelo e indice de resistencia estimado
(IR). El modelo ajustado fue:

Sobrevivencia (%)= C+{(D-C)/[1+(x/DLs0)]°}

Condicion  Poblacion D C B DLso (g (i.a) -1 R? | IR-SY10 | IR-SD4
Resistente ECG-D07  ~-1988 98,05  ~-3,006 ~ 4601 0,84 | SDME SDME
Resistente ECG-DI11 -11,77 100,10 -1,86 364,30 1,00 16,08 14,91
Resistente ECG-D15 96,25 100,00 ~-171,0 ~220,3 0,42 | SDME SDME
Resistente ECG-Y12 100,00 ~-29900 0,4363 ~30277 0,99 | SDME SDME
Resistente ECG-Y13 85,00 100,00  ~-379,9 ~214,3 0,96 | SDME SDME
Resistente ECG-Y18 4223 99,92 -1,56 860,80 1,00 | SDME SDME
Susceptible SY10 97,67 9,91 3,62 22,65 1,00

Susceptible SD04 99,53 5,51 3,80 24,43 1,00

SDME= superior a la dosis maxima evaluada; D= limite superior de la respuesta C= limite inferior de la respuesta
b= pendiente de la curva x= dosis del herbicida (g (i.a) h'') y DLso= dosis necesaria para obtener el 50% de plantas
sobrevivientes.
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Figura 9. Sobrevivencia de poblaciones resistentes (ECG-D07, ECG-D11, ECG-D15/Daule y ECG-Y12,
ECG-Y13, ECG-Y18/ Yaguachi) y susceptibles (SY10 Y SD04) de E. crus-galli expuestas a dosis
crecientes de bispyribac-sodium, evaluados a los 21 dias después de la aplicacion. Las barras verticales
representan * 1 error estandar de la media y su ausencia precisa error minimo.

3.2.2 Efecto del herbicida Bs sobre la produccion de biomasa aérea fresca (GRso).

En las comparaciones de las poblaciones en estudio, el peso fresco respondio a la
pulverizacion de varias dosis ascendentes de Bs. Se evidencidé que las poblaciones
presumiblemente resistentes mostraron menor sensibilidad al herbicida, conllevando
menor efecto sobre la variable descrita en relacion a su control sin herbicida.

El indice de resistencia (IR) confirmé que fue necesario elevar la dosis sobre
ECG-D11 hasta 18,05 y 10,16 veces para obtener un resultado similar a lo mostrado en
las poblaciones susceptibles SD04 y SY'10, correspondientemente. En el mismo sentido,

sobre ECG-Y18 se debid incrementar la dosis 15,29 y 8,6 veces. Mientras que la
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poblacion ECG-Y12 respondid con una caida en la produccion de biomasa aérea a las
dosis de Bs <40 g i.a ha™" sin embargo, la tendencia no se mantuvo a medida que se
incremento la dosis. Las accesiones ECG-D15 y ECG-Y 13 muestran valores similares
de IR de entre 4 y 7. Finalmente, ECG-D07 mostr6 un IR de 2 en relacion a las
poblaciones sensibles. Todas las accesiones seleccionadas como resistentes requirieron
incrementar entre 2 y 18 veces la dosis de Bs para lograr el efecto obtenido por el
herbicida en la produccion de biomasa aérea de poblaciones susceptibles (Tabla 13 y
Figura 10).

Tabla 13. Pardmetros del modelo de regresion no lineal para la produccion de biomasa

aérea (peso fresco), probabilidad (P) para la precision del modelo e indice de
resistencia (IR) estimado sobre las poblaciones susceptibles SY10 y SD4.

. er .z . -1 2 IR IR
Condicion  Poblacion D (g C(g B GRso (g i.a ha) R SY10 SD4
Resistente ~ ECG-D07 99,78 4598 1,992 21,61 097 1,17 2,08
Resistente  ECG-DI11 91,05 12,02 4,169 187.4 0,98 10,16 18,05
Resistente  ECG-D15 99,75 21,85 0,8762 74,26 0,89 4,02 7,15
Resistente  ECG-Y12 100,0 40,02 0,6099 3,65 0,98 0,2 0,35
Resistente  ECG-Y13 100,2 4991 0,7899 76,02 0,96 4,12 7,32
Resistente  ECG-Y18 100,9 104,1 -2,135 158,7 0,97 8,6 15,29
Susceptible SY10 100,0 5,713 1,318 18,45 1,00 - -
Susceptible SD04 105,5 13,36 3,967 10,38 0,98 - -

El modelo ajustado fue: Peso fresco (g)= C+{(D-C)/[1+(x/GR50)]*}. Donde D= limite superior de la respuesta C=
limite inferior de la respuesta b= pendiente de la curva x= dosis del herbicida (g (i.a) h') y GRso= dosis necesaria
para reducir el 50% del peso fresco de la poblacion.
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Figura 10. Dosis-respuesta de produccion de biomasa aérea (peso fresco, % respecto al control sin
herbicida) de poblaciones de E. crus-galli resistentes (ECG-D07, ECG-D11, ECG-D15, ECG-Y 12, ECG-
Y13, ECG-Y18) y susceptibles (SY10 Y SDO04) a bispyribac-sodium, 21 dias después de la aplicacion
(DDA). Las barras verticales representan + 1 error estdndar de la media.
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3.2.3 Efecto del herbicida Bs sobre la produccion de biomasa aérea seca (GRso).
Se hallaron diferencias significativas entre poblaciones R y S en la sensibilidad a
Bs determinando el peso seco (% respecto al control sin herbicida). En este sentido,
SDO04 presenta el DLso mas bajos entre las poblaciones S. Las poblaciones con el IR mas
elevado para esta variable fueron de ECG-D11 y ECG-Y18 que mostraron poseer
sensibilidad diferencial y por ende mayor acumulaciéon de materia seca, con un IR de:
7,64 — 17,05 y 5,65 — 12,60 veces superior al de las poblaciones SY10 y SD04. Asi
mismo, en un rango intermedio se encuentran las ECG-D115 y ECG-Y13 con un IR de
entre 3 a 6. Mientras que, poblaciones como ECG-D07 Y ECG-Y12 presentaron los
valores bajos del IR. Estos resultados guardan relacion con lo hallado en la evaluacion
de biomasa aérea mediante el peso fresco (Tabla 14 y Figura 11).
Tabla 14. Pardmetros del modelo de regresion no lineal para la produccion de biomasa

aérea en peso seco, probabilidad (P) para la precision del modelo e indice de resistencia
estimado (IR).

Condicién Poblacion D(g C( B GRw(g(ah-I R | IR-SY10 | IR-SD04
Resistente ~ BCG-D07 99,96 37,88 1,1 7,79 0,96 0,37 0,83
Resistente ~ ECG-DI1 9343 344 1,71 160,8 0,97 7,64 17,05
Resistente ~ ECG-D15 99,13 46,01 3,97 49,91 0,99 2,37 5,29
Resistente ~ ECG-Y12  100,0 35,45 1,53 10,51 0,97 0,49 1,11
Resistente ~ ECG-Y13 99,82 4923 1.2 61,58 0,98 2,92 6,53
Resistente ~ ECG-Y18 96,17 5,05 1,86 118,8 0,96 5,65 12,59
Susceptible  SY10 100,1 221 07 21,04 0,98

Susceptible  SD04 99,73 9,14 2,51 9,43 1

El modelo ajustado fue: Peso seco (g)= C+{(D-C)/[1+(x/GRs0)]°}. Donde D= limite superior de la respuesta C=
limite inferior de la respuesta b= pendiente de la curva x= dosis del herbicida (g (i.a) h') y GRso= dosis necesaria
para reducir el 50% del peso fresco de la poblacion.
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Figura 11. Dosis-respuesta de produccion de biomasa aérea (peso seco, % respecto al control sin
herbicida) de poblaciones de E. crus-galli resistentes (ECG-D07, ECG-D11, ECG-D15, ECG-Y12, ECG-
Y13, ECG-Y18) y susceptibles (SY10 Y SD04) a bispyribac-sodium, 21 dias después de la aplicacion
(DDA). Las barras verticales representan =1 error estdndar de la media.
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3.2.4 Efecto de diversas dosis del herbicida sobre el control y la fitotoxicidad de

E. crus-galli.

Segun control visual determinado a los 14 dias después de la aplicacion de las
diversas dosis evaluadas mediante la utilizacion de la escala de ALAM, hubo
diferencias explicadas por la interaccion poblacion x dosis (Tabla 15). En este sentido,
fue evidente el efecto del herbicida en las dosis crecientes en las accesiones
seleccionadas como susceptibles SD04 y SY10. Siendo asi, las dosis de Bs de 21,7 y
22,3 g i.a ha'!, fueron suficiente para generar el 71% de control (valor determinado
como Bueno mediante la escala descrita) (Anexo 7). Cuando la aplicacion fue a la tasa
comercial del herbicida, el control sobre poblaciones susceptibles supero6 el 89% (Muy
Bueno), con un comportamiento similar en ambas poblaciones. En ese sentido, los
valores mas altos registrados en la escala coincidieron cuando las accesiones S fueron
expuestas al tratamiento de la dosis mas alta (160 g i.a. ha™') obteniendo un control del
96,5% y 97% sobre la escala (el mas alto entre las 8 poblaciones evaluadas). Mientas
que sobre las accesiones con sensibilidad diferencial ECG-Y18 y ECG-D11, un control
bueno se logro utilizando entre 4 y 5 veces la tasa comercial, siendo asi 144,35 y 181,24
g. i.a hal. Su respuesta a la dosis mas alta evaluada determiné un nivel de control de
entre 80,5 y 82,5% para ECG-Y18 y ECG-D11, respectivamente. Para las poblaciones
restantes ni el empleo de las dosis mas altas determin6 un control efectivo (Figura 12).
Tabla 15. Parametros del modelo de regresion no lineal de respuesta de fitotoxicidad
(%) segun la dosis de bispyribac-sodium, considerando la escala de la Asociacion
Latinoamericana de Malezas (ALAM). Se presenta la probabilidad (P) para la precision

del modelo e indice de resistencia (IR) estimado sobre dos poblaciones susceptibles
(SY10y SD4).

., g ) ) , ) 2 IR- IR-

Condicion  Poblacion D (%) C (%) B Iso (gi.a h™) R SY10 SD4
Resistente ECG-DO07 -1,594 53,33 1,514 41,32 0,98 2,96 3,05
Resistente ECG-DI11 -3,398 82,47 1,324 42,67 0,98 3,06 3,15
Resistente ECG-DI15 -0,263 78,37 1,362 91,19 0,99 6,54 6,73
Resistente ECG-Y12 -1,847 78,99 2,298 31,02 1 2,22 2,29
Resistente ECG-Y13 -2,741 94,30 0,9872 178,3 0,97 12,78 13,17
Resistente ECG-Y18 -1,799 82,12 1,691 46,42 1 3,33 3,43
Susceptible SY10 1,008 94,02 2,231 13,95 0,99
Susceptible SD04 0,672 95,55 1,914 13,54 0,99

Efecto fitotoxico; escala de ALAM evaluado de (0%-100 %) cuando O es efecto nulo y 100 es muerte total de la
planta: El modelo ajustado fue: fitotoxicidad (%)= C+{(D-C)/[1+(x/I50)]°}. Donde. D= limite inferior de la respuesta
C= limite superior de la respuesta b= ascendente de la curva x= dosis del herbicida (g (i.a) h™!) y Iso= dosis necesaria
para producir el 50% de control.
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Figura 12. Determinacion visual del efecto del herbicida segun valores de la Escala de ALAM de
poblaciones resistentes (ECG-D07, ECG-D11, ECG-DI15, ECG-Y12, ECG-Y13, ECG-YI18) y
susceptibles (SY10 Y SD04) evaluados a dosis creciente del herbicida Bs a los 14 dias después de la
aplicacion. Las barras verticales representan + 1 error estandar de la media. La linea horizontal negra
muestra la dosis efectiva para lograr el 70% del control, catalogado como (bueno) en la escala.

3.2.5 Efectos del herbicida Bs sobre la altura de planta.

Se determind que en la variable altura de planta (%, respecto al control sin
herbicida) existieron diferencias altamente significativas tanto en las poblaciones R
como en S. Los efectos estuvieron condicionados por las dosis de aplicacion de Bs y sus
evaluaciones posteriores al tratamiento. Los valores obtenidos de SY10 evidenciaron
diferencias altamente significativas en su condicion de S frente a algunas poblaciones R
y SD04 (Figura 13, Tabla 16). La poblacion SD04 mostré diferencias significativas
frente a las poblaciones R evidenciando mayor efecto sobre la altura; en este sentido, al
momento de ser expuestas a la dosis minima evaluada, perdio sobre el 70% de altura.
Asimismo, las poblaciones R, evidencian efecto negativo en el crecimiento segln la
dosis creciente aplicada, ademas de la interaccion con los dias pos aplicacion 6, 10y 14
(Figura 14 y 16). Una dosis menor a la minima evaluada hubiese sido suficiente para
reducir el 50% de la altura de planta (I59) de SD04. Mientras que, para ECG-D07 y
SY10 ni la dosis mas alta pudo lograr disminuir considerablemente su altura. (Tabla

16).
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Tabla 16. Pardmetros del modelo de regresion no lineal para explicar el efecto de la
dosis de bispyribac-sodium sobre la altura de la planta (%) de cada poblacion 14 DDA.
Se presentan los valores de probabilidad (P) para la precision del modelo.

Condicion Poblacion D(g) C(g B Iso (g (i.a) h-1 R?
Resistente ECG-D07 ~ 3352 49,32 ~0,4416 ~ 8,072e-005 0,92
Resistente ECG-DI11 108,9 50,07 1,264 169.,9 0,81
Resistente ECG-D15 99,25 30,44 1,052 65,84 0,92
Resistente ECG-Y12 105,7 40,92 0,9421 11,97 0,98
Resistente ECG-Y13 97,1 50,7 1,896 39,95 0,87
Resistente ECG-Y18 103,1 26,08 1,001 23,89 1

Susceptible SY10 ~ 62069 22,4 ~ 1,503 ~0,01172 0,99
Susceptible SD04 ~ 98691 46,29 ~0,7337 ~ 3,541e-005 0,99

El modelo ajustado fue: Altura de planta (%)= C+{(D-C)/[1+(x/I50)]°}. Donde. D= limite superior de la respuesta C=
limite inferior de la respuesta b= pendiente de la curva x= dosis del herbicida (g (i.a) h™') y Iso= dosis necesaria para
reducir el 50% del indice de clorofila. NC= No calculado (inferior/superior a la dosis minima evaluada)

El andlisis de la regresion evidencié que el mayor efecto del herbicida sobre
todas las poblaciones fue generado a los 14 DDA. La accesion con la media mas baja en
relacion a la altura de planta fue SD04 con 19,99% cuando fue expuesta a una dosis de
40 g (i.a) hal. En contraste, las que menor efecto negativo evidenciaron fueron: ECG-
DI1 con una media de 55,72% seguido de ECG-Y13 con 52,70% cuando fueron
expuestas a la dosis més alta de Bs (640 g i.a. ha'). Ademas, en ECG-D11 se evidencio
el crecimiento superior al testigo cuando se la expuso a las dos dosis mas bajas de 20 y
40 g i.a. ha'l, fendémeno conocido como hormesis, produciendo en este caso una
estimulacion del crecimiento, con el 100,49% y 120,84% a los 14 y 10 DDA sobre el
valor del testigo sin herbicida (Figura 13).
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Figura 13. Efecto de dosis crecientes de bispyribac-sodium sobre la altura de planta (%, respecto al
control sin herbicida) de poblaciones resistentes (ECG-D07, ECG-D11, ECG-D15/Daule y ECG-Y12,
ECG-Y13, ECG-Y18/ Yaguachi) y susceptibles (SY10 Y SD04) evaluados a los 14 dias después de la

aplicacion. Las barras verticales representan * | error estandar de la media y su ausencia precisa error
minimo.



43

3.2.6 Efecto de Bs sobre el indice relativo de clorofila (IC)

Las dosis crecientes de Bs empleadas para evaluar el efecto sobre el indice de
clorofila detectaron diferencias altamente significativas entre las poblaciones R y S,
mostrando valores mas bajos en las poblaciones S. Ademads, este efecto estuvo
condicionado con los dias pos aplicacion 6, 10 y 14 (Figura 14). La evaluacion final a
los 14 DDA permiti6 determinar que una dosis inferior a la minima evaluada (5 gi.a ha
) hubiese sido suficiente para reducir el 50% del IC (Is9) de las poblaciones
susceptibles SD04, SY10 al igual que en las poblaciones R ECG-Y12 y ECG-Y18
(Tabla 17).

Se determiné diferencias significativas a los 6 DDA tanto en las poblaciones R
como las S frente a sus controles. El efecto provocado por el herbicida en la
disminucion del IC se mantuvo de forma tendencial en las posteriores evaluaciones (10
y 14 DDA) siendo éste mas agudo en las poblaciones S difiriendo significativamente de
las R (Figura 14). No se evidencio diferencias significativas entre poblaciones S. La
poblacion con los valores mas bajos obtenidos fue SY10 cuando estuvo expuesta a su
dosis mas alta (160 g i.a. ha'), evidenciando una reducciéon progresiva del IC del
67,17%, 74,22% y 87,12% a los 6, 10 y 14 DDA respectivamente, frente a su control
(Figuras 15 y 16).

Tabla 17. Pardmetros del modelo de regresion no lineal para explicar el efecto de la

dosis de bispyribac-sodium sobre el indice de clorofila (%) de cada poblacion 14 DDA.
Se presentan los valores de probabilidad (P) para la precision del modelo.

Condicion  Poblaciéon D (g C(g B Iso (g (i.a) h-1 R?

Resistente ECG-D07 100,3 46,41 2,193 21,35 0,96
Resistente ECG-D11 104 34,39 0,9677 18,42 0,99
Resistente ECG-D15 106 43,52 0,9352 10,82 0,99
Resistente ECG-Y12 ~ 15471 19,99 ~0,2740 ~ 4,544¢-009 0,95
Resistente ECG-Y13 100,8 37,06 1,431 25,53 0,99
Resistente ECG-Y18 1984 -17,44 0,1334 9,15E-10 NC
Susceptible  SY10 18826 11,15 0,4344 0,000004432 NC
Susceptible  SD4 43540 5,257 0,4288 6,08E-07 NC

El modelo ajustado fue: fndice de clorofila (%)= C+{(D-C)/[1+(x/I50)]"}. Donde. D= limite superior de la respuesta
C= limite inferior de la respuesta b= pendiente de la curva x= dosis del herbicida (g (i.a) h™") y Iso= dosis necesaria
para reducir el 50% del indice de clorofila. NC= No calculado (inferior/superior a la dosis minima evaluada)

La poblacion ECG-D15 fue la poblacién que menor disminucion presentod con el
24,21% frente a su control, diferenciandose significativamente del resto de poblaciones.
La tendencia de disminucién del IC en las poblaciones R, a medida que se increment6 la

dosis de Bs, fue proporcional y también visible (pero con menor efecto que las
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poblaciones S), mostrando diferencias significativas en las relaciones Poblacion x

Dosis. (Figura 16 y 17).
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Figura 14. Efecto de dosis crecientes de bispyribac-sodium sobre el indice relativo de clorofila (%) de
poblaciones resistentes (ECG-D07, ECG-D11, ECG-D15/Daule y ECG-Y12, ECG-Y13, ECG-Y18/
Yaguachi) y susceptibles (SY10 Y SD04) evaluados a los 0, 6, 10 y 14 dias después de la aplicacion. Las
barras verticales representan * 1 error estandar de la media y su ausencia precisa error minimo.
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Figura 15. Respuesta de poblaciones de E. crus-galli cultivadas en invernadero. Aspecto a los 14 dias
después de la aplicacion en accesiones susceptibles (SD04 - SY10), pulverizadas con dosis crecientes de
bispyribac-sodium de 0, 5, 10, 20, 40, 80 y 160 g i.a. hal.

ECG-DO7

ECG-Y18

."f

Figura 16. Respuesta de poblaciones de E. crus-galli a dosis creciente de bispyribac-sodium, plantas
cultivadas en invernadero, a los 14 dias después de la aplicacion en accesiones resistentes de Yaguachi
(ECG-D07, ECG-Y18 y ECG-D15), pulverizadas con dosis de bispyribac-sodium de 0, 20, 40, 80, 160,
320y 640 gi.aha'.
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3.2.7 Efecto sobre el fitness en poblaciones resistentes al herbicida Bs.

3.2.7.1 Numero de semillas producidas y su vialidad en biotipos de E. crus-galli
resistentes tratadas con bispyribac-sodium.

Al comparar las poblaciones resistentes en estudio respecto al numero de semillas
generadas por las accesiones que sobrevivieron a los tratamientos de las dosis altas de
Bs, encontramos diferencias significativas (P < 0,05) entre los biotipos (Tabla 18). No
se evidenciaron diferencias respecto al numero de semillas generadas por planta en
relacion a las dosis. Las poblaciones con mayor nimero de semillas producidas fueron

ECG-D11, ECG-D15, y ECG-Y13 difiriendo significativamente de ECG-D07, ECG-
Y12 y ECG-Y 18 (Figura 17).

Tabla 18. Analisis de varianza del numero de semillas generadas de seis biotipos de E.

crus-galli resistentes, provenientes de plantas expuestas a 320 y 640 g (i.a.) de
bispyribac-sodium.

Fuente de variacion Gl CM F p-valor
Poblacion 5 8000017,9 8,08 <0,0001
Dosis 1 5860,8 0,06 0,808
Poblacién*Dosis 5 5814,88 0,06 0,997
Error 48 99014,5

Total 59

Gl= grados de libertad; CM= cuadrado medio; P=Valor de la probabilidad de la prueba F

1500
B 320

B 640
1000

500

Numero de semillas /P1

ECG-D07 ECG-D11 ECG-D15 ECG-Y12 ECG-Y13 ECG-Y18

Poblaciones de Echinochloa crus-galli resistentes a Bs

Figura 17. Numero de semillas producidas por planta de poblaciones de E. crus-galli resistentes,
expuestas a 320 y 640 g (i.a.) de bispyribac-sodium.
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No se detectaron diferencias significativas entre las poblaciones resistentes en
cuanto al periodo vegetativo luego de sobrevivir a la sobredosis de Bs (P > 0,05). Este
estuvo alrededor de los 95 dias después del trasplante hasta la ultima recoleccion y

conteo de semillas (Figura 18 y 19).

Figura 18. Respuesta de poblaciones de E. crus-galli a dosis creciente de bispyribac-sodium, plantas
cultivadas en invernadero. Aspecto a los 85 dias después de la aplicacion en accesiones resistentes (ECG-
D12, ECG-D13, ECG-18, ECG-D07, ECG-D11 y ECG-D15) pulverizadas a una dosis de Bs 320 y 640 g
(i.a) h'l, y un testigo sin aplicacion de herbicida.

Espiguiila de E. crus-galli resistente a Bs| Espiguilla de E. crus-galii resistente a Bs|
expuesta a 640 g (i.a) h-1. | Control sin herbcida.

Figura 19. Panojas de plantas de una poblacion de E. crus-galli resistente expuesta a 640 g (i.a) de
bispyribac-sodium y control sin herbicida. Plantas cultivadas en epoca lluviosa luego de 85 dias pos
aplicacion.

El porcentaje de emergencia entre los biotipos resistentes mostrd efectos
significativos segun la poblacion (P < 0,05) (Tabla 19). En este sentido, las accesiones
con menor porcentaje de germinacion fueron ECG-Y18 y ECG-D11 con el 21,11y 30%
respectivamente, sin diferir significativamente entre ellas. Las accesiones que mejores
resultados obtuvieron fueron ECG-D07 y ECG-D15 con valores cercanos al 60%
(Figura 20).
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Tabla 19. Analisis de varianza de la emergencia de semillas en bandejas de
germinacion de seis biotipos de E. crus-galli resistentes a bispyribac-sodium.

Fuente de variacion Gl CM F p-valor
Poblaciones 5 767,27 6,9 0,003
Error 12 111,23

Total 17

Gl= grados de libertad; CM= cuadrado medio; P=Valor de la probabilidad de la prueba F

WE L o TR T

-

Figura 20. Tasa de emergencia de seis biotipos E. crus-galli resistentes a bispyribac-sodium, semillas
provenientes de plantas expuestas a 320 y 640 g (i.a) del herbicida. a) Siembra de poblaciones b)
Porcentaje mas bajo de emergencia ECG-Y 18 ¢) biotipo con mejor emergencia ECG-D07.

3.3 Estudio de sinergismo de bispyribac-sodium con malation sobre poblaciones

de Echinochloa crus-galli.

3.3.1 Efectos sobre la produccion de biomasa aérea fresca.

Las comparaciones entre los tratamientos en poblaciones de ECG resistentes, para
determinar la sensibilidad a Bs a la tasa comercial, con plantas pretratadas con malation,
evidenciaron que existio diferencias altamente significativas entre las poblaciones R
(Tabla 20). Esta respuesta fue explicada por la interaccion Poblacion x Tratamiento. De
las seis poblaciones resistentes evaluadas, dos (ECG-D11 y ECG-Y13) obtuvieron los
promedios mas bajos cuando fueron expuestas al tratamiento malation + Bs con un
control de 61,6% y 54,5% en relacidon al control sin aplicacidon, respectivamente. El
efecto de la disminucion del peso seco en dichas poblaciones presentd la misma

tendencia (64,63% y 61,37%). La poblacion susceptible SY 10, mostr6 diferencias entre



49

tratamientos, pero en ambos casos las pérdidas estuvieron alrededor del 90% de los
pesos (Figura 22). Las poblaciones resistentes ECG-D07, ECG-D15, ECG-Y12 y ECG-
Y 18 mostraron un efecto antagonico al tratamiento malation + Bs al incrementar su
peso hasta en el 45% como fue el caso de ECG-DO07. De igual forma, ocurri6é con las
otras tres accesiones, siendo ECG-Y12 la de menor incremento de estas con el 16,97%

sobre el tratamiento con Bs (Figura 21).

Tabla 20. Efecto sobre el peso fresco de la biomasa aérea de la planta (%, respecto al
control) de poblaciones de ECG susceptibles y resistentes; tratamientos (bispyribac-
sodium y malation + bispyribac-sodium) y las interacciones.

Fuente de variacion Gl CM F p-valor
Poblacion 6 6014,88 28,39 <0,0001
Tratamiento 1 1314,55 5,4 0,0251

Poblacion*Tratamiento 6 2416,25 9,92 <0,0001
Error 42 243,54

Total 55

Gl= grados de libertad; CM= cuadrado medio; P=Valor de la probabilidad de la prueba F

1754

Bl Blspyribac-sodium (Bs)
150 % %

Bl Malathion + Bs
1254

100

Peso fresco (% control)

ECG-D07 ECG-DIl ECG-DI5 ECG-Y12 ECG-Y13 ECG-YI8  SYI10

Poblaciones de Echinochloa crus-galli

Figura 21. Produccion de biomasa aérea (peso fresco, % respecto al control sin herbicida) de
poblaciones de E. crus-galli resistentes (ECG-D07, ECG-D11, ECG-D15, ECG-Y12, ECG-Y13 y ECG-
Y18) y susceptible (SY10) sometidas a bispyribac-sodium (Bs) y malation + Bs. Se muestran los valores
promedio respecto al testigo sin aplicacion y las barras representan * 1 error estandar de la media. Los
asteriscos indican diferencias significativas en la disminucién del peso (P < 0,05) entre los tratamientos.
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3.3.2 Efecto en la sobrevivencia de las plantas.

Todos los factores en estudio mostraron diferencias altamente significativas
(Tabla 21). La poblacion susceptible SY10 difiere significativamente de las resistentes
independientemente del tratamiento. Las poblaciones resistentes ECG-D11 y ECG-Y 13
son las que muestran valores mas bajos en la supervivencia y difirieron
significativamente con las restantes poblaciones R. En este sentido, el tratamiento
malation + Bs, logrd disminuir la sobrevivencia de ECG-D11 en un 62,5% y un 58,33%
en la poblacion ECG-Y 13 respecto al tratamiento donde so6lo se aplico Bs que no se
diferencio estadisticamente del control. Las restantes poblaciones R no mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos, manteniendo una sobrevivencia cercana

al 100% (Figura 22 y Anexo 8)

Tabla 21. Andlisis de varianza de poblaciones de E. crus-galli (susceptibles y
resistente); dos tratamientos (bispyribac-sodium y malation + bispyribac-sodium) y las
interacciones sobre la sobrevivencia (%).

Fuente de variacion Gl CM F p-valor
Poblacion 6 8720,76 448,87 <0,0001
Tratamiento 1 3483,59 179,31 <0,0001
Poblacion*Tratamiento 6 1553,44 79,96 <0,0001
Error 42 19,43

Total 55

Gl= grados de libertad; CM= cuadrado medio; P=Valor de la probabilidad de la prueba

1259 * * B Bispyribac-sodium (Bs)

S 100+ Il Malathion + Bs

£

8 751

S

g

5

Q

% 25-

ECG-D07 ECG-DI1 ECG-D15 ECG-Y12 ECG-Y13 ECG-YI8 SYI10

Poblaciones de Echinochloa crus-galli

Figura 22. Sobrevida (%, respecto al control sin herbicida) de poblaciones de E. crus-galli resistentes
(ECG-D07, ECG-D11, ECG-D15, ECG-Y12, ECG-Y13 y ECG-Y18) y susceptible (SY10) sometidas a
dos tratamientos (Bispyribac-sodium (Bs) y malation + Bs). Se muestran los valores promedios respecto
al testigo sin aplicacion y las barras representan * 1 el error estandar de la media. Los asteriscos indican
diferencias significativas (P< 0,05) entre los tratamientos.
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3.3.3 Efecto sobre el indice relativo de clorofila (IC).

El ANOVA mostro significancia estadistica en el efecto de la interaccion triple
entre las poblaciones (susceptible y resistente), los tratamientos (Bs y malation + Bs) y
los dias pos aplicacion (0, 6, 10 y 14) (Tabla 22). Los valores registrados en la
poblacion susceptible SY 10 y resistentes ECG-Y 13, ECG-Y12 y ECG-D11 presentaron
pérdidas que dependieron significativamente de los efectos de la interaccion
Tratamiento x DDA, cuyas diferencias fueron condicionadas al efecto del tratamiento
maltion + Bs. En este sentido, ECG-Y13 fue la poblacion que presentd mayor pérdida

con valores promedio del 40%, seguida deECG-D11 con el 35%. (Anexo 9).

Todas las poblaciones indicaron un proceso de inhibicion significativa por accion
del tratamiento malation + Bs desde los 6 DDA, que posteriormente se mantuvo de
forma tendencial hasta la Gltima evaluacion, las cuales registraron pérdidas IC cercanos
al 50%. (Figura 23 y Anexo 10).

Tabla 22. Analisis de varianza de los efectos de las poblaciones de E. crus-galli
(susceptible y resistentes), dos tratamientos (bispyribac-sodium y malation +

bispyribac-sodium); el tiempo después de la aplicacion (0, 6, 10, 14) y las interacciones
sobre el contenido relativo de clorofila (%).

Fuente de variacion Gl CM F p-valor
Poblacion 6 3058,19 22,56 <0,0001
Tratamiento 1 6482,36 4783 <0,0001
DDA 3 10800,88 79,69 <0,0001
Poblacion*Tratamiento 6 3736,77 27,57 <0,0001
Poblacion*DDA 18 667,4 4,92 <0,0001
Tratamiento*DDA 3 1799,8 13,28 <0,0001
Poblacion*Tratamiento*DDA 18 907,52 6,7 <0,0001
Error 168 135,54

Total 223

Gl= grados de libertad; CM= cuadrado medio; P=Valor de la probabilidad de la prueba
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Figura 23. indice relativo de clorofila (%, respecto al control sin herbicida) de poblaciones de E. crus-
galli resistentes (ECG-D07, ECG-D11, ECG-D15, ECG-Y12, ECG-Y13 y ECG-Y18) y susceptible
(SY10) sometidas a dos tratamientos a) Bispyribac-sodium (Bs) y b) malation + Bs tomados a 0, 6, 10 y
14 dias después de la aplicacion. Se muestran los valores promedio respecto al testigo sin aplicacion de
herbicida y las barras representan + 1 error estandar de la media.

3.3.4 Efecto sobre la altura de planta.

La evolucion de la tasa de crecimiento fue visible 6 DDA del herbicida Bs y
malation + Bs. En este momento, se evidenciaron las primeras diferencias en los
registros entre las poblaciones resistentes y la susceptible frente a sus controles. El
ANOVA muestra una alta significancia estadistica (P < 0,01) justificado por el efecto
de la interaccion triple entre las poblaciones (susceptible y resistente), los tratamientos
(Bs y malation + Bs) y los dias pos aplicacion (0, 6, 10 y 14) (Tabla 23). Los valores
registrados en la poblacion susceptible SY10 difieren significativamente del resto
independientemente del tratamiento. El efecto negativo sobre la altura en el tratamiento
Bs se evidencia mayormente a los 10 DDA en las poblaciones R, teniendo un
incremento en la tasa de altura a los 14 DDA en relacion a la poblacion SY10 (Figura
24a). En este sentido, se determind que existe mayor efecto sobre la tasa de altura

logrando inhibir entre un 35 y 45% la variable debido al efecto del tratamiento de
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malation + Bs. Esta respuesta se mantuvo constante en las tres evaluaciones realizadas
después de la aplicacion (Figura 24b). El valor més bajo en las poblaciones R, que
presentaron mayor efecto sobre la altura, lo obtuvo ECG-D11 ocurrido en el tratamiento

malation + Bs con valores cercanos al 60% respecto al control (Figura 25).

Tabla 23. Analisis de varianza de los efectos de las poblaciones de E. crus-galli
(susceptible y resistentes); dos tratamientos (Bispyribac-sodium (Bs) y malation + Bs);
el tiempo después de la aplicacion (0, 6, 10, 14) y las interacciones sobre la altura de la
planta (%).

Fuente de variacion Gl CM F p-valor
Poblacion 6 4923,93 57 <0,0001
Tratamiento 1 65,48 0,76 0,3852
DDA 3 12603,24 145,9 <0,0001
Poblacion*Tratamiento 6 960,85 11,12 <0,0001
Poblacion*DDA 18 339,94 3,94 <0,0001
Tratamiento*DDA 3 830,34 9,61 <0,0001
Poblacion*Tratamiento*DDA 18 341,66 3,96 <0,0001
Error 168 86,38

Total 223

Gl= grados de libertad; CM= cuadrado medio; P=Valor de la probabilidad de la prueba
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Figura 24. Altura de planta (% respecto al control sin herbicida) de poblaciones de E. crus-galli
resistentes (ECG-D07, ECG-D11, ECG-D15, ECG-Y12, ECG-Y13 y ECG-Y18) y susceptible (SY10)
sometidas a dos tratamientos (Bispyribac-sodium (Bs) y malation + Bs). Se muestran los valores
promedio respecto al testigo sin aplicacion y las barras representan + 1 error estandar de la media.
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Malation + Bispiribac sodium

Figura 25. Efectos de 1) malation + bispyribac-sodium y 2) bispyribac-sodium sobre la altura de planta
de poblaciones resistentes a bispyribac-sodium a) ECG-D11, b) ECG-Y 12, ¢) ECG-Y18,d) ECG-D 15y
¢) ECG-DO0 7 a los 20 dias pos aplicacion.

3.4 Ensayo de resistencia cruzada y multiple de poblaciones de E. crus-galli.

3.4.1 Sensibilidad a los herbicidas penoxsulam y cyhalofop butyl éster: Efecto en
el peso fresco de la biomasa aérea.

El ANOVA mostré diferencias altamente significativas (P < 0,001) entre la
produccion de biomasa aérea de las poblaciones y los tratamientos de herbicidas a los
21 dias después de la aplicacion (Tabla 24). El tratamiento con mayor efecto sobre las
poblaciones fue el herbicida inhibidor de la enzima ACCasa cyhalofop butyl con el
53,59% de reduccion del peso fresco. Mientras que, el inhibidor de ALS, penoxsulam
logrd inhibir el 31,61% respecto a los controles sin herbicidas. La poblacion que mostrd
un elevado efecto inhibitorio en la produccion de biomasa aérea fue SY10 cuando se
sometio al tratamiento con penoxsulam, con el 93,01% de disminucion. En el mismo
sentido, ECG-D07 en respuesta a ambos tratamientos de herbicidas presentd un
comportamiento de similar tendencia y diferente magnitud, con pérdidas del 45%. Las
poblaciones ECG-Y12 y ECG-Y13 presentaron disminucion del peso de 30% y 35%.
Las demas poblaciones ECG-D11, ECG-D15 y ECG-Y18 no mostraron diferencias
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mayores al 5% respecto al control en el tratamiento con penoxsulam (Figura 26 y

Anexo 4).

En las poblaciones de Yaguachi ECG-D13, ECG-Y 18 cuando fueron expuestas
al tratamiento cyhalofop butyl, se encontré la mayor inhibicién de produccion de
biomasa aérea, asociado a pérdidas del 90,07 y 86,41 %, respectivamente. En sentido
contrario se evidencid que ECG-D15 y ECG-D11 mostraron la menor sensibilidad al

herbicida mencionado (Figura 26).

Tabla 24. Analisis de varianza de los efectos de las poblaciones de E. crus-galli
(susceptible y resistentes), dos tratamientos (cyhalofop butyl y penoxsulam) y las

interacciones sobre el peso fresco de biomasa aérea respecto a su testigo sin aplicacion
de herbicida (%).

Fuente de variacion Gl CM F p-valor
Poblacion 6 4002,22 33,84 <0,0001
Tratamiento 1 6763,25 57,18 <0,0001
Poblacion*Tratamiento 6 3572,62 0,21 <0,0001
Error 42 118,28
Total 55

Gl= grados de libertad; CM= cuadrado medio; P=Valor de la probabilidad de la prueba F
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Figura 26. Produccion relativa de biomasa aérea (peso fresco, % respecto al control sin herbicida) de
poblaciones de E. crus-galli resistentes (ECG-D07, ECG-D11, ECG-D15, ECG-Y12, ECG-Y13 y ECG-
Y18) y susceptible (SY10) sometidas a cyhalofop butyl y penoxsulam. Se muestran los valores promedio
y las barras representan * 1 error estandar de la media.

3.4.2 Sensibilidad a los herbicidas penoxsulam y cyhalofop butyl: Efecto en la
sobrevivencia.
El ANOVA explica que la sobrevivencia de las poblaciones fue condicionada
por la existencia de una interaccion doble poblacion x tratamiento altamente

significativa (P < 0,001) (Tabla 25). En este sentido, el tratamiento cyhalofop butyl fue
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determinante para producir una elevada mortalidad de las poblaciones resistentes a Bs
de Yaguachi ECG-Y18, ECG-Y13 y ECG-Y 12 las cuales presentaron los valores mas
bajos de sobrevivencia de entre 6,25%, 25,00% y 31,25%, respectivamente. Diferente
comportamiento presentaron las accesiones de Daule ECG-D15, ECG-D07 y ECG-D11
que mostraron menor efecto en ambos tratamientos (cyhalofop y penoxsulam), con una
sobrevivencia de entre 83,33% y 97,92% respectivamente. Por lo tanto, estos resultados
definen a ECG-Y 18 como la poblacidn resistente tanto a Bs como a penoxsulam pero
sensible a cyhalofop butyl. Mientras que, la accesion susceptible SY10 obtuvo una
mortalidad del 93,75% con penoxsulam, y un deficiente control con cyhalofop del
22,92% (Figura 27).

Tabla 25. Analisis de varianza de los efectos de las poblaciones de E. crus-galli
(susceptible y resistentes), dos tratamientos (cyhalofop butyl y penoxsulam) y las

interacciones sobre la sobrevivencia (%) respecto a su testigo sin aplicacion de
herbicida.

Fuente de variacion Gl CM F p-valor
Poblacion 6 4927,58 163,29 <0,0001
Tratamiento 1 2977,82 98,68 <0,0001
Poblacion*Tratamiento 6 4305,68 142,68 <0,0001
Error 42 30,18
Total 55

Gl= grados de libertad; CM= cuadrado medio; P=Valor de la probabilidad de la prueba F
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Figura 27. Sobrevida (%) en relacion al control sin aplicacion de herbicida de poblaciones de E. crus-
galli resistentes (ECG-D07, ECG-D11, ECG-D15, ECG-Y12, ECG-Y13 y ECG-Y18) y susceptible
(SY10) sometidas a cyhalofop butyl y penoxsulam. Se muestran los valores promedio y las barras
representan + 1 error estandar de la media.
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3.4.3 Efectos de penoxsulam y cyhalofop butyl sobre el indice relativo de clorofila

IC)

El ANOVA revel6 la disminucién progresiva del IC en todas las poblaciones sin
diferir entre tratamientos (P > 0,05) (Tabla 26). Se muestran diferencias altamente
significativas (P < 0,001) iniciadas a los 6 DDA de realizadas las aplicaciones entre los
biotipos resistentes y sus controles sin herbicida, que es explicada por la interaccion
doble Poblacion x DDA (Figura 28). Posteriormente, en los dias 10 y 14 DDA se
acentua la tendencia del decrecimiento del contenido de clorofila en las poblaciones de
Yaguachi ECG-Y12, ECG-Y13, ECG-Y 18 cuando fueron expuestas en el tratamiento
de cyhalofop butyl (Figura 28). En contraste, las poblaciones de Daule en las dos
ultimas evaluaciones no mostraron inhibicidon respecto a los valores obtenidos a los 6
DDA. En el caso del tratamiento con penoxsulam, la caida en el contenido de clorofila
fue gradual siendo el de mayor valor a los 14 DDA.

Tabla 26. Analisis de varianza de los efectos de las poblaciones de E. crus-galli
(susceptible y resistentes), dos tratamientos (cyhalofop butyl y penoxsulam) y las

interacciones sobre el indice relativo de clorofila (%, respecto a su testigo sin aplicacion
de herbicida), evaluadas a los (0, 6, 10 y 14) dias después de la aplicacion (DDA).

Fuente de variacion Gl CM F p-valor
Poblacion 6 1200,21 14,01 <0,0001
Tratamiento 1 5,54 0,06 0,7996
DDA 3 1924298 224,64 <0,0001
Poblacion*Tratamiento 6 796,82 9,3 <0,0001
Poblacion*DDA 18 493,18 5,76 <0,0001
Tratamiento*DDA 3 84,57 0,99 0,4002

Poblacion*Tratamiento*DDA 18 114,17 1,33 0,1731

Error 168 85,66

Total 223

Gl= grados de libertad; CM= cuadrado medio; P=Valor de la probabilidad de la prueba F

En este sentido, las pérdidas se determinaron en las accesiones resistentes con un
50% menos de pigmento y en la susceptible el 72,37% respecto a sus testigos sin
herbicida. Los biotipos ECG-D07 y ECG-D15 mostraron mayor sensibilidad en la
primera toma a los 6 DDA, pero esta no resulté una tendencia decreciente, contrario a

esto se mantuvo con un nivel del 25% inferior al control (Figura 28).
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Figura 28. indice relativo de clorofila (%, relativo al control sin herbicida) de poblaciones de E. crus-
galli resistentes (ECG-D07, ECG-D11, ECG-D15, ECG-Y12, ECG-Y13 y ECG-Y18) y susceptible
(SY10) sometidas a dos tratamientos a) Cyhalofop butyl y b) Penoxsulam; evaluadas a los 0, 6, 10 y 14
dias después de la aplicacion. Se muestran los valores promedio y las barras representan + 1 error
estandar de la media.

3.4.4 Efecto de penoxsulam y cyhalofop butyl sobre la altura de planta.

A partir del ANOVA se detectaron interacciones triples de significancia
estadistica (P < 0,05). Las poblaciones interactuaron con el tratamiento a medida que
transcurri6 el tiempo al que fueron expuestas a los herbicidas mostrando diferencias en
la disminucién en el tamafio de las plantas en relacion a sus controles (Tabla 27, Figura
29). Luego de realizadas las aplicaciones se encontraron diferencias significativas (P <
0 ,05) que variaron en los dias después de la aplicacion generando las medias mas bajas

a los seis dias en ambos tratamientos.

La poblacion susceptible SY10 presentd una tendencia marcada de disminucion
de altura en relacion al tiempo frente a su control. Por otra parte, los efectos reflejados
en alturas superiores al control se hallaron en las poblaciones resistentes ECG-D11 con
el 1272% 'y 109,68 con los tratamientos penoxsulam y cyhalofop
correspondientemente, seguido de ECG-D15 con valores cercanos al 90% respecto a sus

controles sin aplicacion de herbicidas (Figura 30).
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Tabla 27. Analisis de varianza de los efectos de las poblaciones de E. crus-galli
(susceptible y resistentes), dos tratamientos (cyhalofop butyl y penoxsulam) y las
interacciones sobre la altura de planta (% respecto al control sin herbicida), evaluadas a
los 0, 6, 10 y 14 dias después de la aplicacion.

Fuente de variacion Gl CM F p-valor
Poblacion 6 14429,94 26,69 <0,0001
Tratamiento 1 30,14 0,06 0,8136
DDA 3 7292,17 13,49 <0,0001
Poblacion*Tratamiento 6 222485 4,12 0,0007
Poblacion*DDA 18 1173,65 2,17 0,0056
Tratamiento*DDA 3 1046,69 1,94 0,1257
Poblacion*Tratamiento*DDA 18 1091,44 2,02 0,0112
Error 168 540,63

Total 223

Gl= grados de libertad; CM= cuadrado medio; P=Valor de la probabilidad de la prueba F
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Figura 29. Altura de la planta (%, relativa al control sin herbicida) de poblaciones de E. crus-galli
tomados a los 0, 6, 10, 14 dias después de la aplicacion de a) Cyhalofop butyl b) Penoxsulam.
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Penoxulam

Figura 30. E. crus-galli resistente a bispyribac-sodium, efecto a los 20 dias pos aplicacion sobre la altura
de planta de los herbicidas 1) penoxsulam y 2) cyhalofop butyl, pulverizadas a la tasa recomendada por el
fabricante sobre las poblaciones a) ECG-Y18, b) ECG-Y12 ¢) ECG-D11 d) ECG-D07 y e) ECG-D15
para comprobar posibles casos de resistencia cruzada y multiple de dichos biotipos.
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En respuesta a los objetivos planteados en este trabajo, el desarrollo de cada uno
de los bioensayos aportd informacion significativa al evidenciar la sensibilidad
diferencial a los herbicidas inhibidores de la acetolactato sintetasa (ALS) /
Acetohidroxiacido sintetasa (AHAS), que manifiestan varias poblaciones de la maleza

Echinochloa crus-galli (ECQG) estudiadas en la provincia del Guayas, Ecuador.

En este sentido, el desarrollo de estos experimentos desde el screening mediante
las accesiones tomadas al azar, las respuestas similares entre las repeticiones de cada
poblacion, confirman el alto grado de homogeneidad de las poblaciones al comparar la
sensibilidad de los individuos de cada una de las accesiones evaluadas, lo que sugiere
que la especie ha sido sometida a medidas de control altamente especificas. Esto
concuerda con lo descrito por Neve et al. (2009), que considera que la heterogeneidad

ambiental tanto de cultivos como malezas reduce la seleccion de genotipos resistentes.

La practica del monocultivo de arroz que se ha desarrollado desde hace varias
décadas en ciertas zonas del Ecuador, especialmente en la provincia del Guayas, el uso
de herbicidas del mismo modo de accién y la falta de adopcion de un manejo integrado

de malezas, esta relacionada con la baja sensibilidad de las poblaciones evaluadas.

En cuanto a las variables evaluadas, se evidencian comportamientos particulares,
que puede atribuirse como resultado de alglin proceso fisiologico complejo de descifrar
y en algunos casos especificos de cada poblacion resistente. El estudio de la variable
altura de planta evidencié que a medida que se incrementaron las dosis de Bs el efecto
sobre la variable era mayor. Un caso particular present6 la accesion ECG-D11, que en
la dosis mas baja evaluada (}2x) mostrd una estimulacion del crecimiento presentando
valores superiores al de su tratamiento control, fenomeno que ha sido denominado como
hormesis. Esto concuerda con varios trabajos, entre ellos el de Cedergreen y Olesen
(2010), quienes describen a este fendomeno como el proceso por el cual la exposicion a
una dosis baja de un agente quimico que es dafiino a dosis altas, induce una respuesta
adaptativa de estimulo y/o benéfico en la célula o el organismo, que podria tener como
origen una serie de condiciones de mal manejo tales como: equipos mal calibrados,
presencia de lluvia poco después de las aplicaciones de herbicidas o al no respetar la
dosis de la etiqueta (Costa da Silva et al. 2016). De Moraes et al. (2020) también
documentaron hormesis observando el incremento del peso de Urochloa decumbens

cuando fuera expuesta a glifosato a una tasa 1/64 de la tasa comercial.
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El efecto fitotdxico causado por el herbicida Bs sobre poblaciones S evidencid
un control satisfactorio a dosis menores a la tasa comercial. En contraste, las
poblaciones resistentes ECG-D07, ECG, D15 y ECG-Y 13 mantuvieron una respuesta
de control deficiente segun la escala empleada. Los IR determinados para la variable
fitotoxicidad concuerda con nuestra variable de mayor interés (la sobrevivencia),
evaluada una semana después. Estos datos guardan relacion con lo observado por
Matzenbacher et al. (2013) cuando evaluaron dafio visual en ECG generado por la
aplicacion de dosis ascendentes de herbicidas inhibidores de ALS determinado que las

poblaciones S presentaron dafios muy superiores a las observadas en las poblaciones R.

Las accesiones que mayor sobrevivencia presentan, inclusive en las dosis mas
altas evaluadas, fueron ECG-D07, ECG-D15, ECG-Y12 y ECG-Y13. Ademas, se
observd menor efecto sobre fitotoxicidad y en las demas variables evaluadas. Dichas
poblaciones se sospechan que su condicion de resistencia estaria mediada por TSR. Esto
caracteristicas concuerda con lo observado por Panozzo et al. (2013), al evaluar la
sobrevivencia y el peso de biomasa aérea de ECG luego de ser expuestas a varias dosis
ascendentes de tratamientos con herbicidas inhibidores del ALS y ACCasa en la cual
identificaron resistencia cruzada y multiple mediada por TSR; ademads, los analisis
moleculares arrojaron la primera secuencia de consenso informada para el gen ALS de

ECG.

Los resultados obtenidos respecto al peso fresco y peso seco de la biomasa
aérea, guardan relacion entre si, y reflejan una respuesta fisiologica particular de cada
poblacion luego de estar expuesto a la accion del herbicida. En este sentido, tres
poblaciones (ECG-Y18, ECG-D11 y ECG-Y13), presentaron los valores mas altos de
IR (8 a 10). Este estudio concuerda con lo reportado en Iran y Turquia por Haghnama y
Mennan (2020), cuando se evaluo el efecto de herbicidas inhibidores de la ALS sobre
poblaciones de ECG, siendo Bs el que present6d el mayor indice de resistencia (IR=8)

entre los herbicidas evaluados.

Riar et al. (2013) en poblaciones de ECG de Arkansas, determinaron que el
cambio de aminoacido Ala-122-Asn en el gen ALS confirié resistencia no solo a
imidazolinonas sino también a triazolopirimidinas en Bs confirmando asi resistencia
cruzada. En general, las mutaciones que confieren resistencia Ala-122 del gen ALS
sugieren un patrén de resistencia que puede variar independientemente de la especie y el

aminodcido. En el presente trabajo, las seis poblaciones evidenciaron una alta tasa de
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sobrevivencia a Bs; y entre ellas ECG-D07, ECG-D15 y ECG-Y18 por las respuestas
generadas en los bioanalisis evidencian resistencia cruzada a Bs y penoxsulam con una
tasa de sobrevivencia mayor al 92%. Estos resultados concuerdan con diversos estudios
en el que ECG logra sobrevivir a pulverizaciones de herbicidas de diversos modos de
accion, entre ellos el descrito por Bonow et al. (2018) en el cual confirmaron que
ademads de los herbicidas evaluados pertenecientes al grupo quimico de imidazolinona,

Bs ni penoxsulam fueron capaces de efectuar el control sobre estas poblaciones.

Posteriormente, se identifico que las poblaciones ECG-D07 y ECG-DI15
presentan  resistencia multiple, mostrando una alta tasa de biomasa aérea y
sobrevivencia en respuesta a Bs y penoxsulam (inhibidores del ALS) y a cyhalofop
butyl (inhibidor de ACCasa). Resultados similares fueron obtenidos en un estudio
realizado en Brasil por Eberhardt, et al. (2016), en el que mediante evaluaciones del
control y de biomasa aérea determinaron la resistencia muiltiple en varias poblaciones de
ECG a herbicidas inhibidores de ALS y de ACCasa, ademas de auxina sintética. En este
sentido, es evidente que cada caso de resistencia tiene necesidad de generar un estudio
especifico, por condiciones ambientales, antecedentes en campo y diversidad entre

poblaciones.

Es conocido que la resistencia fuera del sitio objetivo (NTSR) es un mecanismo
de resistencia generalista que ocurre independiente del tipo TSR, que puede conferir
resistencia a un herbicida o resistencia cruzada. En el caso actual, como referimos
anteriormente, las evidencias permiten sostener de manera preliminar que las
poblaciones ECG-D11 y ECG-Y13 presentan este tipo resistencia basado en el
sinergismo obtenido por la mezcla malation + Bs que involucra la accion del CYP en
biotipos resistentes, disminuyendo la sobrevivencia de un 60% de dichas poblaciones y
reduciendo 60% de biomasa area. Estos datos concuerdan con los obtenidos por Bonow
et al. (2020), quienes determinaron la reduccion de entre el 31% al 40% de biomasa area
de ECG cuando se empled un inhibidor de CYP previo a la aplicacion de un herbicida
inhibidor de ALS, lo que sugiere que se trata un caso de la degradacion metabdlica
mejorada del herbicida. Resulta imperioso explorar otras dosis de herbicidas vy,
diferentes inhibidores de CYP Yanniccari et al. (2020) a fin de descartar este
mecanismo de resistencia en las poblaciones donde no se hall6 sinergismo entre Bs y

malation.
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La mayoria de estudios se centran en determinar costos en el fitness asociado a
TSR, siendo poco considerados los costos de resistencia fuera del sitio activo Yang, et
al. (2017). En este estudio, mediante el analisis dosis-respuesta se conoce que estas
poblaciones de ECG resistentes pueden sobrevivir a dosis elevadas de Bs y generar
descendencia. En este sentido, al evaluar los costos de la resistencia generados por la
accesion ECG-DI11 la cual presentd el porcentaje mas elevado de generacion de
semillas; aunque, en gran medida estas no resultaron viables al presentar la tasa mas
baja de emergencia de semillas entre las poblaciones R. De forma similar, se determino
que ECG-Y12 presenta la tasa de produccion de semillas més baja dentro de las
accesiones R. Estos datos concuerdan con lo observado por Panozzo et al. (2017) quien
describe que los efectos pleiotrdpicos sobre la aptitud de las plantas generan menor
nimero de paniculas (hasta un 40%) y en competencia pudieran ser insignificantes, en
comparacion con biotipos S. Por ello, sugiere, que mantener la densidad de infestacion
de biotipos R lo mas baja posible, podria aumentar el éxito de reproduccion de biotipos

S y contribuir a reduccién de alelos resistentes.

En términos generales, quedaria pendiente la corroboracion de estas sospechas
sobre el tipo de resistencia, y si bien las variables evaluadas como IC, fitotoxicidad,
peso de biomasa aérea aportan al estudio y la caracterizacion de los biotipos, la variable

sobrevivencia resulta contundente para la sefializacion de poblaciones resistentes.
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Varios estudios han demostrado que herbicidas inhibidores de ALS pulverizados a
las tasas comercial tienen alta eficiencia en controlar poblaciones de Echinochloa crus-
galli susceptibles. Sin embargo, se evidenci6é la baja efectividad de este grupo de

herbicidas sobre poblaciones que ya poseen cierto grado de resistencia.

En esta investigacion, las seis poblaciones seleccionadas como R, confirmaron ser
resistentes al menos a un herbicida inhibidor de la ALS, y mediante los analisis
ejecutados se logro evidenciar que estds poblaciones mantienen patrones de resistencia
distintos: los dos primeros descritos a continuacidén podrian estar relacionados con la

alteracion con el sitio activo (TSR) y el tercero ajeno al sitio de acciéon (NTSR).

Las accesiones seleccionadas resistentes a Bs, tres por la zona Daule y una de
Yaguachi (ECG-D07, ECG-D11, ECG-D15 y ECG-Y18), mostraron también un alto
grado de resistencia al herbicida penoxsulam, confirmando resistencia cruzada, las
restantes dos poblaciones muestran una resistencia intermedia o en proceso evolutivo de
resistencia cruzada, con una sobrevivencia promedio del 65% evaluado a la tasa
comercial. Los valores obtenidos en las otras variables como produccién de biomasa
(peso fresco y seco) guardan relacion con la sobrevivencia. Los herbicidas inhibidores
de la enzima ALS presentan variaciones en cuanto al nivel de resistencia cruzada esto
puede deberse a la union diferenciada de herbicida por sitio de accion y diferentes

mutaciones que se presentan en el gen que codifica la enzima ALS.

En este sentido, nuevamente las poblaciones de Daule evidenciaron una alta tasa
de sobrevivencia mayor al 90% al tratamiento de cyhalofop butyl, confirmando asi
resistencia multiple tanto a inhibidores de ALS o de ACCasa. Mientras que, el mismo
tratamiento logro controlar las poblaciones de la zona Yaguachi (ECG-Y12, ECG-Y13,
ECG-Y18) que evidenciaron una mortalidad mayor al 80%.

Se demostr6 que las accesiones ECG-D11 y ECG-Y 13 mantienen una resistencia
NTSR, pues el efecto herbicida fue capaz de ser revertido por el uso de malation como
inhibidor de CYP, lo que provocod que la sobrevivencia sobre dichas poblaciones
disminuya considerablemente. Cada vez son mayores los casos de malezas que
incrementan su capacidad metabolica para detoxificar los herbicidas. La importancia de
este tipo de resistencia metabolica radica en que ocurre frente a diferentes herbicidas de
diferente grupo quimico o modos de accion, inclusive a herbicidas jamas empleados con

anterioridad.
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Este es el primer informe sobre poblaciones de malezas resistentes a herbicidas
con resistencia a inhibidores de la ALS y ACCasa en el Ecuador. Los resultados
expuestos en el screening dan pauta del estado evolutivo de la resistencia actual de las
poblaciones de ECG en la provincia del Guayas. Los bioensayos posteriores, dosis
respuesta, comprobacion de resistencia cruzada, multiple y posteriormente el de
sinergismo, concordaron en la aceptacion de la hipotesis del presente trabajo: Se
confirma la existencia de poblaciones resistentes a herbicidas inhibidores de la enzima

ALS en el pais.

La casi nula rotacion del cultivo de arroz en toda la zona arrocera de la provincia
del Guayas y, la presencia ya imponente de la especie ECG con sensibilidad
diferenciada en varios sectores como: Taura, Coop. Cristébal Colon, La T de Salitre,
Los Lojas y Daule inmersos en las localidades evaluadas, son las que presentan mayor
avance evolutivo de resistencia tanto cruzada bispyribac-sodium (PTB) y penoxsulam
(TP), como cyhalofop butyl (ACCasa), presentando los valores mas altos de IR, lo

expone la necesidad de adoptar planes de control urgente.

El ingreso y aplicacion de nuevas alternativas de control es preciso, de lo
contrario, las mermas por calidad de grano, el incremento de los costos de produccion,
la depreciacion del valor de la tierra y la falta de una politica de regulacion de precios
de la cosecha, vendria a desfavorecer aun mas al sector. En este sentido, es considerable
valorar que la emergencia de la maleza en las zonas arroceras del Guayas se presenta
abundantemente a inicios de la temporada lluviosa (diciembre-febrero), y van siempre
regulados por el incremento de temperatura, lo que podria permitir estudiar el
comportamiento de la especie, de su abundancia y dispersion en lo posterior. Se sugiere
una estrategia integrada de manejo de malezas a mediano y largo plazo, y en lo posible,
el seguimiento geoespacial de la dispersion de genes de resistencia de ECG sobre las
localidades de mayor conflicto, especialmente en zonas arroceras, en este sentido, se
podria disminuir la velocidad evolutiva de la resistencia a herbicidas inhibidores de la

ALS o su impacto.

Queda pendiente obtener la secuencia del gen ALS de ECG y conocer las posibles
sustituciones involucradas en los casos de resistencia descritos. Al momento,
corresponde seguir analizando, caracterizando e identificando los biotipos y las zonas
agroecologicas donde mayormente han ocurrido estos disturbios que han promovido y

estan generando resistencia de malezas en el cultivo de arroz, especialmente con ECG.
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Teniendo en cuenta, que los reportes de observaciones en campo de la posible pérdida
de sensibilidad de una maleza deben ser validados mediante el diagnostico de la
resistencia a través de ensayos convencionales o moleculares contundentes y con el

rigor experimental adecuado.
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ANEXO

Anexo 1. Experimento screening; treinta y cinco poblaciones de E. crus-galli
procedentes de las localidades a) Daule y b) Yaguachi 14 dias después de la aplicacion
de byspiribac-sodium.

Anexo 2. Experimento screening poblaciones de E. crus-galli seleccionadas como
resistentes y susceptibles procedentes de las localidades de Yaguachi. efecto 6 dias
después de la aplicacion de byspiribac-sodium.

. (ECG-Y18)

Anexo 3. Efecto clordtico y deformaciones en poblaciones de E. crus-galli
seleccionadas como resistentes 6 dias después de la aplicacion de byspiribac-sodium.
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Anexo 4. Efecto del tratamiento cyhalofop-butyl sobre poblaciones de E. crus-galli a)
ECG-Y13 y b) ECG-Y18 resistentes a byspiribac-sodium y susceptibles a cyhalofop-
butyl; 6 dias después de la aplicacion.

Anexo 5. Efecto sobre poblaciones de E. crus-galli susceptibles a la tasa comercial del
herbicida byspiribac-sodium de la localidad de Daule.

Anexo 6. Poblaciones E. crus-galli de la localidad de Daule, a) resistente (R) y b)
susceptible (S); Tratamiento Control; 6 dias después de la aplicacion.
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Anexo 7. Efecto del herbicida byspiribac-sodium aplicado a la tasa comercial 40 g (i.a.)
sobre poblaciones de E. crus galli a) resistentes y b) susceptibles 6 dias pos aplicacion.

Anexo 8. Sinergismo de poblaciones de E. crus-galli (susceptibles y resistente); dos
tratamientos bispyribac-sodium (Bs) y malation + bispyribac-sodium (Mal + Bs) y las

interacciones sobre la sobrevivencia (%).

Poblacion Tratamiento Medias Tratamiento Medias
ECG-DO07 BS 97,92 aA Mal + Bs 93,75 aA
ECG-D11 BS 91,67 abA Mal + Bs 37,50 cB
ECG-D15 BS 97,92 aA Mal + Bs 100,00 aA
ECG-Y12 BS 83,33 DbA Mal + Bs 83,33 bA
ECG-Y13 BS 100,00 aA Mal + Bs 41,67 cB
ECG-Y18 BS 93,75 aA Mal + Bs 100,00 aA
SY10 BS 6,25 cA Mal + Bs 4,17 dA

Medias con una letra mintiisculas en comun no son estadisticamente diferentes (p > 0,05) entre

poblaciones y letras maytsculas entre tratamientos

Anexo 9. Sinergismo de poblaciones de E. crus-galli (susceptibles y resistente); dos
tratamientos bispyribac-sodium (Bs) y malation + bispyribac-sodium (Mal + Bs) y la
interaccion sobre el indice relativo de clorofila (%).

Poblacion Tratamiento  Medias Tratamiento Medias
ECG-D07 BS 81,94 cA Mal + Bs 70,28 cdB
ECG-DI11 BS 88,96  bcA Mal + Bs 64,18 dB
ECG-D15 BS 90,56 abcB Mal + Bs 103,98 aA
ECG-Y12 BS 101,81 aA Mal + Bs 59,99 dB
ECG-Y13 BS 96,13  abA Mal + Bs 87,9 bB
ECG-Y18 BS 58,99 dB Mal + Bs 78,64 bcA

SY10 BS 93,93 abcA Mal + Bs 72,04 cdB

Medias con una letra mintisculas en comun no son estadisticamente diferentes (p > 0,05) entre

poblaciones y letras mayusculas entre tratamientos.
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Anexo 10. Valores promedios del indice relativo de clorofila (%) y los DDA y sus
interacciones del sinergismo entre malation y Bs sobre poblaciones de E. crus-galli
(susceptibles y resistente).

Poblacion 0 DDA 6 DDA 10 DDA 14 DDA
ECG-DO07 90,09 bA 70,43 cAB 67,83 cdeB 76,10 abB
ECG-D11 98,50  abA 76,08 bcB 61,51 deB 70,18 abB
ECG-D15 110,00 aA 98,74 aA 98,82 aA 81,52 aB
ECG-Y12 96,26  abA 85,65 abcAB 78,32 bedBC 63,38 bC
ECG-Y13 105,63 abA 92,64 abAB 87,17 abB 82,61 aB
ECG-Y18 104,12  abA 82,56 abcB 51,58 eC 37,00 cC
SY10 98,54  abA 84,77 abcAB 80,70 beBC 67,93 abC

Medias con una letra mindsculas en comiin no son estadisticamente diferentes (p > 0,05) entre poblaciones y letras
mayusculas entre DDA.
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