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RESUMEN
El estudio se realizé para analizar los efectos producidos por fitotoxicidad con

diferentes dosis del herbicida Mesosulfuron metil + lodosulfurén metil en alfalfa
(Medicago sativa L.) sobre el comportamiento de la eficiencia fotosintética
(Fv/Fm), indice de verdor (Unidades Spad), la concentracion de pigmentos
fotosintéticos, peroxido de hidrégeno y peroxidacion lipidica, asi como el
comportamiento de la actividad de enzimas relacionadas con el estrés
(Peroxidasa, E.C. 1.11.1.7; Catalasa, E.C. 1.11.1.6; Superoxido Dismutasa, E.C.
1.15.1.1 y Fenilalanina Amonio-liasa, E.C. 4.3.1.24) como indicadores
fotosintéticos y enziméticos oxidativos de toxicidad en alfalfa. Los resultados de la
aplicacion de dosis de Mesosulfuréon metil + lodosulfurén metil, mostraron una
tendencia a disminuir la eficiencia fotosintética, indice de verdor, concentracion de
clorofila y carotenoides totales, en comparacién con el tratamiento testigo. Las
concentraciones de perdxido de hidrégeno y peroxidacion lipidica presentaron un
incremento en comparaciéon con el testigo; las mayores concentraciones de
peréxido de hidrogeno y peroxidacion lipidica se registraron en la dosis sub-
comercial. Por otra parte, la actividad enzimética de Peroxidasa (POD), Catalasa
(CAT) y Fenilalanina amonio-liasa (PAL), mostraron un incremento significativo
con respecto al testigo al final del experimento (593.755 U-mg™ de proteina para
POD; 0.5393 U-mg™ de proteina para CAT y 35 U-mg™ de proteina para PAL). Por
su parte las actividades de Superdxido dismutasa mostraron una disminucién
desde los primeros dias de exposicion de las plantas a los herbicidas. Estos
resultados demuestran que las plantas de alfalfa se ven afectadas por las dosis de
los herbicidas, por induccién de estrés en la planta, asi como una disminucion en
las variables fotosintéticas evaluadas, la dosis sobre-comercial fue
extremadamente fuerte para la alfalfa ocasionando marchitez, nula capacidad
fotosintética, lo cual llevo a la muerte de la planta.

Palabras clave: Sulfonilureas, Fitotoxicidad, Estrés, Acetolactato sintasa (ALS).



ABSTRACT
A study was realized to demonstrate the phytotoxicity of the mesosulfuron methyl +

iodosulfuron methyl in alfalfa (Medicago sativa L.) using different doses of the
herbicide on the photosynthetic efficiency, photosynthetic pigments concentration,
as well as changes in enzymatic activities behavior related with oxidative stress
(Peroxidase, E.C. 1.11.1.7; Catalase, E.C. 1.11.1.6; Superoxide Dismutase, E.C.
1.15.1.1 and Phenylalanine ammonia-lyase, E.C. 4.3.1.24) as photosynthetic and
enzymatic indicators of toxicity in alfalfa plants. The results of the treatments with
application of mesosulfuron methyl + iodosulfuron methyl, inhibiting of the ALS,
showed a tendency to decrease in photosynthetic efficiency, greenness index,
chlorophyll and carotenoids, in comparison with the control treatment. The
hydrogen peroxide and the lipid peroxidation concentrations had to increase in
comparison with the control, the highest concentrations of hydrogen peroxide and
lipid peroxidation were found in the sub-commercial dose. Moreover, the levels of
enzyme activity of Peroxidase, Catalase and Phenylalanine Ammonia-lyase,
showed a significant increase relative to the control at the end of the experiment
(593.755 U-mg™ protein for POD; 0.5393 U-mg™ protein for CAT and 35 U-mg™
protein for PAL). Superoxide dismutase activity decreases since the first days of
exposure of plants to the herbicide. These results suggest the plants of alfalfa are
affected by the doses of herbicide inducing stress as well as a decrease in the
photosynthetic variables evaluated, the dose on commercial was extremely strong
for the alfalfa causing wilting, null photosynthetic capacity, which lead to the death

of the plant.

Keywords: Sulfonylureas, Phytotoxicity, Stress, Acetolactate synthase (ALS).



INTRODUCCION

I.  INTRODUCCION
En los forrajes que se cultivan en todo el mundo, la alfalfa (Medicago sativa L.) es

la principal especie forrajera, la cual pertenece al género Medicago, el cual



comprende alrededor de 83 especies, de las cuales dos terceras partes son
anuales y el resto son perennes (Small y Jomphe, 1988). La alfalfa es uno de los
cultivos forrajeros mas importantes en México debido a su alto valor nutricional;
ademas mejora las propiedades fisicas del suelo, la estabilidad de los agregados y
el rango de infiltracién del suelo (Jin et al., 2010; Jiang et al., 2015). El Valle de
Mexicali se caracteriza por ser una zona con gran actividad agricola con una capa
arable de 210930 ha. Entre los principales cultivos que son sembrados en éste
Valle se encuentran, alfalfa, trigo y algodon (Vargas-Bejarano et al., 2012). En el
caso de la alfalfa, se ha sembrado una superficie de aproximadamente 29,545 ha
(SIAP, 2012) en el Valle de Mexicali, Baja-California y el Valle de San Luis Rio
Colorado, Sonora, lo cual muestra la importancia de este cultivo en la economia
de la region noroeste de México. El cultivo de la alfalfa en el Valle de Mexicali y
San Luis Rio Colorado ha presentado recientemente, sintomas de toxicidad por la
aplicacion indirecta de herbicidas utilizados principalmente para el control de
malezas en parcelas de trigo aledanas al cultivo. Dentro de estos herbicidas
encontramos una mezcla de mesosulfurén metil + iodosulfuron metil empleado en
el control de malezas (hoja ancha y angosta) en el cultivo del trigo, la cual tiene la
capacidad de inhibir la sintesis de la enzima acetolactato sintasa (E.C.2.2.1.6) la
cual tiene un papel primordial en la biosintesis de aminoacidos de cadena
ramificada, y que a su vez modifican la cadena de transporte del complejo
fotosistema Il (Zhoe et al., 2007) y generan estrés oxidativo en las plantas
consideradas como malezas debido a procesos de lipoperoxidacion a nivel de
membrana en el cloroplasto (Dayan et al., 2012), La exposicion de las plantas a
los herbicidas incrementa la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS),
radical superéxido (O2 +-), perdxido de hidrégeno (H,0,) y radical hidroxilo (HO ),
las que al no eliminarse, producen dafio a moléculas y a la membrana, un
aumento en la peroxidacion lipidica (LPO), alteraciones en la estructura vy
funcionamiento de las proteinas concluyendo con la muerte celular por oxidacién
(Sairam y Tyagi, 2004; Dayan y Watson, 2011). Sin embargo los estudios
encaminados a determinar el impacto de mesosulfurén metil + iodosulfuron metil

en algunas variables fotosintéticas y oxidativas en alfalfa son escasos.



.  OBJETIVO GENERAL
Evaluar los cambios en los componentes fotosintéticos y produccion de peréxido
de hidrégeno, lipoperoxidacion celular y actividad enzimatica como posibles
indicadores de toxicidad en plantas de alfalfa expuestas a mesosulfurén metil +

iodosulfuréon metil.

Objetivo Especificos
e Evaluar los cambios en la eficiencia fotosintética, color e indice de
verdor, determinacion de clorofila total y carotenoides, asi como también
determinar peroxido de hidrogeno y peroxidacion lipidica sobre alfalfa

aplicada con Mesosulfurén metil + lodosulfurén metil.

e Evaluar la actividad enzimatica de algunas enzimas indicadoras de
estrés, causada por la toxicidad del mesosulfuréon metil + iodosulfurén

metil en alfalfa.

. HIPOTESIS

La aplicacion del herbicida mesosulfuron metil + iodosulfuron metil causa cambios
en componentes fotosintéticos, produccién de peroxido de hidrégeno,
lipoperoxidacion y actividad enzimatica relacionada con estrés oxidativo que
conlleva a una toxicidad en la alfalfa (Medicago sativa L.).

Planteamiento del problema

Recientemente, en diversas parcelas del cultivo de la alfalfa en el Valle de Mexicali
y San Luis Rio Colorado se han presentado sintomas de toxicidad por la
aplicacion indirecta o accidental del herbicida (Mesosulfuron metil + lodosulfurén
metil) empleado en el control de malezas en parcelas de trigo aledafias a estos
cultivos. Sin embargo, estudios encaminados a determinar el impacto de
Mesosulfuron metil + lodosulfurén metil en algunas variables fotosintéticas y

oxidativas en alfalfa son escasos.






REVISION DE
LITERATURA

IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Origen y distribucion mundial
La alfalfa, cuyo nombre cientifico es Medicago sativa, la cual pertenece a la familia

de las leguminosas es el forraje mas antiguo que se conoce; su conocimiento

7



como forraje para uso animal, se remonta a mas de 1.500 afios a.C. La cual es
originaria de Irdn y Asia Menor y es una de las plantas mas utilizadas como forraje
en el mundo, con aproximadamente 32000000 ha cultivadas; Estados Unidos de
Ameérica y Argentina, con 16 millones de ha, tienen la mayor superficie sembrada
(Hanson, 1972; Bouton, 2001). Esta especie fue introducida a América del Sur en
el siglo XVI, por los portugueses y espafioles y en 1870 fue introducida a Peru,
México y a Estados Unidos, por misioneros espafioles (Walton, 1983; Muslera y
Ratera, 1991).

4.2. Cultivo de la alfalfa en México y Baja California

La alfalfa es uno de los cultivos forrajeros mas importantes en México y en el
mundo debido a su alto valor nutricional, ademas mejora las propiedades fisicas
del suelo, la estabilidad de los agregados y el rango de infiltracién del suelo (Ji et
al., 2010; Jiang et al., 2015). En el Estado de México, la region del Bajio, asi como
en Hidalgo y Querétaro, se ubica la mayor parte de las unidades de produccion
lechera que dependen de la alfalfa. La produccion nacional de alfalfa, asi como la
superficie sembrada, muestran una tendencia estable desde 1992 y la mayor
superficie sembrada y cosechada se encuentra en los estados de Hidalgo,
Guanajuato y Baja California y, en menor proporciéon, en Coahuila, Durango,
Estado de México y Puebla (SAGARPA, 2002). En el Valle de Mexicali Baja-
California se caracteriza por ser una zona con gran actividad agricola con una
capa arable de 210930 ha. Entre los principales cultivos que son sembrados en
éste Valle se encuentran, alfalfa, trigo y algodén (Vargas-Bejarano et al., 2012). En
el caso de la alfalfa, se ha sembrado una superficie de aproximadamente 29,545
ha (SIAP, 2012) en el Valle de Mexicali, Baja-California y el Valle de San Luis Rio
Colorado, Sonora, con rendimientos promedio de 16,010 toneladas por hectarea y
una produccion de 414,067.01 toneladas de alfalfa henificada, en el afio agricola
2013-2014 en el Valle de Mexicali, Baja California (SAGARPA, 2015), lo cual
presenta una relevancia dentro de los principales cultivos que incrementan la
economia en la region Noroeste de México. De la produccion de alfalfa antes

mencionada se utiliza El 75% para alimentar aproximadamente 50 mil cabezas de



ganado lechero, 15% para bovinos productores de carne y el 10% restante para la

elaboracion de alimentos concentrados (An6nimo, 2010).

4.3. Descripcién agronomica de la alfalfa

Se cultiva en una amplia variedad de suelos y climas. Se adapta mejor en alturas
comprendidas entre 700 y 2800 msnm. Es un cultivo que se adaptada a suelos
profundos, bien drenados, alcalinos y tolera la salinidad moderada; sin embargo,
no su desarrollo es limitado en pH inferior a 5, debido a la acidez provoca la
supervivencia y multiplicacion del Rhizobium meliloti especifico y no soporta el
encharcamiento, por lo que se considera una especie muy sensible a la acidez del
suelo. El pH critico para su desarrollo de 5-6, por debajo del cual es necesario, en
ocasiones corregir la acidez del suelo. La temperatura Optima de crecimiento
fluctda entre los 15 y 25° C durante el dia y de 10 a 20° C en la noche. Por la
longitud y profundidad de sus raices, es resistente a la sequia, pues obtiene agua
de las capas profundas del suelo (Hanson, 1972; Hughes et al., 1980; Muslera y
Ratera, 1991). Por pertenecer a la familia de las Fabaceae, hace un notable
consumo de Ca y Mg que, de contenerlos el suelo en proporciones suficientes
para el requerimiento de la planta, hace necesario solamente el agregar
fertilizantes fosfatados y potasicos (Juncafresca, 1983).

La toxicidad por Mn y Al, es una de las causas principales del escaso crecimiento
de la alfalfa en suelos &cidos, afectando adversamente al desarrollo de las raices.
Existe, ademas, una interaccién negativa entre el P y el Al, que hace que
disminuya la cantidad de P disponible, cuando el contenido de Al libre en el suelo

es alto (Muslera y Ratera, 1991).

La temperatura es una variable ambiental importante, que varia durante la
estacién de crecimiento e influye en la morfologia de la alfalfa, por lo que se
considera que ésta es una especie de dia largo y la floracién es mayor en regiones
con fotoperiodo superior a 12 h (Muslera y Ratera, 1991; Horrocks y Vallentine,
1999).



4.4. Morfologia de la alfalfa

La alfalfa (Medicago sativa L.) es una planta perenne, de crecimiento erecto, tallo
poco ramificado de 60 a 100 cm de altura; tiene hojas trifoliadas, con un pedicelo
intermedio mas largo que los laterales, foliolos ovalados, generalmente sin
pubescencia, con margenes lisos y bordes superiores ligeramente dentados figura
1 (SAGARPA, 2008; Muslera y Ratera, 1991). Esta planta varia un poco segun la
variedad, el medio ambiente donde se encuentre y la temperatura. Los tallos son
delgados, sdélidos o huecos y la raiz es pivotante y alcanza varios metros de
longitud, con una corona, de la cual emergen los rebrotes, que dan origen a los
nuevos tallos; las flores son de color azul o purpura, dependiendo de la variedad
(Del Pozo, 1983).

Figura 1. Hojas, Flores, tallo y raiz caracteristicos de Medicago sativa L.
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4.5. Definicién de maleza

El concepto de “maleza” tiene definiciones antropocéntricas, ecoldgicas, o bien
mixtas, algunos definen a las malezas como plantas que crecen en sitios no
deseados por el hombre, por lo que puede ser considerada maleza toda planta
que afecta negativamente el rendimiento de un cultivo y resulta toxica para el
ganado. Este concepto de maleza o de planta indeseable causa por lo general un
rechazo especialmente por parte de botanicos que no admiten que se catalogue
de esta manera a una especie vegetal; contrariamente, para un productor
agropecuario, las malezas constituyen plantas nocivas que deben ser eliminadas
de los campos en produccion, debido a que en la mayoria de los cultivos y
pasturas su presencia ocasiona perjuicios econdémicos de mayor o menor grado de
severidad (Sabbatini et al., 2008). Garcia-Torres y Fernandez-Quintanilla (1991),
establecen que una o varias especies vegetales al proliferar interfieran los
intereses del hombre, o que se les consideren desde el punto de vista de sus
interacciones en el ecosistema, o bien, valorando su impacto al través del tiempo y
del espacio en interaccién con las actividades del ser humano. Dentro de las
definiciones revisadas la mas interesante es la de Pujadas y Hernandez (1988),
quienes consideran que “mala hierba o maleza es toda planta que crece siempre o
de forma predominante en situaciones marcadamente alteradas por el hombre,
que resulta no deseable por él en un lugar y momento determinado”. Sin duda, el
éxito de una maleza se basa en su habilidad para invadir, dominar y persistir en el

sistema (Cousens y Mortimer, 1995).

4.6. Caracteristicas de las malezas
Segun Rosario (2011), las caracteristicas que confieren a las malas hierbas alto
poder invasivo y, mayor capacidad de adaptacion, supervivencia y crecimiento con

respecto a los cultivos son:
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b)

d)

f)

9)

Cantidad de semilla: la produccion de muchas semillas y generalmente
pequefias es una de las maneras de garantizar la persistencia de la especie
(cuadro 1).

Facil dispersion: semillas de algunas especies de malezas poseen
estructuras que les permiten ser facilmente dispersadas por el viento o
animales (trasladarse adheridas en los pelos) o por el agua de lluvia o riego
(flotar o ser arrastradas).

Los tamafnos y formas de semillas similares a las especies de cultivo.
Algunas especies de malezas son similares a las de las semillas de los
cultivos en los cuales estan presentes, por tanto son dificiles de distinguir y
separar, pudiendo ocurrir mezclas entre ellas.

Rapido desarrollo de la fase vegetativa y pronto inicio de la fase
reproductiva.

Capacidad de crecer en condiciones adversas. Especies tolerantes a suelos
salinos, niveles de inundacién, pH &cidos y basicos, entre otras.

Capacidad de reproduccion sexual, asexual y en muchos casos ambas
formas de propagacion, en las especies de mayor importancia a nivel
mundial.

Alta capacidad de persistencia, debido a:

e Produccion de semillas en un amplio rango de condiciones
ambientales. Produccion de cientos y miles de semillas en
condiciones favorables y muy pocas en condiciones adversas.

e Largo periodo de viabilidad. Las semillas de malezas pueden
permanecer viables en el suelo durante muchos afios. Numerosas
especies poseen semillas que se mantienen en latencia, esta alta
longevidad unida a la gran cantidad de semilla producidas, da lugar a
la existencia de unas enormes reservas de semillas viables en los
suelos agricolas (banco de semillas).

e Germinacion escalonada. Esta propiedad constituye una forma de
dispersion en el tiempo, permitiéndolas evitar riesgos y persistir a

pesar de la destruccion ocasional de sus poblaciones.
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h)

Cuadro 1. Produccion de semillas en algunas especies de malezas.

Especie Semillas por planta Referencia
Amaranthus spinosus 235,000 Holm et al., 1977
Amaranthus retroflexus 117,400 Stevens, 1957
Ageratum conizoides 40,000 Baker, 1965
Avena fatua 450-3000 Mailett, 1991
Avena sterilis 100 Ross y Lembi, 1985
Cenchrus spinosus 1,110 Ashton y Monaco,1991
Cyperus esculentus 2,420 Ashton y Monaco,1991
Eleusine indica 40,000 Schwerzel, 1970
Echinochloa crus-galli 7,000 Ross y Lembi, 1985
Gallium aparine 230 Ross y Lembi, 1985
Lolium multiflorum 1,100 Holm et al., 1977
Panicum maximun 9,000 Javier, 1970
Phalaris minor 9,300 Franke, et al., 2007
Portulaca oleracea 53,200 Stevens, 1957
Rumex crispus 60,000 Holm et al., 1977
Solanum nigrum 178,000 Holm et al., 1977

Capacidad de interferencia. Se entiende como la capacidad que tiene una
planta sobre el crecimiento y desarrollo de sus vecinos, efecto que se
expresa como la alteracion en el crecimiento y desarrollo de la planta. En
términos generales, las interacciones entre plantas pueden ser
consideradas positivas o negativas. La relacion entre las especies de malas
hierbas y los cultivos se consideran dentro del grupo de las interacciones
negativas al tener establecida principalmente una relacion de competencia
por los recursos del medio. El nivel de competencia por los recursos se da

cuando éstos se encuentran en bajas cantidades y es mayor, entre mayor
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sea la similitud de los requerimientos de las plantas de cultivo y las malas
hierbas (Radosevich et al., 1997).

4.7. Clasificacion de las malezas (Vega, 1987; Virguez y Gonzalez, 1998).
4.7.1. Por ciclo de vida:
Desde el punto de vista del ciclo vegetativo, las malezas pueden ser anuales,
bianuales y perennes.
a) Anuales: viven soOlo un afo, durante el cual producen semillas (su Unico
medio de propagacion) y mueren. Ejemplos de éstos lo constituyen el Bledo
Espinoso (Amaranthus spinosus), Cadillo Bravo (Cenchrus echinatus),

Cordén de Fraile (Hyptis capitata), etc.

b) Bianuales (Ciclo de vida de dos afios). En el primer afio, el crecimiento es
netamente vegetativo; en el segundo afio florecen, producen semillas y
mueren. Un representante de este grupo es la Escoba Amarilla (Sida

aggregata).

c) Perennes: Viven tres afios y/o mas). Se reproducen por rizomas,
estolones, raices y semillas. Ejemplos Palotal o Estorague (Vernonia

brasiliana), Paja Johnson (Sorghum halepense), etc.

4.7.2. Por la consistencia de tallo (Gonzalez et al., 1990: Virguez y Gonzalez,
1998):
a) Herbaceas: Malezas con tallos blandos, formado por tejido no lefiosos (no
lignificado). Aqui se incluyen la mayoria de las especies de gramineas,

ciperaceas y de hojas anchas anuales.

b) Semilefiosas: Las que tienen la base del tallo lefioso (material

suberificado) y el resto no lignificado o herbaceo.
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c)

Lefiosas: Incluyen especies con tallos lignificados en toda su longitud a
excepcion de las partes terminales de las ramas. Casi todas las malezas
perennes pertenecen a este grupo siendo las mas dificiles de controlar,

cualquiera que sea el método a emplear.

4.7.3. Por su Habitat (Zambrano, 1979; Virgiiez y Gonzélez, 1998):

a)

b)

d)

Terrestres: Deben indicarse las condiciones que le son propicias para su
desarrollo (relieve, textura, exigencias en pH, humedad y nutrientes en el

suelo).

Acudticas: Crecen en sitios con una lamina de agua permanente,
dependiendo su persistencia de una humedad alta en el suelo, en alguna
etapa de su desarrollo (crecimiento vegetativo). Estas a su vez pueden
clasificarse en: No ancladas (Sumergidas y Flotantes). Ejemplos Repollo
de agua (Pistia stratiotes), Buchon (Limnocharis flava), etc. y Ancladas
(Sumergidas, Flotantes y Emergentes), Ejemplo: El lirio de Agua (Eichornia

crassipes), etc.

Epifitas: Viven sobre otras plantas, pero no obtiene de ellas sus nutrientes,
Ejemplo: La tifia (Tillandsia recurvata), entre otras.

Parasitas: Viven sobre o dentro de otras plantas, sustentdndose de la
planta parasitada y pueden ser parasitas de tallo o de raices. Ej.: las
diferentes especies de Guate Pajarito (Phtrusa spp. y Phorandendrun spp.),

entre otras.

4.7.4. Por su tipo de Hoja (Espinoza et al., 1995):

a)

De Hoja Ancha: A estas pertenecen la mayoria de las plantas

dicotiled6neas (herbaceas, arbustivas y arboéreas).
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b) De Hoja Fina o Angosta: Esta categoria incluye todas las especies de las

familias de Gramineas y Ciperaceas.

Existen otras clasificaciones de las malezas tales como el grado de nocividad
(levemente perjudicial, medianamente perjudicial y altamente perjudicial), por la

composicidén quimica del sustrato, entre otras (Rodriguez, 2000).

4.8. Efectos de las malezas

El hombre por necesidad se hizo agricultor y al alterar el ecosistema y practicar el
monocultivo propicio la invasion, colonizacién y persistencia de especies como las
malezas, las cuales constituyen riesgos naturales dentro de los intereses y
actividades del hombre (Mortimer, 1990), las cuales infestan los cultivos, e
interfieren mediante la competencia por recursos ambientales que limitan el
crecimiento de las plantas (Zimdahl, 2007), representando uno de los principales
factores limitantes de la produccion, al grado que ha sido estimado en forma
general, que las pérdidas globales que ocasionan a la agricultura (42%), son
mayores que las ocasionadas por las plagas inséctiles (28%), enfermedades
(27%) y los nematodos (3%) (Klighman y Ashton, 1982). La alteracién de los
ecosistemas y el monocultivo ocasionaron dafios directos e indirectos. Los dafios
directos de las malezas son los relacionados con la economia del agricultor, que
incluye aumento de costos de produccion, disminucién de cosechas y pérdida de
calidad en la producciébn (Garcia-Torres y Fernandez-Quintanilla, 1991;
Radosevich et al., 1997). El principal ejemplo de dafios indirectos de malas
hierbas en los cultivos, es que sirven de hospederos alternos a artrépodos
(plagas), agentes fitopatégenos (hongos, bacterias y nematodos), particulas
virales y otros agentes (Garcia-Torres y Fernandez-Quintanilla, 1991). Ademas de
los efectos negativos de las malezas pueden actuar como refugio para organismos

benéficos (Capinera, 2005).
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4.9. Importancia agronémica de las malezas

Las malezas, en el sentido agronémico, representan plantas sin valor econémico o
que crecen fuera de lugar interfiriendo en la actividad de los cultivos, afectando su
capacidad de produccion y desarrollo normal por la competencia de agua, luz,
nutrientes y espacio fisico, o por la produccion de sustancias nocivas para el
cultivo (FUSAGRI, 1985; Pitty y Mufioz, 1991), esto indica que las malezas, debido
al efecto de interferencia causan pérdidas considerables en los rendimientos
provocando problemas severos de la agricultura mundial ya que su accion
invasora facilita su competencia con los cultivos a la vez que pueden comportarse
como hospederas de plagas y enfermedades. Debido al problema que causan las
malezas se deben implantar modelos de manejo que disminuyan su interferencia
con el cultivo y de esta forma evitar el incremento considerable en los costos de

produccion.

4.10. Métodos de control de las malezas

Las malezas constituyen riesgos naturales dentro de los intereses y actividades
del hombre (Mortimer 1990), por lo que la reduccién del impacto de las Malezas
sobre el crecimiento, desarrollo y produccién de las plantas cultivadas debe de ser
combatida, las cuales pueden ser controladas en forma mecanica, cultural,
biolégica o quimica o con su integracion. El control quimico presenta ciertas
ventajas comparativas con el resto de los métodos cominmente empleados, entre
las que se pueden mencionar la facilidad y rapidez en la aplicacion, menor costo
de la labor, mayor eficiencia en el uso energético, entre otros (Abu-Qare y Duncan,
2002). El control quimico de la maleza se realiza por medio de la aplicacion de
herbicidas y es una de las principales herramientas en la agricultura moderna. Sin
embargo, el uso de herbicidas requiere de conocimientos técnicos para la eleccién

correcta y aplicacion eficiente y oportuna de estos productos (Anderson, 1996).
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4.11. Herbicidas

Etimologicamente la palabra herbicida se compone de dos vocablos; “herbi” que
significa hierba y “cida”, que significa matar. En general, los herbicidas son
compuestos quimicos que se utilizan para la eliminacién selectiva de malezas y
otras plantas indeseables (Domenech, 1997), los cuales inhiben o interrumpen el
crecimiento y desarrollo de una planta. Los herbicidas son usados extensivamente
en la agricultura, industria y en zonas urbanas, debido a que si son utilizados
adecuadamente proporcionan un control eficiente de maleza a un bajo costo
Peterson et al., 2001). No obstante, si no son aplicados correctamente los
herbicidas pueden causar dafios a las plantas cultivadas, al medio ambiente, e
incluso a las personas que los aplican. Tomando en cuenta lo anterior, se
requieren conocimientos técnicos que permiten la eleccion correcta y la aplicacion
eficiente y oportuna de estos productos (Anderson, 1996). En la agricultura, los
herbicidas han sido una herramienta importante para el manejo de maleza por
muchos afos. Desde la década de los 1940°s los herbicidas han sido cada vez
mas sofisticados en el espectro de control de maleza, duracion del periodo de
control y selectividad a los cultivos. Aunque los herbicidas son aplicados
extensivamente, son probablemente el componente menos entendido de un

sistema de manejo integrado de maleza (Baumann et al., 1998).

4.11.1. Nomenclatura de los herbicidas
Las etiquetas de herbicidas comerciales cominmente relacionan tres nombres,
gue se ilustran aqui con referencia a glifosato (Labrada et al., 1996):

1. El nombre gquimico: describe la composicion quimica del compuesto, por
ejemplo: N-(fosfonometil) glicina.

2. El nombre comun: "glifosato” esta aprobado por autoridades apropiadas,
incluyendo el Instituto Britanico de Estandares (BSI), la Sociedad
Americana de Ciencia de Malezas (WSSA) y la Sociedad Internacional para
la Estandarizacion (ISO). A veces se aprueba por diferentes autoridades

mas de un nombre, por €j. "endotal" (BSI) y "endotall" (WSSA)
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3. El nombre comercial: "Roundup” se usa con los propésitos de mercadeo y
registro de la patente del producto. La compafia que desarroll6 el producto
tiene el uso exclusivo del mismo durante los 17 afios que siguen a la

aprobacion de la patente.

Las compafiias de agroquimicos obtienen una patente para sus nuevos herbicidas
antes de introducirlos al mercado y tienen el uso exclusivo de los mismos durante
los 17 afios que siguen a la aprobacion de la patente (Caseley, 1996; Murphy,
1999). Después de que expiran estas patentes, otras comparfias pueden acceder
al mercado con esos herbicidas, sin embargo, deben utilizar un nombre comercial

diferente.

Los herbicidas se comercializan generalmente en formulaciones liquidas o sélidas
dependiendo de la solubilidad en agua del ingrediente activo y de su forma de
aplicacion. La formulacién del herbicida se indica en la etiqueta del producto y se
designa por una o varias letras después del nombre comercial. En la etiqueta del
herbicida también se indica la cantidad de ingrediente activo en porcentaje y en
gramos de ingrediente activo por litro o kilogramo del producto comercial. La
mayoria de los herbicidas comerciales estan formulados con un solo ingrediente
activo, pero algunos consisten de la mezcla de dos o més ingredientes activos, por
lo que es importante conocer los nombres comunes de los mismos (Rosales y
Sanchez, 2006).

4.11.2. Clasificacion de los herbicidas
Los herbicidas pueden ser clasificados de acuerdo a su época de aplicacion,

selectividad, tipo, familia quimica y modo de accion.
4.11.2.1. Epoca de aplicacién

De acuerdo a su época de aplicacion los herbicidas pueden clasificarse en forma

general como preemergentes (PRE) y postemergentes (POST).
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Herbicidas PRE: Por lo general, se aplican después de la siembra, pero antes de
gue emerjan la maleza y el cultivo. Los herbicidas PRE requieren de un riego o
precipitacion para situarse en los primeros 5 cm de profundidad del suelo, donde
germina la mayoria de las semillas de maleza. Este tipo de herbicidas elimina a las
malezas en germinacion o recién emergidas, lo que evita la competencia temprana
con el cultivo. Por lo general la semilla de los cultivos se coloca por debajo de la
zona de suelo con alta concentracion de herbicida y la selectividad al cultivo puede
ser tanto posicional como fisiolégica. Los herbicidas PRE presentan una gran
interaccidon con algunas caracteristicas del suelo como son: textura, pH y materia
organica que pueden afectar la cantidad de herbicida disponible en el suelo para
controlar la maleza. Por lo general la dosis de este tipo de herbicidas se ajusta
segun el tipo de suelo y materia organica, requiriendo una mayor dosis en suelos
arcillosos y con alto contenido de materia organica (Anderson, 1996).

Herbicidas POST: se aplican después de la emergencia del cultivo y la maleza.
En la mayoria de los casos, la aplicacion de herbicidas POST debe realizarse
sobre malezas en sus primeros estados de desarrollo cuando son mas
susceptibles a los herbicidas y su competencia con el cultivo es minima. Los
herbicidas POST pueden ser mas econémicos para el productor al utilizarse solo
donde se presenta la maleza. La actividad de los herbicidas POST depende de
factores como su grupo quimico, especies de maleza presentes y condiciones de
clima como velocidad del viento, temperatura del aire, humedad relativa y

presencia de lluvia (Buhler, 1998).

4.11.2.2. Selectividad

De acuerdo a su selectividad los herbicidas pueden ser clasificados como,
Selectivos: herbicidas que a cierta dosis, formas y €pocas de aplicacion eliminan
a algunas plantas sin dafar significativamente a otras, por ejemplo atrazina es un
herbicida selectivo en maiz y sorgo. No selectivos: aquellos herbicidas que
ejercen su toxicidad sobre toda clase de vegetacion y deben utilizarse en terrenos
sin cultivo o bien evitando el contacto con las plantas cultivadas. El glifosato es un

ejemplo de herbicida no selectivo (Caseley, 1996).
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4.11.2.3. Tipo de acciéon (Ross y Lembi, 1985).
Por su tipo de accion los herbicidas pueden ser:

a) De contacto: herbicidas que eliminan solo las partes de la planta con las
gue entran en contacto y tienen un transporte limitado dentro de la planta,
por lo que se recomiendan para el control de maleza anual.

b) Sistémicos: herbicidas que se aplican al suelo o al follaje y son absorbidos
y transportados a toda la planta incluyendo sus raices y otros 6rganos
subterraneos. Debido a lo anterior, los herbicidas sistémicos son utilizados

para el control de maleza perenne.

4.12. Superficie tratada
En funcion de como se aplica el herbicida en la superficie tratada se puede
distinguir entre (Rosales, 2005):
a) Aplicaciones totales: el herbicida se aplica uniformemente en toda el area
de cultivo.
b) Aplicaciones en banda: cuando el herbicida se aplica solamente en las
bandas en que se siembra el cultivo.
c) Aplicaciones dirigidas: se aplican a las hierbas o al suelo en zonas muy

localizadas pero de forma que no alcancen a las plantas cultivadas.

4.13. Familia quimica

La clasificacion de los herbicidas en familias quimicas se basa en la composicion
de los diferentes compuestos usados como herbicidas. Los herbicidas dentro de
una familia quimica tienen propiedades quimicas similares y generalmente tienen
el mismo modo de accion (Retzinger y Mallory-Smith, 1997). Algunos ejemplos de
las principales familias quimicas de herbicidas son: las triazinas, las dinitroanilinas,
los fenoxiacéticos, las cloroacetamidas, las ciclohexanodionas, las sulfonilureas y
los bipiridilos (Hance y Holly, 1990). En Estados Unidos en la actualidad existen
alrededor de 200 ingredientes activos utilizados en la fabricacion de

aproximadamente 800 herbicidas comerciales (Vencill, 2002). En México, existen
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65 ingredientes activos en alrededor de 300 herbicidas comerciales (Anonimo,
2007).

4.14. Modo de accion

De las clasificaciones utilizadas para los herbicidas, la mas util es segun su modo
de accién (Duke y Dayan, 2001; Schmidt, 2005). El modo de acciéon es la
secuencia de eventos que ocurren desde la absorcion del herbicida hasta la
muerte de la planta (figura 2). Los herbicidas con el mismo modo de accion tienen
el mismo comportamiento de absorcion y transporte y producen sintomas similares
en las plantas tratadas (Gusolus y Curran, 1996). Ademas la clasificacién de los
herbicidas segin su modo de accion permite predecir, en forma general, su
espectro de control de maleza, época de aplicacidon, selectividad a cultivos y
persistencia en el suelo (Ashton y Crafts, 1981). Finalmente este tipo de
clasificacion permite disefiar los programas de control quimico de maleza mas
eficientes y evitar los posibles efectos negativos del uso de herbicidas como son la
residualidad en el suelo, el cambio de especies de maleza y el desarrollo de
biotipos de maleza resistentes a herbicidas (Heap, 2001; Regehr y Morishita,
1989).

Aunque es comun que los términos modo y mecanismo de accion de los
herbicidas sean usados como sindénimos, existen claras diferencias entre estos
términos. El modo de accion se refiere a los eventos que provocan los herbicidas y
el mecanismo de accién al sitio o proceso bioquimico especifico que es afectado
(Baumann et al., 1998; Gunsolus y Curran, 1996).

Los herbicidas destruyen las malezas interfiriendo los procesos bioquimicos, como
la fotosintesis, que tiene lugar en el simplasto o sistema vivo de la planta. Para
gue la accion del herbicida tenga lugar debera haber suficiente cantidad de
ingrediente activo del compuesto para que este entre en la maleza y sea

transportado hasta el lugar de accion adecuado. La mayoria de los grupos de
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herbicidas afectan, bien la fotosintesis o la division celular y el crecimiento, pero

algunos herbicidas parecen afectar mas de un punto (Altieri, 1988).
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Figura 2. Representacion esquematica del modo de accion de un herbicida de la

familia de las sulfonilureas en la planta.

Se ha visto con anterioridad que el modo de accion es la clasificacion mas
utilizada para los herbicidas en las plantas (Duke y Dayan, Schmidt, 2005),
acentuando su importancia a nivel internacional como la clasificacion mas
aceptada, agrupandose en 25 grupos quimicos (cuadro 2). Esta clasificacion nos
brinda mayor informacién sobre las interacciones entre el herbicida y la planta,
permitiendo la eleccion de un herbicida segin su modo de accion, asi como
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mezclas de ingredientes activo con el fin de erradicar la aparicion de malezas

resistentes o disminuir la incidencia de resistencia.

Cuadro 2. Clasificacidon de los herbicidas por el modo de accién (HRAC, 2008)

Grupae Modo de aceidn Familia quimica
A Inhibicién de @ acetil CoA carboxilasa Anloxifenoxipropionatos,  ciclehexanodicnas,
(ACCasal fenilpirazolinas
B Inhibicién de la acetcdaciato sinfasa  Imdazolinonas, sulfonilureas,
(ALS) triazolopirimidinas, pirimidinillicbsnzoalos.
sulfonilammnocarboniliriazalinonas
A Inhibkicién de la fodosintesis en el Triazinas, tinazinonas, uracilos, pindazinona,
folosisterma |l fenil-carhanatos
-2 Infhibicion de la fodosintesi= en &l Ureas, amida
fiosisterma Il
(| Inhikzicien  de  la  fodosintesis en ol Milrilos, benzetadiazal, feanil-piridazing
fotosistema Il
] Desviacion del flujo eleciranico en &l Bipiridilas
felosistema |
E Inhibicicn del profoparfirinagano  Difanilélerses, M-fenil-Halamidas. tiadiazales,
cxidasa (PP axadiazal, iazclinana
F1 Decoloracion: inhikicidon de la sinlesis FPindazinona, nicotinanilida, olros
de caratenoides a nivel de la fitoeno
desalurasa (POE)
F2 Decolaracidn:  inhibicidn de  la 4. Trikenona, ixasazal, perazal
hidroxifenil-piruvato-diocxigenasa [4-
HEFLD)
F3 Decoloraciaon: inhibicion de la sinlesis Triazol, iscxazolidinona, urea
de carolenoides (punto desconocida)
LE] Inhibicion da la EFSP sinlatasa Glicinas
H Inhibicidn de la glutaming sintetasa Acida fosfinico
| Inhikicién  del DHP (dihidropterato) Carbamato
sinbelasa
KA Inhibicidn  de  la  umién de los Dhinidroanilinas. fosforoamidaios, pirndazina.
micrelabules de la milosis acida benzaico
K2 Inhikicién da la mitosis Carbamaios, benzileter
K3 Inhibicidn de la divissdn celular Chroacetamidas, carbamato, acetamida,
benzamida, oxiacelamida
L Innibicidn de la sintesis de la pared Nirilos, benzamida
celular {celulosa)
T Desacoplacores  {alleracién de  la Dindrofencles
mambrana)
M Inmiicidn de la sintesis de los lpidos Twocarbamatos, fosforoditioato, benzofurano,
no ACCasa) acidos clorccarbénicos
[ AUxinas simtéticas (ooma @ accian del Acicos fenoxi-carbaxilicns, acico bengaion
aoido indolacatico, AlA) acido piridin-carboxilico, acido guinolin-
cartoxilico, alros
P Inhibicican dal Al Flalamato, diflufenzopir
RiSTE  Desconoodo Acida arilamme propamic,

organcarsenicales, atros

Desde el punto de vista mas simple el modo accion de un herbicida en la planta se

resume como las interacciones bioquimicas y fisioldégicas del herbicida con la

planta. Sin embargo, el modo de accion de un herbicida es algo mas que estas
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interacciones; implica todo un proceso de etapas relacionadas con la entrada,
movimiento y llegada del herbicida hasta el sitio donde ejercera el efecto fitotoxico
en la planta (Devine et al., 1993).

La mayoria de los herbicidas resultan letales para las plantas debido a su accion
sobre un sitio primario de trascendental importancia biologica. Esta accion puede
producir efectos fitotoxicos secundarios y terciarios que producen la muerte de la
planta. En la figura 3, se resumen los pasos desde la entrada de los herbicidas en
la planta hasta ocasionar la muerte. El sitio primario es el lugar donde se une el
herbicida o interfiere de alguna forma, causando la muerte de la planta. La accion
del herbicida se puede estudiar en dos fases: la primera fase, que conlleva el
movimiento del herbicida al sitio de accidén, mientras la segunda fase conlleva las
consecuencias metabdlicas resultantes de la interaccion en el sitio de accion
(Devine et al., 1993).

La primera fase empieza con la entrada del herbicida en la planta, bien por via
foliar o por via radical. La entrada en la planta es seguida rapidamente por una
serie de pasos que preceden la llegada del herbicida a su sitio de accion. Aqui se
incluye la entrada a las células, la difusion en distancias cortas, el transporte a
largas distancias, la conversion metabdlica del herbicida y la entrada en organelos
subcelulares. La interaccion del herbicida con el sitio de accion se puede
considerar el primer paso de la segunda fase; esto esta seguido por una serie de

consecuencias toxicas que producen la muerte de la planta.
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ENTRADA HERBICIDA EN LA PLANTA
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v
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Figura 3. Eventos desde la entrada del herbicida hasta la muerte de la planta.

4.15. Acetolactato sintasa

Las enzimas son catalizadores biologicos, que aceleran las reacciones quimicas
gue hacen posible la vida tal como la conocemos (Peter J. y Victor W., 2010). La
enzima acetolactato sintasa (ALS, acetohidroxiacido sintasa, AHAS, E.C. 2.2.1.6)
cataliza el primer paso comun en la biosintesis de los aminoacidos de cadena
ramificada valina, leucina e isoleucina en plantas y microorganismos (figura 4)
(Saari y Mauvais, 1996; Powles y Yu, 2010). Cuatro de las enzimas de la ruta son
comunes a la sintesis de los tres aminoacidos de cadena ramificada. La
acetolactato sintasa condensa dos moléculas de piruvato para formar CO; y 2-

acetolactato, que es el precursor de valina y leucina. La ALS también puede
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desarrollar la misma reaccion con piruvato y 2-ketobutirato para formar CO, y 2-
acetohidroxibutirato, un precursor de isoleucina. La ALS requiere FAD,
tiaminapirofosfato (TPP), y Mg o Mn para su actividad, y la enzima produce
hidroxietil-TPP (HETPP) como un producto intermedio. En presencia de FAD, la
ALS es predominantemente de forma tetramérica. Existen dos formas de ALS en
alguna, si no en todas, las plantas superiores. Cada forma tiene sensibilidad
caracteristica a los aminoacidos de cadena ramificada y a los herbicidas
inhibidores de ALS. La ruta completa puede ser encontrada en los plastidios,
aunque las enzimas son codificadas en el nucleo con péptido de transito para
movimiento propio hacia el plastidio. Los genes que codifican para la sintesis de
ALS han sido aislados y caracterizados en tabaco y Arabidopsis thaliana, con casi
85% de homologia entre los 667 y 670 productos aminoacidos de la proteina,

respectivamente (Devine et al., 1993).

El estudio de esta ruta de biosintesis en plantas es importante debido, entre otras
razones: por ser la ruta donde se catalizan tres de los 10 aminoacidos esenciales
y por presentar gran valor nutricional, y ser precursores de metabolitos
secundarios, como glucosinolatos y glicésidos. La inhibicién de esta enzima causa
la desnutricion de la planta por falta de sintesis de estos aminoacidos. Este
mecanismo primario, junto a los efectos secundarios de produccién de 2
ketobutirato, alteracion del transporte de fotosintatos y la disminucion de la sintesis
de proteinas se considera el mecanismo general causante de la muerte de las

plantas sensibles a inhibidores de la ALS (Tranel y Wright, 2002).
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Figura 4. Ruta biosintética de los aminoacidos valina, leucina e isoleucina
(Coruzzi y Last, 2000).
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En esta ruta existen varios pasos paralelos en los que estan involucradas estas
cuatro enzimas: acetolactato sintasa (ALS), acetohidroxiacido isomeroreductasa,
dihidroxiacido dehidratasa y aminotransferasa. El precursor comun para estos
aminoacidos es el piruvato. Ademas para la sintesis de isoleucina se requiere un
segundo precursor, el 2-cetobutirato. Este compuesto proviene de treonina que es
deaminada por una treonina deaminasa. La reaccion que cataliza la ALS incluye la
descarboxilacion irreversible del piruvato y la condensacion del radical
acetaldehido con una segunda molécula de piruvato para dar 2-acetolactato, o con
una molécula de 2-cetobutirato para dar 2-acetohidroxibutirato. En ambas
reacciones se forma un intermediario entre el piruvato y el TPP. La
descarboxilacion de este intermediario conlleva la formacion de un anion de
hidroxietil-TPP (HET-PP) el cual actia como un nucleéfilo en el grupo 2-ceto de
una segunda molécula de piruvato o 2-oxobutirato, resultando TPP y acetolactato
0 acetohidroxibutirato (figura 5).
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Figura 5. Reaccidn catalizada por la ALS, formando a partir de dos moléculas de

piruvato una de acetolactato. La otra reaccion catalizada por esta enzima es de la
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condensacion de una molecula de piruvato y otra de 2-cetobutirato para formar 2-

acetohidroxibutirato (Rosario, 2011).

La ALS, requiere FAD lo cual no es justificable ya que esta reaccion no conlleva
ninguna oxidacion o reduccion. Se especula que el papel del FAD es un vestigio
de una proteina ancestral similar a la piruvato oxidasa, en la cual el FAD juega un

papel redox. Las estructuras de estos cofactores se muestran en la figura 6.
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Figura 6. Cofactores de la acetolactato sintasa (ALS).

4.16. Herbicidas inhibidores de la acetolactato sintasa
Dentro del grupo de herbicidas que inhiben la acetolactato sintetasa (ALS) se
encuentran, las sulfonilureas como potentes inhibidores de la ALS fue descrita por

cientificos de Dupont a mediados de los 70 (Levitt, 1978). Desde entonces cientos
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de compuestos han sido identificados como inhibidores de esta enzima. En la
década de los 80, American Cyanamid desarrolld una serie de herbicidas con
estructura de imidazolinona que también inhibian la ALS (Shaner et al., 1984).
Estos herbicidas Controlan un amplio rango de malezas gramineas y de hoja
ancha, siendo selectivas para los cultivos como arroz, trigo, cebada, soja y maiz,

los cuales tienen la capacidad de metabolizarlas y detoxificarse (Yanniccari, 2014).

La molécula de este tipo de herbicidas consiste en tres partes: un grupo aryl, el
puente sulfonilurea y un anillo heterociclico que contiene nitrégeno. Cada una de
estas partes tiene un rol importante en determinar el efecto herbicida final (figura
7).
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Figura 7. Estructura quimica de las sulfonilureas (Hay, 1990).

En la actualidad se conoce que esta enzima es el sitio de accion de varias familias
de herbicidas incluidas dentro del grupo B de la clasificacion realizada por el
Comité de Accién Contra la Resistencia de Herbicidas (figura 8 grupo de gran
importancia en la agricultura moderna (Kishore y Shah, 1988; Hawkes, 1989;
Hawkes et al., 1989; Devine y Eberlein, 1997; Powles y Yu, 2010).
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Figura 8. Herbicidas inhibidores de ALS: sulfonilurea, imidazolinona,
triazolopirimidina, pirimidiniltiobenzoato y sulfonilaminocarboniltrizolinona (Heap,
2002).

Como se menciond, dentro de este grupo de herbicidas inhibidores de la ALS se

incluyen cinco diversas clases quimicas, sus estructuras se muestran en la figura
9 (Milliman et al., 2002; Whitcomb, 1999).
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Figura 9. Estructuras quimicas de herbicidas inhibidores de la ALS.

Este tipo de herbicidas que inhiben la ALS han tenido gran éxito dentro de la
agricultura moderna, no solo por su alta eficacia, sino también por su baja
toxicidad en mamiferos y bajo impacto ambiental, amplia selectividad en
numerosos cultivos, uso en pre y post-emergencia; asi como por el amplio
espectro de control sobre varias especies de malas hierbas. En la actualidad este

grupo presenta el mayor niumero de ventas en el mercado (Heap, 2002).

Uno de los aspectos mas importantes de la evolucion de poblaciones de malezas
resistentes a los herbicidas inhibidores de ALS ha sido la alta frecuencia con que
ocurre este fendbmeno. La seleccidon de biotipos resistentes a inhibidores de ALS,
principalmente, es debida al uso repetido de herbicidas en grandes aéreas, no uso
de herbicidas con diferentes modos de accion, alta eficacia del herbecida sobre los
biotipos sensibles y la residualidad en el suelo del herbicida (Tranel y Wright,
2002).
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Los mecanismos involucrados en la resistencia de malezas a herbicidas han sido

clasificados por Dekker y Duke (1995), estos autores los agrupan en dos

categorias principales:

1.

Mecanismos de resistencia por exclusion

Dentro de este primer grupo, se distinguen cuatro posibles mecanismos

diferenciables:

a)

b)

d)

Deficiente absorcion: el herbicida no es eficientemente absorbido por la
planta debido a caracteristicas morfolégicas como reducida area foliar,
superproduccién de ceras, mayor espesor de la cuticula, entre otros
(Nandula et al., 2008; Michitte et al., 2007).

Traslocacion diferencial del herbicida: tanto por modificaciones a nivel
del apoplasto o de la membrana plasmética, el principio activo no llega al
sitio blanco. Una condicion necesaria para lograr la efectividad de un
herbicida es que éste alcance su sitio de accidbn en una concentracion
suficiente como para que su efecto sea letal. La falta de movimiento de un
herbicida dentro de la planta va a limitar su concentracion en el sitio de
accion, lo que permitirhA mantener su funcionalidad (Feng et al., 2004;
Wakelin et al., 2004; Yu et al., 2009).

Compartimentalizacion: el herbicida es secuestrado en la vacuola y se

limita la llegada al sitio de accién (Ge et al., 2010)

Detoxificacion metabdlica: el herbicida es metabolizado hasta perder su
caracter fitotoxico lo suficientemente rapido como para que la planta no
muera (Reade et al., 2004).

Mecanismos de resistencia por modificaciones al sitio de accion
En esta gran categoria se distinguen dos mecanismos de resistencia por

modificaciones en el sitio de accion:
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a) Alteracion del sitio de accién por mutaciones en el sitio diana,
impidiendo el acople del herbicida a la enzima blanco. Bien pueden
haberse generado mutaciones en el sitio activo de la proteina o en
regiones que condicionan su afinidad por el herbicida (Patzoldt y
Tranel, 2007; Yu et al., 2007; Délye et al., 2008).

b) Superproduccion del sitio de accion de manera que los efectos
del herbicida se “diluyen” y la planta mantiene su actividad
metabdlica. Esto se puede generar por amplificacion génica, el
namero de copias del gen es mayor en plantas resistentes, o
alteraciones en el promotor que favorecen el incremento en la

sintesis de la enzima blanco (Gaines et al., 2010).

4.16.1. Sulfonilureas
Este tipo de moléculas puede ser absorbido tanto por raices como por follaje y las
plantas pueden traslocar sulfonilureas tanto por xilema como por floema (Bayer et
al., 1988 citado por Dastghelb et al., 1993), las cuales pueden usarse en pre y

post-emergencia en una amplia variedad de cultivos (Beyer et al., 1988).

El mecanismo de accion de la familia de las sulfonilureas es inhibiendo la actividad
de la enzima acetolactato sintetasa (ALS). La ALS es la primera enzima y la
fundamental en la biosintesis de valina, leucina e isoleucina, que son las cadenas
de amino acidos esenciales para el crecimiento normal de plantas y bacterias
(Saari y Mauvais, 1996; Powles y Yu, 2010).

Al inhibirse la sintesis de valina, leucina e isoleucina en las plantas, se produce un
rapido descenso de la cantidad de estos tres aminoacidos que podria traducirse
en una menor sintesis de proteina. Esta menor tasa de sintesis de proteina, puede
causar un enlentecimiento en la tasa de division celular y eventualmente la muerte

de la célula. La actividad biologica de estos herbicidas es muy alta, con dosis de
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campo que pueden llegar a ser de 2 g ha-1. Esta alta eficiencia en campo también
se refleja in vitro en donde la actividad ALS requiere concentraciones del rango nM
para su inhibicion. En contraste, su toxicidad en animales es muy baja (ej. el
clorsulfurén en ratas tiene un LD50 de aproximadamente 6 g por kg de peso)
(Yanniccari, 2014).

Dentro de las sulfonilureas encontramos compuestos como el Mesosulfurén metil y
al lodosulfurén metil. EI Mesosulfurén metil + lodosulfurén metil, se caracteriza por
afectar la actividad de la acetolactato sintasa (E.C.2.2.1.6) e inhibir la sintesis de
aminoacidos de cadena ramificada, y que a su vez modifican la cadena de
transporte del complejo fotosistema Il (Zhou et al.,, 2007) y generan estrés
oxidativo en las plantas consideradas como malezas debido a procesos de

lipoperoxidaxion a nivel de membrana en el cloroplasto (Dayan et al., 2012).

4.16.1.1. Mesosulfurén metil
Es activo como pirimidinilsulfonilurea, inhibiendo la ALS, con lo que se detiene el
desarrollo y se produce la muerte de la planta (figura 10). Es de aplicacién en
postemergencia en cereales, para control de malas hierbas gramineas y hojas
anchas. Algunas de las malas hierbas que controla en postemergencia temprana
son Alopecurus myosuroides, Avena fatua, Apera spica-venti, Avena sterilis,
Bromus sp., Lolium spp., Amaranthus Anagallis arvensis, Sinapis arvensis y

Stellaria media, entre otras (Senseman, 2007).

]
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Figura 10. Estructura del Mesosulfurén metil.
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La masa molecular y la formula quimica desarrollada del Mesosulfuron metil es:
e Masa molecular: 503.51

e Formula quimica: C17H21N509S2

4.16.1.2. lodosulfuron metil
Es un herbicida sulfonilurea inhibidor de la ALS, de aplicacién en postemergencia
para control de malezas de hojas anchas en cereales a 10 g i.a./ha (figura 11). Es
fabricado por Aventis, y el formulado viene en mezcla con mefenpir dietil. Es
absorbido por el follaje y las raices, y la translocacion ocurre por el floema. El

mecanismo de resistencia es un sitio de accion alterado (ALS) (Senseman, 2007).

CH;—0Q D=C\‘
OH

Figura 11. Estructura del lodosulfurén metil.

Algunas de las propiedades fisicas y quimicas del producto puro son:
e Masa molecular: 529.24
e Estado fisico: color blanco ligero y polvo cristalino
e Densidad: 0.7 g mL
e pKa:3.22
e Formula quimica: C14H13IN5NaO6S

4.17. Toxicidad por Mesosulfuréon metil + lodosulfuron metil en alfalfa
El Valle de Mexicali, Baja California México, se caracteriza por ser una zona con
gran actividad agricola de entre los principales cultivos sembrados destacan

alfalfa, trigo y algodén (Vargas-Bejarano et al., 2012). El cultivo de alfalfa alcanz6
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una superficie de siembra de 26,490 hectareas, con rendimiento promedio de
16,010 toneladas por hectarea y una produccion de 414,067.01 toneladas de
alfalfa henificada, en el ciclo agricola 2013-2014 en el Valle de Mexicali, Baja
California (SAGARPA 2015); lo cual, presenta una relevancia dentro de los
principales cultivos que incrementan la economia en la region Noroeste de México.
Este cultivo se realiza mayoritariamente en parcelas aledafas a la siembra de

trigo.

Recientemente, en diversas parcelas del cultivo de la alfalfa en el Valle de Mexicali
y San Luis Rio Colorado se han presentado sintomas de toxicidad por la
aplicacion indirecta o accidental del herbicida (mesosulfuron metil + iodosulfuron
metil) empleado en el control de malezas en parcelas de trigo aledafias a estos
cultivos. Lo cual al presentar toxicidad ocasionada por los herbicidas usados en el
cultivo de trigo, presenta un indice de siniestralidad de 2.4%, lo que se traduce en
599 hectareas plantadas con alfalfa que no pudieron cosecharse debido a
pérdidas totales del cultivo; dicho indicador esta por encima de la media estatal,
gue es de 1.8 por ciento (INEGI, 2007).

Sin embargo hay poca o nula informacion sobre el efecto fitotéxico que se han
venido presentando en diferentes lotes, por lo cual algunos productores han
manifestado su denuncia a estancias gubernamentales ya que sus predios
presentan problemas de desarrollo provocado por el arrastre de herbicida desde
un predio vecino donde se aplicé este producto para el control de malezas en
trigo. El efecto fitotbxico causado por el herbicida (Mesosulfur6n metil +
lodosulfurén meti)l se manifiesta en dafios severo con alteraciones fisiologicas y
plantas muertas (Figura 12: A, B, C dafio severo en plantas de alfalfa, D desarrollo
normal en plantas de alfalfa) en condiciones similares a las ocasionadas por la
aplicaciéon del producto; sin embargo, la Unica manera de determinar las causas
gue provocaron estas alteraciones, es mediante el analisis del follaje que permita
identificar el compuesto quimico causante del problema. Considerando la dificultad

que se ha presentado por la carencia de servicios especializados que requiere
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este andlisis, se sugiere otra opcion, en la que un técnico especialista en el
manejo de este tipo de producto, pueda reproducir el efecto del herbicida del cual
se sospecha es el causante del problema en el cultivo de la alfalfa.

Figura 12. Letras A, B, C dafio severo en plantas de alfalfa, D desarrollo normal

en plantas de alfalfa.

Para estudiar los efectos de diversas tensiones (incluyendo herbicidas) en las
plantas, puede ser representado a través de las caracteristicas agronomicas (area
foliar, color de la hoja, velocidad de crecimiento de las plantas y del rendimiento,
etc.), variaciones fisiolégicas (contenido de clorofila, la fotosintesis y la
peroxidacién lipidica, etc) (Kocurek V. et al., 2009; Tan W. et al., 2012), y el

comportamiento en la actividad enzimatica de proteinas relacionadas con el estrés
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en plantas de alfalfa expuestas a Mesosulfurén metil + lodosulfurén metil como

posibles indicadores de toxicidad en plantas de alfalfa.

4.17. Eficiencia fotosintética (Fv/Fm)

Diversos factores fisicos o quimicos de estrés ambiental como temperaturas altas,
heladas sequia, cambios en la intensidad luminosa, salinidad, deficiencias
nutricionales, presencia de metales pesados, detergentes, herbicidas y ozono
entre otros, afectan la funcion del PSII de manera directa o indirecta lo cual
modifica la emision de la fluorescencia. Por ello, los cambios en la emision de la
fluorescencia, pueden utilizarse para revelar mecanismos de respuesta,
cuantificacion de respuestas al estrés e identificacion de ciertos contaminantes y
sus fuentes (Maxwell y Johnson, 2000; Appenroth et al., 2001). El pardmetro més
usado en la emisidn de la fluorescencia es el rendimiento cuantico maximo para la
fotoquimica primaria cuando todos los centros de reaccion del PSII estan oxidados
o "abiertos" (Fv/Fm) Krause y Weis, 1991). Donde Fv es la fluorescencia variable y
Fm es la fluorescencia maxima cuando una planta esta adaptada a condiciones de
luz (Gemel et al., 1997; Maxwell y Johnson, 2000). La medicion de la eficiencia a
través de la fluorescencia se fundamenta en el proceso de transferencia de
electrones durante la fotosintesis (Gabriel A., 2006), la cual la hoja se adapta
previamente a la oscuridad por 10-30 minutos, posteriormente se expone a luz de
650 nm con una intensidad de alrededor de 3000 pmoles.m™?.s™* durante 1-10
segundos y simultineamente se miden y almacenan los valores de la
fluorescencia emitida Unicamente por la clorofila del PSIl, desde los 10 us hasta

los segundos programados.

4.19. indice de verdor (SPAD-502) (Hawkins et al ., 2009)

El medidor portatil de clorofila SPAD-502, es un instrumento que proporciona un
método para una respuesta rapida y no destructiva para la estimacion de la
clorofila y otras variables relacionadas, proporcionando asi una via para

evaluacion inmediata de las variables fisiologicas y el seguimiento de los cambios
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fisiolégicos en el tiempo. Los medidores de clorofila se utilizan ampliamente en la

agricultura para la estimacion de la clorofila en numerosas especies vegetales.

El valor SPAD (Soil Plant Analysis Development) son medidas relativas del
contenido de clorofila en la hoja, las cuales son medidos entre 650 nm (rojo) y 940
nm (infrarrojo). Los cuales se basan en el principio de que parte de la luz que llega
a la hoja es absorbida por la clorofila y el resto que se refleja entra en contacto con
la celda detectora del SPAD-502 y es convertida en una sefial eléctrica. La
cantidad de luz captada por la celda es inversamente proporcional a la cantidad de
luz utilizada por la clorofila, la sefal es procesada, y la absorbancia es cuantificada
en valores dimensionales que van de 0 a 199, por lo que las unidades SPAD seran
siempre las mismas de acuerdo con el tono verde de las hojas (Krugh et al., 1994).
El principio de medicién del Minolta SPAD-502 es medida por la transmitancia,
basada en la longitud de onda de los 650 nm (verde) y 940 nm (infrarrojo) usando

la siguiente ecuacion (Ahmad et al., 1999):
IR,
) — I 0
SPAD =K log,,| ——=

R,
R,

SPAD: Unidades SPAD de clorofila
K: constante

IRy Transmitancia de NIR (940 nm)
IR,: Poder de la luz de NIR

4.20. Determinacion de color (°Hue)
La tonalidad se midio con un espectrofotometro de esfera X-Rite 62 previamente
calibrado, las mediciones se tomaron en base al disco de color (Figura 13). Los

resultados se expresaron en tono (°Hue) segun Little (1975).

41



Diagrama de color L™a"b”

.

Figura 13. Diagrama del sistema de notacion de color L, a*, b*, cromaticidad y

angulo de matiz.

Los espectrofotbmetro cuales son equipos que miden la cantidad de Iluz
transmitida o reflejada (segun sean liquidos transparentes o sélidos opacos) con
relacion a una referencia estandar. En el caso de la medicion del color se trabaja
dentro de la zona visible del espectro (aproximadamente 380-750 nm) (Duran,
1984).

Constan, en esencia, de una fuente de luz blanca que al pasar a través de un
prisma proporciona el espectro de la misma del cual pueden aislarse diferentes
porciones mediante una red de difraccion. La luz monocromética resultante pasa a
través de la muestra dando lecturas de transmision o reflexion. La luz procedente
de la muestra es recogida por un fotodetector y transformada en lecturas de
transmision o reflexién para cada longitud de onda. (Calvo y Duran, 1997).

También permite evaluar los cambios de color a lo largo del tiempo sobre la misma
muestra. Es una técnica rapida y facil de realizar (Kropf et al., 1984; Hunt et al.,

1991).
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4.21. Especies reactivas de oxigeno

Desde la introduccion del oxigeno molecular (O2) en nuestra atmésfera y su
relacion con organismos fotosintéticos aproximadamente hace 2.7 billones de
afos, las Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) han sido compafieras
inoportunas de la vida aerdbica (Halliwell y Gutteridge, 1999). Las ROS son

formas de oxigeno atmosférico (Halliwell y Gutteridge, 1999; Mittler, 2002).

Un radical libre es una especie quimica que contiene uno 0 mas electrones
desapareados en sus orbitales externos. Un compuesto puede convertirse en
radical libre captando o perdiendo un electron. Como consecuencia de poseer
electrones desapareados, estas especies quimicas son extremadamente
reactivas, tienen, por tanto, una vida media corta y su concentracion en el estado
estacionario es baja (Armstrong et al., 1984, Cadenas 1989; Pryor 1986; Webster
y Nunn 1988). Para conseguir la estabilidad modifican a moléculas de su alrededor
provocando la aparicion de nuevos radicales, por lo que se crea una reaccion en
cadena que dafiara a muchas células y puede ser indefinida si los antioxidantes no
intervienen. Usualmente resultan de la excitacion del O, a una forma sencilla de
oxigeno (O;') o de la transferencia de uno, dos o tres electrones del O, para
formar, radical superdxido (O ), peréxido de hidrogeno (H.O;) o un radical
hidroxilo (HO ). En contraste con el oxigeno atmosférico, las ROS son capaces de
oxidar sin restriccidén varios componentes celulares y pueden inducir la destruccion
oxidativa de la célula (Asada, 1999; Dat et al., 2000). Las ROS como O.*, H,0,, O
-y HO  son moléculas téxicas capaces de causar dafio oxidativo a las proteinas,
ADN vy lipidos (Apel y Hirt, 2004).

Bajo condiciones Optimas de crecimiento, son principalmente producidas a bajos
niveles en organelos como cloroplastos, mitocondria y peroxisomas. Las ROS
pueden ser toxicas cuando se acumulan en exceso, es por eso que los
organismos aerobios han desarrollados sistemas de proteccion, que permiten el
equilibrio entre su formacién y eliminacion. Estos sistemas reciben el nombre de

antioxidantes (Gutteridge y Halliwell, 2000).
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Sin embargo el equilibrio entre produccion y eliminacion de las ROS puede ser
obstaculizado por diferentes situaciones ambientales, estreses abiéticos tales
como sequia, bajas temperaturas, salinidad, metales pesados, contaminantes o
herbicidas entre otros; como resultado de éstas los niveles de ROS pueden
elevarse rgpidamente (Prasad et al., 1994; Dat et al., 2000; Sandalio et al., 2001;
Romero-Puertas et al., 2004). Cuando el aumento del contenido intracelular de
ROS sobrepasa las defensas antioxidantes de la célula se produce el estrés
oxidativo, a través del cual se induce dafio a moléculas bioldégicas como lipidos

proteinas y acidos nucleicos (Gutteridge y Halliwell, 1999).

4.22. Peroxidacion lipidica

Todas las células estan rodeadas por una membrana que las separa del medio
extracelular. La membrana celular contiene proteinas que juegan papeles vitales
en la interaccion de la célula con otras células, hormonas y agentes reguladores
del liquido extracelular. La estructura basica de todas las membranas biol6gicas
es la bicapa lipidica, la que funciona como una barrera de permeabilidad selectiva
(Goodam, 1998). Estas son ricas en acidos grasos poliinsaturados y por lo tanto
vulnerables al ataque de radicales libres que traen como consecuencia la
peroxidacién lipidica. Esta es generalmente inducida por un radical hidroxilo que
sustrae un hidrogeno a la cadena lateral de un acido graso formando un radical
carbonado, lo que genera una cadena de reacciones oxidativas. La presencia de
xenobidticos (Metales pesados, plaguicidas, etc.), causa un desequilibrio en las
reacciones redox celulares, el cual permite la formacién de ROS y subsecuente
peroxidaciéon lipidica (Halliwell y Gutteridge, 2000; Rodriguez-Serrano y col.,
2006). En estas situaciones se ha observado un aumento en la peroxidacién
lipidica se utiliza como un indicado de estrés oxidativo (Gogorcena et al., 1995;
Sandalio et al.,, 2001; Romero-Puertas et al., 2004a; Sunohara y Matsumoto,
2008). Los antioxidantes, pueden formar complejos estables impidiendo la accién

catabdlica de los radicales libres en la membrana celular (Halliwell, 1990).
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4.23. Estrés en plantas

Los diferentes tipos de estrés ambientales como la salinidad, la sequia, la
temperatura, la contaminacion aérea, los metales pesados, los pesticidas y el pH
del suelo representan los mayores factores que limitan la produccion de las
cosechas (Prasad et al., 1994; Zhang y Kirkham, 1996; Badiani et al., 1993;
Gossett et al., 1996), debido a que estos estreses afectan casi todas las funciones

de las plantas (Hernandez, et al., 2001).

La exposicion de las plantas a diferentes tipos de estrés contribuye a la produccién
de especies reactivos de oxigeno (ROS) [radical superéxido (O27), peréxido de
hidrégeno (H20,) y radical hidroxilo (HO_)], las que al no eliminarse, producen
dafio a moléculas y organulos de la célula, concluyendo con la muerte celular por

oxidacion (Sairam y Tyagi, 2004).

Las plantas que son expuestas a estrés severo han mostrado una incrementada
susceptibilidad a la fotoinhibiciéon con el subsecuente desarrollo de la clorosis
(Wise y Taylor, 1987). Los dafios fotooxidativos son exacerbados por
contaminantes atmosféricos, herbicidas, metales pesados y compuestos naturales
como la cercosporina producida por hongos del género Cercospora (Arora et al.,
2002).

4.23.1 Estrés en plantas por herbicidas

Numerosos herbicidas generan especies activas del oxigeno ya sea por union
directa o por inhibiciéon de rutas biosintéticas. Herbicidas como la bipiridinina y el
paraquat generan radicales del oxigeno en presencia de luz, induciendo dafios
oxidativos en las plantas (Arora et al., 2002). La reduccion del paraquat dicatiénico
(por medio del PSI) provoca la formacion de un radical mococationico, el cual
reacciona con el oxigeno molecular para producir O2° con la subsecuente
produccion de otras especies toxicas como el H,O, y OH (Elstner et al., 1988).

Los éteres difenilicos, las imidas ciclicas y los derivados de lutidina actdan

inhibiendo rutas biosintéticas que provocan la acumulacion de intermediarios
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reactivos formadores de radicales (Arora et al., 2002). El modo de accién de estos
herbicidas esta basado en la capacidad de inducir la acumulacion de tetrapirroles
fotosintetizadores anormales, especificamente protoporfirinas (Matringe y Scalla,
1988).

Otros compuestos como el diurén bloquean la cadena transportadora de
electrones fotosintética, incrementando la transferencia de la energia de excitacion
de la clorofila en estado de triplete hacia el O,. Otros herbicidas como el
norflurazén inhiben la biosintesis de pigmentos carotenoides lo cual elimina la
formacién de importantes disipadores de energia de la clorofila en su estado de
triplete excitado y O,. Lukatki et al. (2013), encontraron que en tratamientos con el
herbicida TOPIK se indujeron cambios como un aumento en la peroxidacion
lipidica, en la generacién de anién superéxido O,”, en un incremento en la
actividad antioxidante total, asi como enzimas como catalasa, ascorbato
peroxidasa, observando también que el nivel mas alto de generacion de O, © fue
observado en las hojas del maiz y el trigo en invierno tratado por 800 u la g/L CP,
tanto en corto como a largo plazo, asi como un incremento en las enzimas

antioxidantes lo que indujo el estrés oxidativo en plantas de trigo, maiz y centeno.

4.24. Sistemas antioxidantes en las plantas

La capacidad antioxidante celular esta dada por mecanismos a través de los
cuales la célula anula la reactividad y/o inhibe la generacion de radicales libres
(Thornalley y Vasak, 1985; Greenwald, 1990; Palamanda y Kehrer, 1992).
Normalmente las plantas poseen mecanismos enzimaticos para la eliminacion de
las ERO (Kumar, 2011, Iturbe-Ormaetxe, Escudero, Arrese-lgor y Becana, 1998),
cuentan con sistemas antioxidantes eficientes proveén proteccion a las mismas
frente a los dafios provocados por las especies reactivas del oxigeno. Estas
defensas antioxidantes se encuentran localizados en diferentes compartimentos

celulares (Alscher at al., 1997).

46



4.24.1. Sistema antioxidante enzimatico

Las enzimas antioxidantes constituyen un grupo de enzimas antiestrés que
intervienen en la eliminacion de las especies reactivas del oxigeno. Su funcién es
prevenir la iniciacion de las oxidaciones en cadena, al eliminar las especies de
oxigeno parcialmente reducidas (02" y H,0,) (Gutteridge y Halliwell, 2000). Entre
las enzimas antioxidantes se encuentran: Superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), peroxidasa (POD), ascorbato peroxidasa (APX) y glutation reductasa
(Asada, 1992; Scandalias, 1990).

4.24.1.1. Superoxido Dismutasa

La superdxido dismutasa (EC. 1.15.1.1.; SOD) es una enzima importante en la
defensa antioxidante y se da en diversos compartimientos celulares (Gill y Tuteja,
2010), la cual proporciona proteccion de las plantas y la tolerancia a los
herbicidas. La superdxido dismutasa constituye una familia de metaloenzimas que
cataliza la dismutacion del radical superéxido a H,O, y O, (Scandalios, 1993). Esta
reaccion es 10 000 veces mas rapida que la dismutacion espontanea del anion
superoxido (Bowler et al., 1992). Han sido reportadas 3 isoenzimas nombradas
Mn-SOD, Cu-Zn-SOD y Fe-SOD en varias especies. Aunque recientemente se
descubrié en Streptomyces otro tipo de SOD con niquel en su centro activo (Kim
et al., 1996).

La Mn-SOD se encuentra principalmente en mitocondria (Hernandez, et al.,1999) y
peroxisomas (Sandalio, et al., 1987, Corpas, et al., 1998), aunque también ha sido
localizada en forma soluble en la fraccion citosolica (Hernandez et al., 2000). Se
ha encontrado ademas en organismos procariotas (Blokhina et al., 2002). La Cu-
Zn-SOD ha sido localizada tanto en la fraccién citosoélica (Hernandez et al., 1999)
como en cloroplastos, mitocondria y también en bacterias gram negativas
(Blokhina, et al., 2002).

De igual forma, la Fe-SOD aunque es detectada predominantemente en los

cloroplastos (Gomez et al., 1999), ha sido reportada en el citosol (Becana et al.,
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1986), mitocondria (Salin, 1988) y peroxisomas (Droillard y Paulin, 1989), asi
como en organismos procariotas (Blokhina et al.,, 2002). Estas isoenzimas se
diferencian teniendo en cuenta la sensibilidad al H,O, y al KCN (Bannister et al.,
1987).

Todas las SOD son expresadas en el nucleo, y los genes que codifican para las
mismas han mostrado sensibilidad a estreses ambientales, debido probablemente
al incremento en las concentraciones de las ERO (Blokhina, et al., 2002).

4.24.1.2. Peroxidasas
Las peroxidasas (EC 1.11.1.7.; POD) constituyen un grupo de enzimas cuya
funcién primaria es oxidar sustratos a expensas del H,O,, encontrandose en

plantas, mamiferos, hongos y organismos procariotas (Asada, 1992).

La peroxidasa es una hemoproteina monomérica que cataliza la oxidacion de un
amplio numero de sustratos (fenoles, aminas aromaticas, e hidroquinonas)
utilizando peroxido de hidrégeno como cofactor. Se encuentra en los peroxisomas,
en los cloroplastos, en las vacuolas y en la pared celular (Narvaez, 2002). Ademas
de estar relacionada en la proteccibn de la célula contra dafios oxidativos
causados por el H,O,, también interviene en el pardeamiento enzimatico y en los
procesos infecciosos, asi como en la elongacion de la raiz, en los procesos de
lignificacion de la pared celular y en la degradacion oxidativa del acido indol-3-
acético (Jansen et al., 2004). Asi mismo, participa en varios procesos celulares
como: desarrollo y organogénesis de la planta, senescencia, defensa de
patdgenos y heridas (Gechev et al., 2003). En bacterias y organismos animales se
han identificado y caracterizado diferentes enzimas dependientes de selenio, entre
las que se incluyen la actividad glutation peroxidasa (GPX) (Stadman, 1990;
Lauchli, 1993).

En animales se han llegado a determinar hasta cuatro grupos de GPXs

caracterizadas por su estructura, especificidad de sustrato y distribucion en el
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tejido (Eshdat y col., 1997). Esta actividad se ha detectado también en cultivos
celulares de espinaca y maiz, asi como en plantas de Lemna (Drotar y col., 1985)

y en semillas de guisante etioladas (Edwards, 1996).

Las peroxidasas utilizan una gran variedad de donadores de electrones y reciben
distintos nombres en funcién de la naturaleza del sustrato. En general, se utiliza el
término guayacol peroxidasas por ser el guayacol el donador mas utilizado en los

ensayos de laboratorio.

4.24.1.3. Catalasa
La catalasa (EC.1.11.1.6.; CAT) es una enzima que cataliza la descomposicion del
H.O,, donde una molécula de H,0, es reducida a agua, mientras que la otra es

oxidada a O:

CAT
H-»0, + H,O, — 2H,0 + O,

Esta reaccidbn se encuentra favorecida por concentraciones elevadas de H,0;
(Chance y col., 1997).

La catalasa contiene hierro en su estructura y cataliza la dismutacion del H,O, en
agua y oxigeno molecular (Arora et al., 2002). La catalasa esta localizada en
peroxisomas, y previene la difusion de H,O, a otros compartimentos celulares.
Son numerosos los estudios que han puesto de manifiesto que la catalasa es una
enzima esencial en el mecanismo de defensa frente a distintos tipos de estrés
(Willekens y col., 1997). La actividad catalasa se encuentra localizada de forma
exclusiva en peroxisomas/glioxisomas, por lo que se utiliza habitualmente como

marcador de estos organulos celulares (del Rio y col., 2006).

La catalasa fue una de las primeras enzimas en ser aislada y obtenida con un alto
grado de pureza. Todas las formas enzimaticas de la catalasa son tetraméricas

con pesos moleculares de aproximadamente 220 KDa. Se han descrito diferentes
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isoformas de catalasa en plantas (Eising y col., 1990; Havir y col., 1996; Corpas y
col., 1999). Estas formas han sido clonadas de maiz (Redinbaugh et al., 1988;
Sandalias, 1990) y genes homologos que han sido clonados a partir de otro grupo

de plantas.

En maiz se encuentran tres isoformas denominadas CAT-1, CAT-2 y CAT-3,
cuyos genes se encuentran localizados en diferentes cromosomas y son
expresados y regulados de manera diferente e independiente (Scandalios, 1990).
CAT-1 y CAT-2 estan localizados en peroxisomas y en el citosol, mientras que
CAT-3 se encuentra en mitocondria. Estudios detallados de la estructura de la
catalasa extraida de higado de ganado vacuno ha mostrado cuatro sitios de unién
al NADPH por cada unidad tetramérica (Fita y Rossmann, 1985), pero estos sitios
no estan en estrecha asociacion con el centro activo involucrado en la
degradacion del H,O,; sino que el NADPH funciona en la catalasa animal
protegiendo a la enzima frente a la inactivacion por H202 (Kirkman et al., 1987).
Sin embargo, la catalasa extraida de plantas de Solanum tuberosum no contienen
NADPH en su estructura (Beaumont et al., 1990).

Otro mecanismo enziméatico es la enzima involucrada en la via fenilpropanoide,
como la fenilalanina amonio liasa, la cual participa de manera determinante en la
generacion de compuestos fendlicos (Dixon et al., 1995) y estructuras de defensa

en las plantas (Alain-M et al., 2000).

4.24.1.4. Fenilalanina amonio liasa (PAL)

La PAL es la enzima que, al catalizar la primera reacciébn de la ruta
fenilpropanoide, se ha encontrado que puede regular la generacion de los
diferentes metabolitos obtenidos por esta via biosintética y ha sido relacionada,
por ello, con mecanismos de defensa que se activan en otros modelos
(Mohammadi et al., 2002; Heather et al., 2002 y Modafar et al., 2001).
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4.24.2. Antioxidantes no enzimaticos

También se denominan antioxidantes estequiométricos por su capacidad de
neutralizar un radical libre por molécula. Los mas importantes son el ascorbato y el
glutation (GSH), asi como el tocoferol, flavonoides, alcaloides y carotenoides.
Normalmente actlan a concentraciones relativamente elevadas (Halliwell y
Gutteridge, 2000).

4.25. Metabolismo de los herbicidas

El metabolismo de los herbicidas en las plantas es definido como el conjunto de
reacciones quimicas que sufren los herbicidas luego de su entrada a la planta y
que derivan en la modificacién de sus caracteristicas fisico-quimicas iniciales, el
cual constituye el mecanismo mas importante de selectividad de los herbicidas
entre malezas y cultivos o entre malezas susceptibles y tolerantes (Anzalone A.
2008). Las plantas tolerantes detoxifican al herbicida con suficiente rapidez como
para evitar que cantidades fitotoxicas del ingrediente activo se acumulen en el
simplasto. El metabolismo de los herbicidas involucra transformaciones que
aumentan la solubilidad en agua y esto regularmente es seguido por la
conjugacion con azlUcares o aminoacidos. Bentazon tiene un margen de
selectividad de 200 veces entre el arroz y Cyperus serotinus Rottb., debido a su
rapida hidroxilacién, seguida de su conjugacion con glucosa en el arroz (Mine et
al 1975). La selectividad al herbicida se basa en la capacidad de la planta para
metabolizar rapidamente el herbicida, formando compuestos no fitotoxicos
(Oliveira Jr. 2011, 2007). Estas reacciones pueden estar mediadas por enzimas o
no. La complejidad de las reacciones bioquimicas que se suceden en el
metabolismo de las plantas hace del estudio de estos procesos un campo

fascinante, en especial por la variedad de dichas reacciones
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4.25.1. Detoxificacion

Las plantas han desarrollado estrategias sofisticadas para hacer frente a los
efectos adversos de los herbicidas mediante la atenuacion de la fitotoxicidad
(Kawahigashi, 2009).

Los procesos de detoxificacion metabodlica de herbicidas en tejidos vegetales
pueden dividirse en tres fases (Shimabukuro, 1985; Hatzios, 1991), cada una de
ellas mediadas por un grupo de enzimas. En la Fase | o fase de transformacién
0 conversion, las propiedades iniciales del plaguicida son transformados a través
de procesos de hidrdlisis catalizados por esterasas o amidasas u oxidaciones
catalizadas por enzimas como peroxidasas, lipooxigenasas o el conjunto
enzimatico citocromo P450 mono-oxigenasa, introducen grupos funcionales en la
molécula original, generando metabolitos mas polares. Posteriormente, durante la
Fase Il o fase de conjugacion, enzimas como la glucosil tranferasa, malonil
transferasa o la glutationa-S-transferasa utilizan el grupo funcional introducido en
la fase | como punto de “anclaje” para la conjugacion de moléculas de glucosa,
malonil o glutationa con el metabolito, incrementando su solubilidad en agua y
reduciendo la toxicidad del compuesto conjugado. Generalmente, los metabolitos
formados en la fase Il tienen poca o nula fitotoxicidad. Por ultimo, en la fase Ill o
fase de conjugaciéon secundaria y compartamentalizacion, complejos proteicos
especificos ubicados en la membrana plasmatica y con funcién dependiente del
ATP, reconocen y transfieren los conjugados formados a través de la membrana

para su excrecion o inmovilizacion (Siminszky, 2006).

Tanto en plantas como en animales, estos complejos proteicos, reconocen a los
compuestos téxicos conjugados para su transferencia a través de la membrana;
en animales este paso inicia los procesos de excrecion del cuerpo por la orina o
heces, pero en plantas, al no poseer sistemas tan eficientes de excrecion, los
metabolitos conjugados son secuestrados en la vacuola (en el caso de ser
metabolitos solubles), o son transferidos al apoplasto (si son metabolitos
insolubles). A estos Ultimos procesos se les ha denominado de forma genérica

como “excrecién por almacenaje” (Anzalone A. 2008).
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4.25.1.1. Citocromo P450
El citocromo P450 es uno de los principales protagonistas en la detoxificacion de
herbicidas, juegan un papel basico en las fases iniciales de la biotransformacion

de herbicidas en muchas plantas (Castillo F. 2005). El citocromo P450 es un
conjunto de enzimas que tienen la capacidad de promover la degradacion de
muchos herbicidas, funcionando de igual forma como una via importante de
metabolizacion de muchos otros compuestos en la célula (Schuler M. 1996;
Kawahigashi, 2009).

Los P450 son hemoproteinas cataliticas en las cuales un grupo tiol del aminoacido
cisteina sirve como quinto ligando al atomo de hierro del grupo hemo y el sexto
ligando es una molécula de agua (al menos asi aparece en las estructuras de
cristal del enzima libre de sustrato disponibles hasta el momento) (Montellano et
al., 2002). En general los P-450s de eucariotas tienen un peso molecular que
oscila entre 50 y 60 kD. La similitud en la secuencia de aminoacidos entre los
diferentes P-450s es relativamente baja, llegando a ser menor del 20% en algunos
casos (Werck-Reichhar et al., 2001).

Los P450s pueden clasificarse en cuatro clases en funcion de cémo acceden los
electrones desde el NADPH hasta el centro catalitico del enzima (Werck-Reichhar
et al., 2001). Desde el momento del descubrimiento del P-450 la purificacion e
identificacion de nuevos isoenzimas ha sido una constante (Omura, T. 1999). Los
P450 se identifican con las siglas CYP seguido de un numero que designa la
familia, una letra que identifica la subfamilia y otro nimero que se corresponde con
el gen (p. e.CYP1A1, CYP2C9)

En la actualidad se considera el sistema de enzimas mas importante en la fase |
(figura 13) del metabolismo de compuestos toxicos en las plantas y su accién junto
a la glutationa-S-transferasa (que actia en la fase Il de detoxificacion), completan
los procesos de metabolizacion de una gran parte de los quimicos que entran a la
planta desde el exterior. La accién general de la P450 participa sobre los

herbicidas comienza por la formacion de un metabolito hidroxilado de la molécula
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original. En la desmetilacion y desalquilacién de herbicidas, el mecanismo de
hidroxilacion es seguido de una eliminacion del grupo metil hidroxilado (alquil)
como aldehido (Anzalone A. 2008). En muchos casos luego de la monoxigenacion
el metabolito obtenido se conjuga con moléculas hidrosolubles como la glucosa o
la glutationa, proceso que sucede durante la fase Il de detoxificacion (Bolwell et al.
1994).

reductasas .
hidrolasas

peroxidasas

Flavin-
monooxigenasa

Citocromo P450

Figura 14. Participacion relativa de diferentes enzimas en la fase 1 en el proceso

de detoxificacion.

Durante estas reacciones de biotransformacion, el toxico sufre cambios en su
estructura quimica que, con frecuencia, no sélo lo convierten en una molécula mas

polar, sino que ademas lo inactivan y lo convierten en un metabolito sin actividad.

4.25.1.2. Glutation Transferasa (GST)

El glutation (GS) es un tripeptido en células animales, en microorganismos y en
vegetales. Este tripéptido se encuentra normalmente en su forma reducida (GSH),
siendo el grupo sulfidrilo (SH) el que reacciona con los xenobidticos. La glutation
transferas (GSTs) (EC. 2.5.1.18) son una superfamilia de proteinas
multifuncionales con papeles fundamentales en la desintoxicacion de celular de

una amplia gama de compuestos exdgenos y endogenos. En las plantas y
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animales GSTs son las principales enzimas en los procesos metabolicos de
desintoxicacion en la fase Il (conjugacion) donde se incrementa la solubilidad del
compuesto electrofilico (e.g. herbicida, insecticida, entre otros), listo para ser
excretados o compartimentada por la fase Ill de enzimas (Board et al., 1994;
Coleman et al., 1997). Las glutation-S- transferasas catalizan la conjugacion con
glutation el cual constituye un mecanismo de detoxificacion de gran importancia en

muchos tejidos vegetales (Devine et al., 1993).

Se observa que este tipo de enzimas (GSTs) actia en los principales procesos
metabdlicos de desintoxicacion. La conjugacion de GSH con herbicidas es
normalmente mediada por enzimas. En el caso de la conjugaciéon enzimética, las
enzimas que catalizan las reacciones son llamadas glutation-S-transferasas. El
primer sistema de glutation-S-transferasas (GSTs) descrito como responsable del
metabolismo del herbicida, es el que realizan las conjugaciones de herbicidas
pertenecientes a la familia S-Triazinas, como son las cloro-s-triazinas (atrazina,
simazina, terbutilazina y cianazina). A esta enzima también se le conoce como

triazinil transferasa.

El uso de estos compuestos, ha sido estudiado especialmente en cultivos de
cereales, donde en el caso particular de las GSTs pueden actuar aumentando el
metabolismo de la conjugacién con glutationa este aumento se debe a dos
mecanismos, el primer (1) mecanismo es debido al incremento en la disponibilidad
de la glutationa reducida para la transformacién, en el segundo (2) mecanismo se
incrementa el contenido de glutationa-S-transferasa. Entre los mecanismos
bioquimicos que confieren resistencia a un amplio grupo de xenobidticos se
encuentra la familia de la glutation S-transferasa (Dauterman 1983; Board et al
2000).

4.26. Resistencia metabdlica a herbicidas
Por resistencia debe entenderse como la habilidad hereditaria que algunos

biotipos dentro de una poblacion adquieren para sobrevivir y reproducirse a
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determinada dosis de un herbicida, a la cual la poblacion original era susceptible
(WSSA, 1998). Se asume que cualquier poblacion de malezas puede contener
biotipos resistentes en baja frecuencia y que el uso repetido de un mismo
herbicida o de herbicidas con el mismo modo de accién expone a la poblacion a
una presion de seleccion que conduce a un aumento en el numero de individuos
resistentes (Gresel J. et al 1978; Christoffoleti y Lopez-Ovejero, 2004). Una de las
primeras consideraciones que deben realizarse es no confundir este fenébmeno
con el de tolerancia. La tolerancia es una habilidad natural propia de la especie
que le permite reproducirse y sobrevivir, y viceversa, ante la aplicacion de
herbicidas (Maxwell y Mortimer, 1994). A diferencia de las plantas tolerantes, las
poblaciones resistentes suelen sobrevivir no solo a las dosis de aplicacion agricola
del herbicida sino a otras bastante superiores (De prado et al., 1996). En términos
generales, el desarrollo de resistencia a cualquier herbicida involucra un proceso
de seleccion ligado al de variabilidad intraespecifica. Se asume que cualquier
poblacion de malezas puede tener biotipos resistentes en baja frecuencia, debido
a mutaciones que ocurren naturalmente. Asi, el uso repetido de un mismo
herbicida expone a la poblacibn a una presion de seleccién que conduce al
aumento del numero de individuos resistentes. Los biotipos susceptibles mueren
mientras que los resistentes sobreviven produciendo propagulos. Si persiste la
aplicaciéon de herbicidas que actuan sobre el mismo sitio de accién, la proporcién
del biotipo resistente se incrementa en relacion al biotipo susceptible. Indiguemos
también que ademas de la resistencia que puede ocurrir de forma natural, existen
posibilidades de inducirla por técnicas de ADN recombinante propuestas por la
ingenieria genética o seleccién de variantes resistentes obtenidas por cultivos de
tejidos o mutagénesis (De Prado R. et al 2005). Las poblaciones de malezas
adquieren resistencia por la interaccion de algunos elementos clave. Las plantas
en general, y las malezas en particular, son variables. Los genes que confieren
resistencia estan presentes naturalmente en las poblaciones salvajes, pero se
piensa, sin embargo, que las mutaciones para resistencia no son inducidas por los

herbicidas (Jasienuk et al., 1996). El conocimientos de los procesos biologicos
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responsable de la resistencia a herbicidas en una determinada mala hierba es
fundamental para el disefio de una estrategia de control (Fischer A. 2008).
La resistencia a herbicidas es un fendmeno mundial que se atribuye a dos

mecanismos basicos (De Prado et al., 2009):

El primero, esta referido al sitio de accion por pérdida de afinidad entre la proteina
de enlace y el herbicida o por una sobre-expresioén de esa proteina.

El segundo, corresponde a un mecanismo donde no esta involucrado el sitio de
accion del herbicida, también llamado mecanismo por exclusion, principalmente
debido a un incremento de la detoxificacion metabdlica del herbicida en productos
no toxicos (resistencia por metabolismo) o en una falta de absorcidén/ penetracion y
posterior pérdida de transporte del herbicida a la proteina de enlace

El término resistencia suele ir adjetivado con diversos modificadores que hacen
alusién a la posible pluralidad existente tanto en los mecanismos de resistencia
gue posee un individuo como en los herbicidas a los que éste es resistente.
Surgen asi los conceptos de resistencia cruzada y resistencia multiple.
Dependiendo de los autores consultados, estas definiciones se asociardn a
mecanismos de resistencia (Jutsum y Graham, 1995): Resistencia cruzada:
Aquella por la que un individuo es resistente a dos o mas herbicidas debido a un
solo mecanismo de resistencia. Resistencia multiple: Aquella por la que un
individuo posee mas de un mecanismo de resistencia a uno o varios herbicidas. O
a familia de herbicidas (Rubin, 1991).

El metabolismo de los herbicidas en las plantas constituye el mecanismo mas
importante de selectividad de los herbicidas entre malezas y cultivos o entre
malezas susceptibles y tolerantes. Las plantas tolerantes detoxifican al herbicida
con suficiente rapidez como para evitar que cantidades fitotoxicas del ingrediente
activo se acumulen en el simplasto. EI metabolismo de los herbicidas involucra
transformaciones que aumentan la solubilidad en agua y esto regularmente es

seguido por la conjugacién con azucares o aminoacidos (Mine et al. 1975).
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Algunos mecanismos que implican la desintoxicacion de los herbicidas son, el
glutation-S-transferasa (GST) (Tai et al. 1995) o citocromo P450 monoxigenasa
(Christopher et al. 1991) y (Han et al. 2013) la reduccion de la absorcién (Koger et
al. 2005) o la reduccién de la translocacion en la planta (Feng et al. 2004) y el
secuestro de vacuolas (Ge et al. 2010). Cuando se habla de desintoxicacion, es
comun confundir o usar indistintamente los términos metabolismo, degradacion, y
descomposicion. Entonces es necesario definir estos términos: 1. Metabolismo:
suma de procesos por los cuales una sustancia en particular es manejada en un
organismo vivo; estos procesos corresponden a transformaciones biolégicas. 2.
Degradacion: reduccion de la complejidad de un compuesto quimico. 3.
Descomposicion: la ruptura de una sustancia en sus constituyentes a través de
sus cambios quimicos. De acuerdo a las definiciones dadas, la desintoxicacion es
el resultado de las transformaciones biolégicas o metabolismos que sufre un
herbicida o xenobio6tico en una planta, que llevan alteraciones de la estructura del
herbicida y de su actividad como tal. El metabolismo de un herbicida que resulte
de su activacion puede ser deseable que ocurra en malezas, pero no en especies
cultivadas. Por otra parte, el metabolismo que resulte en la pérdida de toxicidad
del herbicida, frecuentemente base de la selectividad, es deseable que ocurra en
las especies cultivadas, pero no en las malezas. El mayor conocimiento del
metabolismo de los herbicidas en plantas superiores ha permitido entender los
fundamentos bioquimicos de la selectividad de los herbicidas y estos avances se
han logrado en relacion directa con los avances en la quimica analitica y en la
tecnologia enzimética. El metabolismo de herbicidas en plantas se realiza
principalmente debido a reacciones de oxidacién, reduccion, hidrélisis u
conjugacion. Asi, debido a la introduccion de grupos funcionales como OH, NH,,
SH, Y COOH a la molécula herbicida, se producen metabolitos con una reduccion
en la actividad herbicida, o los que muestran una modificacion en cuanto a su
fitotoxicidad. Las reacciones de oxidacion, reduccion e hidrdlisis pueden ser o no
catalizadas por sistemas enzimaticos (Kogan et al. 2013). Existen evidencias de
que la actividad de metabolizacién diferenciada de herbicidas por las enzimas

P450 puede producir que algunos cultivos sean mas tolerantes que otros cultivos o

58



especies malezas a ciertos herbicidas en particular por el aumento en la
capacidad detoxificadora de las plantas. Esto quiere decir que de la accién de las
enzimas P450 puede quedar definida la selectividad del herbicida entre especies.
(Anzalone A. 2008). La mayoria de las reacciones de detoxificacion de herbicidas
gue estan mediadas por las P450 suceden en herbicidas donde las dosis de
aplicacién son bajas o muy bajas (g-ha™), ya que para los herbicidas aplicados en
altas dosis (kg-ha-1) el mecanismo tipico de detoxificacion se produce a través de
la glutationa-S-transferasa o procesos de degradacion quimica. Las transferasas
de glutation son una superfamilia de amplia distribucion de enzimas
multifuncionales que se encuentran en plantas, levaduras, bacterias, invertebrados
y vertebrados (Liu et al., 2013). Las enzimas glutation-S-transferasas (GSTS)
cumplen multiples funciones dentro de las células vegetales, poseen la funcién de
reconocimiento y transporte de una gran cantidad de compuestos reactivos
electrofilicos, ya sean de origen externos (xenobiéticos) o de origen interno, como
metabolitos secundarios con potencial toxico a la célula. La glutatién-S-transferasa
posee un papel importante en muchos de los procesos de detoxificacion de
herbicidas en plantas actuando en la modulacién de los procesos de sefalizacion;
ese rol detoxificador de estas enzimas puede definir la selectividad de herbicidas
(Frova, 2006). Ademas Gsts pueden servir como peroxidasas, isomerasas, Yy
transferasas (Jensson et al., 1986, Bartling et al., 1993, Fernandez-Cafon and
Pefalva, 1998y Board et al.,, 2000). Las diferentes formas de GST no se
distribuyen equitativamente entre las diferentes especies de plantas, por lo cual
aquellas que posean alta actividad de GST podran soportar mejor la exposicién a
ciertos herbicidas que, por el contrario, eliminaran las especies que posean baja
actividad de GSTs. Otra forma en que las GSTs intervienen en la selectividad de
los herbicidas es a través del uso de antidotos. El uso de estos compuestos, tal
como se ha comentado, ha sido estudiado especialmente en cultivos de cereales,
donde en el caso particular de las GSTs pueden actuar aumentando el
metabolismo de la conjugacion con glutationa; este aumento puede conseguirse
por dos mecanismos: (1) incremento en la disponibilidad de la glutationa reducida

para la conjugacion e (2) incrementando el contenido de glutationa-S-transferasa
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(Anzalone A. 2008). Otro mecanismo de resistencia a los herbicidas en malezas
es la reduccion de la absorcion, la reduccion de la translocacion del herbicida
desde el sitio de absorcion al sitio diana, una ripida desintoxicacion metabdlica del
herbicida, y una alteracidon del sitio diana herbicida (Clifford et al 2005). En las
décadas de los cincuenta y sesenta se realizaron trabajos importantes de
investigacién que produjeron suficiente evidencia que indicaba que el herbicida (2-
4D) se movia mas dentro de las especies sensibles que en aquellas tolerantes
(Ashton, 1958; Rincon, 1966). También se ha demostrado que el estado de
desarrollo podria afectar el movimiento del herbicida (Petersen, 1966). Como
mecanismo de desintoxicacion el aislamiento o secuestro consiste en retirar el
herbicida o sus metabolitos de las regiones metabdlicamente activas y llevarlos a
sitios menos activos, donde son inocuos para el crecimiento, como es el caso de
las vacuolas (Del prado et al., 2005; Zelaya et al., 2007). Los mecanismos de
secuestracion son mecanismos de resistencia o tolerancia poco conocidos, pues
las evidencias que los apoyan son en muchos casos circunstanciales (Coupland,
1991; Owen y Pallutt, 1991). Los pocos casos encontrados en la bibliografia,
relacionan este tipo de mecanismos de resistencia con herbicidas de accién
hormonal e inhibidores del fotosistema I, justificando la resistencia tanto en lineas
de cultivos celulares como en plantas enteras, como un incremento en la
capacidad de secuestrar el herbicida o los metabolitos potencialmente fitotdxicos
dentro de la vacuola celular. Los procesos subyacentes a estos mecanismos de

secuestracion son todavia desconocidos.
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V. MATERIALES Y METODOS
(Etapa 1)

5.1. Desarrollo del experimento

El estudio se realiz6 de los meses de octubre de 2013 a febrero de 2014 en una
parcela ubicada en la colonia Esperanza del Valle de San Luis Rio Colorado (32°
19' 23.1" N; 114° 58' 32.9" O), en una superficie de 200 m?. Para la siembra del
cultivo se utilizd semilla de alfalfa de la variedad CUF-101 sembrada en melgas el
15 de octubre de 2013, ademas se le aplicaron de 10 a 12 riegos, asi como una
dosis de fertilizacion de 50 kg de acido fosférico en los 5 primeros riegos de auxilio
(Andnimo, 2010). Las parcelas Uutiles fueron lotes de 5.0 m de largo por 10.0 m de

ancho por tratamiento.

Los tratamientos fueron 3 concentraciones de ingrediente activo (l.A.) de
mesosulfuron metil + iodosulfurén metil y un testigo (cuadro 3), que fueron
aplicados el 27 de enero del 2014, con una mochila aspersora de motor de la
marca FORZA 25, con una boquilla 80-02 a una presion de 40 PSI y con un gasto
de agua de 200 L-ha™.

Cuadro 3. Dosis de I.A. de los tratamientos utilizados (Etapal).

Dosis de I.A (g-ha™)

Tratamiento Mesosulfuron metil  lodosulfuron metil
Testigo 0 0
1.Dosis sub-comercial 6.25 1.25
2.Dosis comercial 12.5 2.5
3.Dosis sobre-comercial 25.0 5.0

Se realizaron seis muestreos in situ para evaluar la eficiencia fotosintética, color e
indice de verdor cada tercer dia por 15 dias, tomando el dia de la aplicacion como
dia inicial o cero. Se cosecharon 10 plantas por tratamiento en los mismos dias de
muestreo y fueron llevadas inmediatamente al Laboratorio de Fisiologia de la

Universidad Autbnoma de Baja California y almacenadas en un ultracongelador a
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-40 °C hasta realizar las determinaciones de clorofila y carotenoides totales,

peroxido de hidrégeno y peroxidacion lipidica.

5.2. Eficiencia fotosintética (Fv/fm)

La eficiencia fotosintética fue determinada por medio de un fluorémetro portatil
Chlorophyll Fluorometer OS-30p (OPTI-SCIENCE, USA) usando una intensidad de
luz actinica de 2100 pmol fotén m? s™ de intensidad por un periodo de 2 sy asi
obtener la Fv/Fm en 10 plantas por tratamiento, previamente aclimatadas por 15
min de oscuridad, para garantizar que todos los centros de reaccion estuviesen
abiertos. Las mediciones se realizaron por la mafiana, utilizando las hojas apicales

segun Maxwell y Johnson (2000).

5.3. Color

Se evalu6 en 10 plantas de alfalfa por cada uno de los tratamientos. Para
determinar este pardmetro se utiliz6 un espectrofotometro de esfera X-Rite 62
previamente calibrado. Los valores fueron reportados como el tono (°Hue)
obtenido a través de los dias del experimento. Este parametro se evaluo siguiendo

la metodologia reportada por Kuehni (2005).

5.4. indice de verdor.

Las mediciones se llevaron a cabo mediante un medidor de clorofila portatil SPAD-
502 (Minolta), donde se tomaron tres lecturas por planta de 10 repeticiones de
cada uno de los tratamientos (Garcia-Lépez, 2004). Los resultados se expresaron
en Unidades Spad.

5.5. Cuantificacion de clorofila a, b, total y carotenoides totales.

Se determiné mediante la metodologia propuesta por la AOAC (1998). Se peso
0.1 g de la muestra, posteriormente se agregd 5 mL de acetona fria al 80%(V/V),
ésta fue homogenizada durante 30 s en un homogenizador de tejidos ultraturrax
(IKA®T18) posteriormente se adicionaron nuevamente 5 mL de acetona y se
volvié a homogenizar. La mezcla fue centrifugada a 3,000 xg durante 15 min y se

recuper0 el sobrenadante. Las muestras fueron analizadas en un
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espectrofotometro UV/Vis (GENESYS 10S UV-Vis) a longitudes de onda de 645,
663 y 470 nm. Se utilizaron los coeficientes de absorcion especificos para cada
uno de los pigmentos segun Lichtenthaler (1987).

5.6. Cuantificacion de peroxido de hidrégeno.

Se determiné mediante la metodologia de Chen et al. (2000). Se pes6 0.5 g de la
muestra y se le afiadieron 3 mL de buffer fosfato (50 mM, pH 6.8) para después
ser homogenizada durante 30 segundos en un homogenizador de tejidos
Ultraturrax (IKA®T18), posteriormente se centrifugd a 3,000 xg por 15 min a 4°C,
se recupero el sobrenadante y se le agregé 1 mL de TiCl, al 0.1% en H,SO, al
20%. La solucién de reaccion fue mezclada cuidadosamente y centrifugada
nuevamente a 3,000 xg por 15 min. a 4°C para posteriormente registrar la
absorbancia en un espectrofotometro UV/Vis (GENESYS 10S UV-Vis) a 410 nm.
La concentracion de peroxido de hidrégeno se calcul6 mediante el coeficiente de
extincién molar 0.28 pM™*cm™,

5.7. Cuantificacion de la peroxidacion lipidica.

Se estimd por el nivel de produccién de malondialdehido (MDA) con una ligera
modificacion del método del acido thiobarbitdrico (TBA) descrito por Kuk et al.
(2003). Se tomo 0.1 g de tejido vegetal y se mezcld con 5 mL de soluciéon de TBA
al 0.5 % en acido tricloroacético al 20% en un homogenizador de tejidos.
Posteriormente se centrifugd a 20,000 xg por 15 min y el sobrenadante fue
calentado en un “bafio maria” (90 °C) por 25 minutos, transcurrido el tiempo
rapidamente se enfrid bajo hielo. Después se centrifugé nuevamente la muestra a
3,000 xg por 10 min y el sobrenadante se utilizO para la determinacion
espectrofotométrica de malonildialdehido. La absorbancia a 532 nm fue registrada
y corregida por la absorbancia no especifica a 600 nm. La concentracion de MDA

se calculé usando el coeficiente de extincion de 156 mMtem™.
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5.8. Disefio experimental y andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron mediante ANDEVA de una via en un
disefio completamente al azar, con 4 tratamientos y 10 repeticiones por
tratamiento para las variables de eficiencia fotosintética, color e indice de verdor, y
cinco para el resto (Clorofila a, b, total y carotenoides totales, peréxido de
hidrogeno y peroxidacion lipidica). Se tomé como unidad experimental una planta.
En las variables donde la diferencia fue significativa, se realiz6 comparacion

multiple de Tukey (a < 0.05) con el paquete estadistico Statistix 8.0 (2003).
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ETAPA 2

5.9. Desarrollo del experimento.
En los meses de mayo a octubre del 2015 se realizd un estudio en una parcela

ubicada en el Ejido Nuevo Leodn del Valle de Mexicali Baja California (32°24' 34" N;
115° 11' 16" S), en una superficie de 250 m?. Para la siembra del cultivo se utilizé
semilla de alfalfa de la variedad CUF-101 sembrada en melgas el 15 de octubre de
2014, ademas se le aplicaron de 10 a 12 riegos, asi como una dosis de
fertilizacion de 50 kg de &cido fosforico en los 5 primeros riegos de auxilio
(Andnimo, 2010). Las parcelas utiles fueron lotes de 5.0 m de largo por 10.0 m de
ancho por tratamiento. Los tratamientos se aplicaron el 5 de mayo del 2015, con

una mochila aspersora de motor de la marca FORZA 25, con una boquilla 8002 a

una presién de 40 PSly con un gasto de agua de 200 L-ha™ (figura 14).

Figura 15. Aplicacion de tratamientos herbicidas en campo (Etapa?2).

Los tratamientos fueron cuatro concentraciones de ingrediente activo (l.A.) de

Mesosulfuron metil + lodosulfuron metil y un testigo (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Dosis de I.A. de los tratamientos utilizados (Etapa 2).

Dosis de I.A (g-ha™)

Tratamiento Mesosulfuron lodosulfuron metil
Testigo 0 0

Dosis sub-sub-comercial 3.12 0.62

Dosis sub-comercial 6.25 1.25

Dosis comercial 12.5 2.5

Dosis sobre-comercial 25.0 5.0

El efecto de las concentraciones sobre la eficiencia fotosintética, indice de verdor y
color se evalu6é durante siete muestreos in situ, cada tercer dia por 18 dias,
tomando el dia de la aplicacibn como dia inicial o cero. De manera aparte, se
cosecharon 10 plantas por tratamiento en los mismos dias de muestreo, que
fueron transportadas al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad
Autonoma de Baja California y se mantuvieron almacenadas en un ultracongelador
a -40 °C hasta realizar las determinaciones de actividad enzimatica de las enzimas
Peroxidasa (POD), Catalasa (CAT), Fenilalanina amonio-liasa (PAL) y Superéxido
dismutasa (SOD).

5.10. Eficiencia fotosintética

Se determiné mediante un fluorometro portatil Chlorophyll Fluorometer OS-30p
(OPTI-SCIENCE, USA) usando una intensidad de luz actinica de 2100 pmol fotén
m? s de intensidad por un periodo de 2 s y asi obtener la Fv/Fm (eficiencia
variable/eficiencia méaxima) en 10 plantas por tratamiento, previamente
aclimatadas por 15 min de oscuridad, para garantizar que todos los centros de
reaccion estuviesen abiertos. Las mediciones se realizaron por la mafana,

utilizando las hojas apicales segun Maxwell y Johnson (2000).
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5.11. Color e indice de verdor

Para determinar el parametro de color se utilizd un espectrofotometro de esfera X-
Rite 62 previamente calibrado. Los valores fueron reportados como el tono (°Hue)
obtenido a través de los dias del experimento. Este parametro se evalué siguiendo
la metodologia reportada por Kuehni (2005). Se evaluaron 10 plantas de alfalfa

por cada uno de los tratamientos.

Para la obtencion del indice de verdor se llevo a cabo mediante la utilizacion de un
medidor de clorofila portatil SPAD- 502 (Minolta), donde se tomaron tres lecturas
por planta de 10 repeticiones de cada uno de los tratamientos (Garcia-Lopez,
2004). Los resultados se expresaron en Unidades Spad.

5.12. Proteina soluble

La concentracion de proteina se cuantificé para reportar la actividad enzimética
especifica en cada enzima analizada por el método de Bradford (Bradford, 1976)
en un espectrofotdmetro (Thermo scientific, Biomate 3) a 595 nm. La curva
estandar se realizO con albumina suero de bovino (BSA) a diferentes

concentraciones conocidas.

5.13. Actividad enzimatica de Peroxidasa

La enzima se extrajo a partir de 0.2 g de muestra con 5 mL de Tris-HCI frio, 100
mM (pH 7.1), el cual contenia 1% de polivinil pirrolidona (PVP), éstas fueron
extraidas con nitrégeno liquido y posteriormente la mezcla se centrifugd por 20
min a 10,000 xg a 4 °C. La cuantificaciéon de la actividad se realiz6 segun el
método continuo descrito por Frick (1976) utilizando como sustratos el guayacol y
peréxido de hidrégeno, determinandose la velocidad de la reaccién de oxidacion
del guayacol en presencia de peroxido de hidrégeno. Se tomoé la variacién de
densidad Optica durante un minuto con intervalos de 5 segundos, registrando la
absorbancia a 470 nm. El calculo de la actividad enziméatica para este método se

realizé segun la ecuacion:
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ADO*l*Vens*diI
AT € Venz

Donde: D.O.= densidad 6ptica

Actividad enzimética=

#1960 imol-mL™

€= coeficiente de extincion molar del guayacol que es 5570
Vens= Volumen del ensayo

Venz= Volumen de la enzima

Dil= dilucién

La actividad enzimética se expresé como U-mg™ de proteina, donde una unidad

es la formacion de 1 pmol de tetraguaiacol por minuto.

5.14. Actividad enzimatica de Catalasa

La extraccion de la enzima Catalasa se realizd con buffer de extraccion Tris-HCI
0.1M (pH 8.5) con 1% de PVP. La mezcla se centrifug6 a 12,000 x g por 20 min a
4 ° C. La actividad se evalué mediante el método continuo descrito por BlackWell
et al., (1990), en donde se utilizaron 2.85 mL de buffer Tris-HCI 10 mM (pH 8.5),
0.1 mL de perdéxido de hidrogeno al 1% y 0.5 mL de extracto. La reaccion
comenzo al adicionar el extracto crudo, registrando el cambio de absorbancia a
240 nm. La actividad enzimatica se reporté como U-mg™ de proteina, donde una
unidad es igual a la descomposicion de 1 pmol por minuto de peroxido de
hidrégeno.

5.15. Actividad enzimatica de Fenilalanina amonio-liasa

Esta enzima se extrajo a partir de 0.4 g de tejido vegetal pulverizado con nitrégeno
liquido e inmediatamente se le adicioné 15 mL de buffer de borato de sodio 0.1 M
(pH 8.8) con 0.02 M de mercaptoetanol, posteriormente se agrego sulfato de
amonio (27g:100 mL™), para centrifugar a 12,000 rpm por 20 min a 4 °C. El
precipitado se resuspendié en acetato de amonio 0.1 M. La actividad enzimatica
de la PAL fue cuantificada por el método discontinuo propuesto por Paynet et al.
(1971) el cual utiliza como sustrato L-Fenilalanina. En este caso la velocidad de
reaccion se calculé a partir de la absorbancia a 275 nm, donde se mide el acido

transcinamico formado. El célculo para esta actividad fue igual a:
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(B—A)(33.75)

Actividad enzimatica=
(G)(ti-th)(V)

Donde:

B= a la absorbancia final
A
G= al peso de la muestra
\%

a la absorbancia inicial

al volumen que se le afiade de sulfato de amonio

ti= tiempo inicial

tf= tiempo final

Usando como factor de correccion la constante 33.75 U-mL™.

La actividad enzimatica se reporté6 como U-mg™ de proteina, donde una unidad es

igual a la formacion de 1 umol de &cido transcinamico por hora.

5.16. Actividad enzimatica de Superoxido dismutasa.

La enzima fue extraida a partir del método descrito por Bonnet et al. (2000),
consistié en la homogenizacion con nitrégeno liquido de 0.5 g de muestra con 1
mL de buffer de fosfato de potasio 0.1M (pH 7.8). Posteriormente se centrifug6 a
17000 x g por 20 min a 4°C. El sobrenadante se utilizé para el ensayo enzimatico.
Se siguid la metodologia utilizada por Beyer y Fridovich (1987), donde se propuso
la siguiente mezcla de reaccién; 27 mL de Buffer de Fosfato de Potasio 0.05 M
(pH 7.8), conteniendo 0.1 mM de EDTA, 1.5 mL de L-metionina (30 mg-mL™ en
agua desionizada), 1 mL de Nitro Blue Tetrazolium (1.41 mgmL* en agua
desionizada) y 0.75 mL de Triton X-100 al 1% (en agua desionizada). A 1 mL de
esta mezcla de reaccién se le adiciond 10 pL de Riboflavina (4.4 mg-100 mL™* en
agua desionizada) y 160 pL del sobrenadante, la mezcla se iluminé por 7 minutos
con lamparas de luz fluorescente de 20 watts Grolux, después de transcurrido el
tiempo se determind la absorbancia a 560 nm. La formacién de Nitro Blue
Tetrazolium Formazan debida al incremento en la absorbancia fue la velocidad de
reaccion; la absorbancia en ausencia de SOD y en presencia de varias cantidades
de SOD fue utilizada para determinar el nimero de UnidadesmL™ de SOD en la

solucién (Stauffer, 1989). Una unidad (U'mg™ de peso fresco) de SOD es igual a la
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cantidad de sobrenadante que fotoinhibe el 50% de la formacion de Nitro Blue

Tetrazolium Formazan (Giannopolitis y Ries, 1977).

5.17. Disefio experimental y analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza de una via en
un disefio completamente al azar, con 5 tratamientos y 10 repeticiones por
tratamiento en las variables medidas in situ (eficiencia fotosintética, color e indice
de verdor), y seis repeticiones para las variables de actividad enzimatica (POD,
CAT, PAL y SOD). Ademas, en las variables donde la diferencia fue significativa,
se realizé comparacion multiple de Tukey (a < 0.05) con el paquete estadistico
Statistix 8.0 (2003).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
Etapa 1

6.1. Eficiencia fotosintética
La eficiencia fotosintética en plantas tratadas con diferentes dosis del herbicida

fueron estadisticamente diferentes con respecto al testigo (a=0,05) (Figura 16). En
las mediciones del dia 9 se observan diferencias significativas entre todos los
tratamientos con valores que oscilan 0.600 (dosis sub-comercial) y 0.403 (sobre-
comercial) en comparacion con el valor promedio de Fv/Fm para plantas control de
0.712, estos resultados concuerdan con (Guo X et al., 2009) quienes indican que
con dosis altas de mesosulfuron metil + iodosulfuron metil se reduce la eficiencia
fotosintética. En el dia 12 la eficiencia fotosintética se encuentra por debajo del
0.071 en la concentracion de sobredosis (125.0 + 25.0) siendo que para esta
misma concentracion en el dia 15 las hojas de las plantas se encuentran en un
estado de marchitez. En general se observd una disminucién en los valores de
Fv/Fm en los tratamientos aplicados a medida que el tiempo transcurrio
independientemente de la dosis evaluada. Los valores de la relacién Fv/Fm fueron
mas bajos para las plantas expuestas al herbicida en comparacién al testigo, lo
cual pudiera estar relacionado a la inhibicion de la enzima acetolactato sintasa al
inhibir la ALS hay una interrupcion del transporte de electrones en la fotosintesis, y
se interrumpe la sintesis de aminoacidos de cadena ramificada los cuales juegan
un papel importante en la cadena de transportes del complejo fotosistema Il (Zhou
Q.Y et al., 2007).
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Dias después de la aplicacion
Figura 16. Comparacion de la eficiencia fotosintética en plantas de alfalfa tratada

con dosis de Mesosulfurén metil + lodosulfurén metil.

6.2. Tono (°Hue)
Se puede observar que las plantas tratadas con las diferentes dosis de

mesosulfuron metil + iodosulfuron metil, presentaron valores de tono menores en
comparacion con el testigo (a=0,05). En las dosis comercial y sobre-comercial los
valores de tonalidad fueron iguales estadisticamente (a=0,05). Sin embargo, en el
dia 6 se detectaron diferencias significativas entre todos los tratamientos (figura
17), presentaron valores menores a medida que la concentracion del herbicida se
incremento.

Esta disminucion de los valores del tono en los tratamientos con herbicida se
pueda deber a que a medida que los dias pasaron las hojas presentaban una
tonalidad clorética ya que hay una degradacion de la clorofila, probablemente

inducida por la inhibicion de los aminoéacidos ramificados, lo que causa una
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desnutricion en la planta, provocando que las hojas tengan un cambio en la
tonalidad (Tranel y Wright, 2002).
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Dias después de la aplicacion
Figura 17. Comparacion de la tonalidad en plantas de alfalfa tratadas con

diferentes dosis de Mesosulfuron metil + lodosulfurén metil.

6.3. indice de verdor (Unidades Spad)
En la figura 18, se observa que todas las concentraciones del herbicida

disminuyeron el indice de verdor en plantas de alfalfa, con respecto al testigo
(a=0,05), independientemente al periodo de evaluacion. En el dia 6 se puede
observar que entre los tratamientos con herbicida, no existe diferencia significativa
en los valores de indice de verdor (a=0,05). Pero en el dia 9 el tratamiento con la
dosis sobre-comercial presentd menor valor (25.10 Unidades Spad) de indice de
verdor en comparacion con la dosis comercial (29.40 Unidades Spad) y la dosis
sub-comercial (31.60 Unidades Spad) (a=0,05). Comportamiento similar se obtuvo

en el dia 12. El contenido de pigmentos fotosintéticos muestra un cambio en el
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indice de verdor en alfalfa, debido al efecto de las diferentes concentraciones del
herbicida. En el dia 6 se puede observar claramente que los tratamientos con
concentraciones de herbicida, disminuyen su indice de verdor hasta los valores de
38.13 (dosis sobre-comercial) en comparacion con el testigo con valores de 59.12
unidades spad, los tratamientos dosis comercial y dosis sub-comercial tiene
valores muy similares a los de la concentracion de dosis sobre-comercial. En el
dia 9 se ve mas marcado el dafio en la dosis sobre-comercial en comparacion con
los demas tratamientos, en esta misma concentracion para el dia 12 los valores de
indice de verdor se encuentran debajo de las 10.76 unidades spad, teniendo para
el dia 15 hojas con un minimo o nulo verdor. El contenido de pigmentos
fotosintéticos es un indicador importante para la relacion fotosintesis de las
plantas. El herbicida redujo el contenido de pigmentos fotosintéticos en hojas de
alfalfa (Medicago sativa L.) significativamente, debido a que hay una influencia
indirecta sobre la estructura de los cloroplastos, lo que ocasiona una disminucion
en el indice de verdor. Se puede sugerir que mesosulfuron metil + idosulfuron
metil puede destruir la estructura del cloroplasto de (Medicago sativa L.), reducir el
nivel de apilamiento de los tilacoides (Liu Z.H. et al., 2007), aumenta el riesgo de
dafios por foto-oxidacion, reduce la absorcion de luz, transmisién, distribucién
entre el fotosistema | y fotosistema Il (Murata N, S. et al., 2007) y afecta la sintesis
de ATP Y NADPH.
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Dias despues de la aplicacion
Figura 18. Cambio en el indice de verdor en alfalfa tratada con dosis de

Mesosulfurén metil + lodosulfurdn metil.

6.4. Concentraciones de clorofilaay b en alfalfa tratada con dosis de
Mesosulfurén metil + lodosulfuréon metil

En relacion al contenido de pigmentos en las hojas de alfalfa (Medicago sativa L.)
se encontro con base en el analisis de varianza diferencias significativas en las 3
concentraciones del herbicida y el tratamiento control, después del dia tres de la
aplicaciéon. La mas alta concentracion de este pigmento se encontro en el dia 9 en
el testigo con 2.25 mgg’, para este mismo dia la concentracién de clorofila a
disminuyé en 0.96 mgg™ para la dosis sobre-comercial. Para el dia 12 las
concentraciones dosis sub-comercial, comercial y sobre-comercial tuvieron valores
similares. En cuanto el contenido de clorofila a en la dosis comercial se cuantifico
por debajo de 0.65 al dia 15. La clorofila b presentd tendencias similares al
disminuir conforme pasaban los dias, con diferencia significativa con el testigo y
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las tres concentraciones de herbicida, los valores oscilaron entre 0.471 mgg™
(testigo) y 0.178 mg'g™* (dosis sobre-comercial los cuales se muestran en el cuadro
5. Estos resultados son similares con los publicados por Yuan X. et al., 2013
quienes encontraron que al aumentar la dosis de mesosulfurbn metil +
iodosulfuron metil, sobre Radix isatidis (Isatis indigotica Fort.) disminuia la
concentraciones de clorofila a y b. La disminucion en la clorofila a 'y b, se debid al
inhibir la ALS que bloquea la sintesis de clorofilas y hay una degradacion en los

cloroplastos.

Cuadro 5. Comportamiento de clorofila a 'y b en alfalfa tratada con dosis de

Mesosulfurén metil + lodosulfurén metil.

Clorofila a (mg-g™ de peso fresco)* Clorofila b (mg-g™ de peso fresco)’
Dias después de la aplicacion Dias después de la aplicacion
3 6 9 12 15 3 6 9 12 15

Testigo  1.75% 1.87° 225° 1.95° 2.14°  0.386® 0.385° 0.458° 0.426° 0.471°

6.25g+ 167% 1.28° 150° 0.87° 0.84° 0.555* 0.262° 0.235*° 0.171° 0.173°
1.25
g-ha"l

1259+ 1.88% 1.39° 1.14° 0.76° 0.64° 0.389%° 0.286° 0.259*° 0.184° 0.199"
2.5gha”

25.0g+ 157* 1.00° 0.96° 0.76° - 0.337° 0.215° 0.189° 0.178° -
5.0 g-ha™

CV (%) 1785 9.11 1052 11.24 10.03 23.52 20.55 21.44 15.09

£ Valor promedio de clorofila a al dia 0 = 1.84 mg-g™ de peso fresco.
9l Valor promedio de clorofila b al dia 0 = 0.387 mg-g"l de peso fresco.
T Diferencia de medias dentro de columnas con prueba de Tukey, P<0.05.
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6.5. Concentraciones de clorofila total y carotenoides totales en alfalfa
tratada con dosis de Mesosulfurén metil + lodosulfurén metil

En cuanto a los resultados obtenidos de clorofila total y carotenoides totales, se
reportan valores de disminucion en los tratamientos sometidos al herbicida, en
comparacion con el tratamiento control (cuadro 6). Respecto al contenido de
carotenoides totales en el dia 15 se encontr6 que la mayor concentracion se
encuentra en el tratamiento control registrandose 12.88 mg-g” y el menor
contenido de carotenoides se encontr6 en este mismo muestreo en la dosis
comercial con 3.58 mg-g™. Se observé una clara tendencia a disminuir a medida
que el tiempo pasaba en las concentraciones de clorofila total y carotenoides
totales en los tratamientos sometidos al herbicida. Los diferentes grados de
disminucién en el contenido de pigmentos fotosintéticos en hojas de alfalfa
(Medicago Sativa L.) fueron acompafiados con el aumento de la concentraciéon del
herbicida antes mencionado. Esta disminucion pueda deberse, al degradarse los
carotenoides a medida que el tiempo pasa, van dejando de cumplir su funcién de
proteccion de los componentes fotosintéticos contra el dafio foto-oxidativo, por lo
cual también tiende presentar una disminucién en el contenido de clorofila total
(Fraser y Brambley, 2004).

Cuadro 6. Comportamiento de clorofila y carotenoides totales en alfalfa tratada con
dosis de Mesosulfurén metil + lodosulfurén metil.

Clorofila total X Carotenoides totales
(mg-g™ de peso fresco) (mg-g™* de peso fresco)*
Dias después de la aplicacion Dias después de la aplicacion
3 6 9 12 15 3 6 9 12 15
Testigo 2.14% 2213* 271* 237° 287° 953 978 1285 11.09° 12.88°
6.25g + 2.31° 159 1.74° 1.04° 090° 846" 6.80° 813" 6.02° 540°
1.25 g-ha™
1259 + 227* 175 1.40° 094" 085" 9.60° 8.28" 6.83° 535 358°
2.5gha?
25.09 + 1.97° 1.16° 1.05° 091° - 8.78" 6.46° 6.16° 6.00° -
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5.0 g-ha™

CV (%) 1479 1151 22.05 11.80 13.73 18.04 11.28 16.96 9.89 8.98

* Valor promedio de clorofila total al dia 0 = 2.22 mg-g™ de peso fresco.
¥ Valor promedio de carotenoides totales al dia 0 = 10.23 mg-g'1 de peso fresco.
I Diferencia de medias dentro de columnas con prueba de Tukey, P<0.05.

6.6. Concentraciones de peréxido de hidrogeno y peroxidacion de lipidos en

alfafa tratada con dosis de Mesosulfuréon metil + lodosulfuron metil en alfalfa
tratada con dosis de Mesosulfurén metil + lodosulfurén metil

En el cuadro 7 se observan los cambios que hubo en las concentraciones de

peréxido de hidrogeno y peroxidacion de lipidos en los tratamientos aplicados con
el herbicida en contraste con el tratamiento control a medida que el tiempo pasa
después de la aplicacion. Los valores de peroxido de hidrégeno fluctuaron de 40.2
a 19.62 puM-g*. Las hojas de alfalfa bajo las concentraciones del herbicida,
mostraron un aumento del indice de la peroxidaciéon de lipidos de la membrana en

contraste con el tratamiento testigo.

Cuadro 7. Comportamiento de perédxido de hidrogeno y peroxidacion de lipidos en alfalfa
tratada con dosis de mesosulfurén metil + iodosulfurén metil.

Perdéxido de hidrégeno Peroxidacién de lipidos
(uM-g™* de peso fresco)® (MM de MDA-g" de peso fresco)®
Dias después de la aplicacion Dias después de la aplicacion
3 6 9 12 15 3 6 9 12 15
Testigo 40.2** 333" 314° 331° 31.8° 16.9° 175" 186° 182° 183°
6.259 + 31.4° 264° 269" 371" 1062°  16.0° 206% 231" 263" 26.2°

1.25 g-ha™

125g+25 301° 254° 26.7° 40.1%* 434° 20.2* 19.4° 27.1% 341* 38.2°
g-ha™

25.0g+5.0 235° 224° 215° 436° - 17.2* 265" 34.0° 27.5° -
g-ha™
CV (%) 9.41 1094 10.99 11.54 11.94 11.33 16,50 20.48 11.96 17.30

§ Valor promedio de peréxido de hidrégeno al dia 0 = 30.9 uM-g™* de peso fresco.
Q Valor promedio de produccion de MDA al dia 0 = 17.2 uM-g'1 de peso fresco.
1 Diferencia de medias dentro de columnas con prueba de Tukey, P<0.05.
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Etapa 2

6.7. Eficiencia fotosintética (Fv/Fm)

Se encontro diferencia del testigo con respecto a las cuatro concentraciones en la
mayoria de los dias de evaluacion, la cual es mas notoria a partir del dia seis
después de aplicadas las dosis del herbicida (figura 19), la diferencia encontrada
de eficiencia fotosintética en plantas tratadas con diferentes dosis de Mesosulfurén
metil + lodosulfuron metil fueron estadisticamente diferentes con respecto al
testigo (a=0,05). Al sexto dia, los valores de eficiencia fotosintética disminuyeron
de 0.771 (testigo) a 0.586 (sobre-comercial), y en la dosis comercial (12.5 g + 2.5
g I.A.) de este mismo dia tenemos valores de 0.617 (Fv/Fm). En los dias 15y 18
después de la aplicacion, se presenta diferencia estadistica del testigo con
respecto a todas dosis de I. A. del herbicida, también se observa que la dosis que
contiene la menor cantidad de ingrediente activo de la mezcla del Mesosulfurén
metil + lodosulfurén metil podemos ver la afectacion de la eficiencia fotosintética
con valores por debajo de 0.454 al dia 18 después de aplicado. En todas las dosis
se observo una disminucién en los valores de Fv/Fm a medida que el tiempo
transcurrié. Haynes et al. (2004) mencionan que las plantas al estar expuestas a
un factor estresante, se ve afectada su actividad fotosintética manifestando
cambios fisiol6gicos externos en la planta, lo cual concuerda con los resultados
obtenidos, en donde la aplicacion de diferentes dosis de Mesosulfuron metil +
lodosulfurén metil ocasionan toxicidad en plantas de alfalfa observado en cambios
en su actividad fotosintética. Por otra parte se ha visto que los herbicidas pueden
ocasionar una fitotoxicidad no especifica dafiando en cierta manera a las partes
del organismo de interés (Dalton y Boutin, 2010), en nuestro caso el herbicida
Mesosulfuron metil + lodosulfurén metil inhibe a la enzima Acetolactato sintasa,
gue a su vez esta inhibicién causa la desnutricion de la planta por falta de sintesis
de aminoacidos como valina, leucina e isoleucina, alterando el transporte de
fotosintatos y la disminucién de la sintesis de proteinas causando la muerte de las
plantas (Tranel y Wright, 2002). Ademas, Guo X et al. (2009) mencionan que en

dosis altas (0.15 kg/hm2) de Mesosulfurén metil + lodosulfurén metil en plantas de
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trigo, se reduce la eficiencia fotosintética, lo cual coincide con los resultados

obtenidos en este estudio.

0.8 ps *

04

02r — - —  Testigo
—H8—— 3.12g+0.62glA

—4— 625g+1.25glA
—A—— 125g+25glA

00F —@—— 25g+5gIA.

Eficiencia fotosintética (Fv/Fm)

0 3 6 9 12 15 18

Dias despues de la aplicacion

Figura 19. Comportamiento de la eficiencia fotosintética en plantas de alfalfa

tratadas con Mesosulfuron metil + lodosulfurén metil.

6.8. indice De Verdor (Unidades Spad) y Tono (°Hue)

Los valores de indice de verdor y tono en plantas tratadas con diferentes dosis de
Mesosulfuron metil + lodosulfuron metil fueron estadisticamente diferentes con
respecto al testigo (a=0,05) (figura 20). Se puede observar como las plantas
tratadas con las dosis del herbicida fueron disminuyendo en su indice de verdor
expresado en unidades Spad con respecto al testigo, desde el dia tres después de
la aplicacion, se observo el efecto del herbicida en dosis por debajo de la sub-
comercial (6.25 g + 1.25 g ILA.). Los valores en el testigo se mantuvieron entre
50.40 y 57.60 unidades Spad, a diferencia de las plantas sometidas a las dosis
utilizadas; en el caso de la sobre-dosis (25 g + 5 g I.A.) se presentaron valores de
19.20 unidades Spad al dia 12 y mientras que para el dia 18 en esta misma dosis,

valores de 5 unidades Spad (Figura 20a).
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Figura 20. Comportamiento del indice de verdor y color en plantas de alfalfa

tratadas con Mesosulfurén metil + lodosulfurén metil. a: indice de verdor; b: Tono.

Los valores de indice de verdor en dosis sub-comercial y comercial son muy
similares en todos los dias de muestreo con valores al dia 18 de 19.80 y 15.20
unidades Spad, respectivamente. Se ha encontrado que los herbicidas causan
fitotoxicidad tanto en malezas como en cultivos, dentro de la fitotoxicidad que
causan los herbicidas, ocasionan directamente o indirectamente la interrupcion del
flujo de electrones, lo que provoca la destruccién de la clorofila y carotenoides, lo
que causa la clorosis, y la formacion de radicales libres que destruyen las
membranas celulares provocando la necrosis (Duke y Dayan, 2001). Los
resultados aqui presentados concuerdan con los reportados por Pavlovic (2005) y
Pavlovic et al. (2007) donde observaron una disminucién de 25.00 a 20.31 en
plantas de Amaranthus retroflexus, por otra parte para las plantas de A.
teophrastila la disminucion fue de 25.27 a 23.95 y de 37.99 a 33.14 para plantas
de Chenopodium album. Por otra parte Pavlovic (2010) observé los cloroplastos
dafados en las plantas de Conyza canadensis, C. bonariensis y Lolium rigidum

después de la aplicacion de glifosato trimesium.

En la Figura 20b, se puede observar que las plantas de alfalfa tratadas con todas

las concentraciones utilizadas de Mesosulfuron metil + lodosulfurén metil,
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mostraron una disminucion en sus valores de tono (°Hue) con respecto al testigo.
Las dosis sub-sub-comercial, sub-comercial y comercial (3.12 g + 0.62 g, 6.25 g +
1.259g,y 125 g + 2.5 g I.LA.) mostraron alta similitud entre ellas en todos los dias
de muestreo, excepto en el dia 18 en el cual hubo diferencia con la dosis sub-sub-
comercial (3.12 g + 0.62 g I.A.). En todas las dosis a partir del dia tres se muestra
una diferencia significativa con respecto al testigo (a=0,05), sin embargo, la dosis
gue muestra una mayor diferencia es la sobre-dosis (25 g + 5 g I.A.) donde desde
el dia tres presenta valores de 93.88 °Hue en comparacion con el testigo que para
ese mismo dia tuvo valores de 120.90 °Hue. En estas mismas dosis para el dia 18
se muestran valores de 70.00 y el testigo tuvo 116.50 °Hue, lo cual muestra la alta
degradacion del color ocasionada por la mezcla del Mesosulfuron metil +
lodosulfurén metil. Esta degradacion del color puede deberse como hemos visto
anteriormente al haber una inhibicion de la enzima Acetolactato sintasa lo que
causa la desnutricion de la planta por falta de sintesis de aminoacidos ramificados
(valina, leucina e isoleucina) alterando el transporte de fotosintatos y la
disminucién de la sintesis de proteinas, lo que provoca la destruccion de la
clorofila y carotenoides, lo que ocasiona la clorosis, y la formacion de radicales
libres que destruyen las membranas celulares (Tranel y Wright, 2002; Duke y
Dayan, 2001). Posiblemente debido a que existe una influencia indirecta del
herbicida utilizado sobre la estructura de los cloroplastos, ocasione una
disminucién en el indice de verdor, que puede sugerir que el Mesosulfuron metil +
lodosulfurén metil puede destruir la estructura del cloroplasto al reducir el nivel de
apilamiento de los tilacoides (Liu et al., 2007), aumentar el riesgo de dafios por
foto-oxidacion, reducir la absorcién de luz, transmision, y distribucién entre el

fotosistema | y fotosistema Il (Murata N, S. et al., 2007).

6.9. Actividad enzimatica de Superoxido dismutasa

La actividad de Superéxido dismutasa en plantas de alfalfa ocasionado por la
aplicacién del herbicida, disminuyeron en todos los tratamientos desde el dia 6. La
disminucién de la actividad de SOD fue similar en las dosis sub-comercial,

comercial y sobre comercial (6.25 g + 1.25;12.5g+259gy25g+5gdel.A), en
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la dosis sobre-comercial los valores promedio fueron de 31.93 U-mg * de proteina
en el dia 0 a -1.4470 U-mg " de proteina del dia 18. En la dosis sub-sub-comercial
(3.12 g + 0.62 g de I. A.) encontramos una diferencia con respecto a las dosis
antes mencionadas en todos los dias de muestreo los valores obtenidos
disminuyen de 31.93 U-mg ™ de proteina en el dia 0 a 1.5327 U-mg * de proteina
en el dia 18. En el testigo los valores fluctuaron de 31.93 U-mg ™ de proteina en el
dia 0 @ 9.0547 U-mg ™ de proteina en el dia 18 lo cual muestra una clara diferencia
en comparacion con las dosis y la disminucion de la actividad en SOD (figura 21).
Como se ha descrito anteriormente en todas las dosis se ha mostrado una
reducida actividad de SOD durante el transcurso del tiempo, obteniéndose las mas
bajas actividades en el dia 18 en todos los tratamientos lo cual al haber una
disminucién en dicha actividad puede contribuir a la acumulacién de superéxido e
incrementar el estrés oxidativo (Rogiers et al., 1998). Se han visto resultados
similares en la reduccion de la actividad de SOD debido a la aplicacion de
fluometurén y atrazina, lo que sugiere que esta disminucion es atribuida en
activacion de H,O, (Sandalio et al., 2001), ademas se ha evaluado en hojas de
frijol y maiz, que conforme aumenta el tiempo de exposicion del herbicida en la
planta, los niveles de la enzima SOD se ven disminuidos, lo que significa una
menor actividad de la enzima (Hassan y Mamdouh, 2005).
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Figura 21. Actividad enzimatica de la Superéxido dismutasa en plantas de alfalfa

tratadas con Mesosulfuron metil + lodosulfurén metil.

6.10. Actividad enzimatica de Peroxidasa

La actividad enziméatica de Peroxidasas en plantas de alfalfa sometidas a distintas
dosis de aplicacion de Mesosulfuréon metil + lodosulfuron metil siguieron una
misma tendencia, con un incrementd conforme transcurrio el tiempo después de la
aplicacion del herbicida (figura 22). EI mayor incremento de la enzima POD se
encontré a los 18 dias después de la aplicacion con la dosis de sobre-dosis (25 g
+ 5 g de ILA), la cual aumenté 1.27 veces la actividad de esta enzima con
respecto al testigo, con un valor de 593, 765 U-mg * de proteina. Para el dia 12
después de la aplicacion los valores de actividad especifica de POD se
mantuvieron cercanos a las 380,000 U-mg " de proteina para las cuatro dosis de

aplicacioén, presentando una tendencia de mayor actividad para las dosis de mayor
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concentracion de ingrediente activo. Estos incrementos pueden estar asociados a
la generacion de un estrés oxidativo provocado por el mayor tiempo de exposicion,
asi como las concentraciones mas altas de ingrediente activo del herbicida,
generando una mayor liberacion de la POD al citoplasma de la célula
incrementando asi su actividad.
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Figura 22. Actividad enzimética de la Peroxidasa en plantas de alfalfa tratadas

con Mesosulfurén metil + lodosulfurén metil.

Uno de los mecanismos de reaccién bioguimica mas importante con que una
planta cuenta para contender ante diversos cambios dafiinos del ambiente, es el
complejo enzimatico de defensa, el cual incluye a la PX y la SOD. La PX, al igual
gue la catalasa, es una hemo-proteina que cataliza la dismutacion del H,O, en
H,O y O, y desarrolla otros roles fisioldgicos (como enzimas de lignificacion y
como oxidasa del indolacético) (Salvador-Figueroa et al., 2013). Las peroxidasas

participan en muchos procesos fisiolégicos y en la respuesta a varios factores
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externos tales como interacciones con patdgenos, heridas u otros estreses
ambientales (Passardi et al., 2004), promoviendo una defensa pasiva, mediante el
estimulo del engrosamiento de las paredes celulares, o activa, controlando el dafio

oxidativo y/o participando en la degradacién de compuestos.

Estos resultados condicen con los obtenidos por Basantani et al. (2011), los cuales
trabajaron con Vigna radiata en donde encuentran que el glifosato induce la
expresion de peroxidasas reflejandose en incrementos de aproximadamente una a
tres veces los niveles de actividad con respecto al control. Estudios anteriores
como los de Cafal et al. (1988) encontraron que el glifosato incrementé la
expresion de peroxidasas en Cyperus esculentus, entre éstas han detectado tres
fracciones isoenziméaticas las cuales variarian su nivel de actividad dependiendo

de la dosis de herbicida empleada.

Los radicales superoxido y perdxido de hidrégeno son téxicos en la naturaleza,
causa dafos en la membrana y la inactivacion de diversos enzimas, al ver un
aumento de la actividad de peroxidasa en hojas Vigna mungo L. por la accion de
un herbicida es un indicativo de un aumento de la desintoxicacion de aniones de
H,O, que se producen en respuesta al estrés causado por el herbicida Quizalofop-
p-etil (Mahakavi et al., 2014).

Sergiev et al. (2006) indicaron que en post-aplicacion de glifosato, los efectos del
herbicida sobre la generacion de H,O, en maiz no son inmediatos, luego de tres
dias de realizado el tratamiento registré un incremento significativo de los niveles
de H,O, y a posteriori la actividad de peroxidasas respondio alcanzando valores
10 veces superiores al del control, a los 10 dias de efectuada la aplicacion. Sin
embargo, estudios sobre la actividad enzimatica de peroxidasas por el uso del
herbicida Sigma Forte en cultivo de alfalfa no ha sido reportados, por lo que estos
son los primeros estudios sobre el uso de este herbicida en la actividad enzimatica

de POD en plantas de alfalfa.
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6.11. Actividad enzimatica de Catalasa

En los resultados obtenidos en la actividad especifica de la catalasa (figura 23)
muestran un aumento en todos los tratamientos, siendo el menor incremento en el
testigo de 0.5393 U-mg ™ de proteina en el dia 0 a 1.5902 U-mg * de proteina dia
18; el tratamiento que presenté mayor actividad especifica fue la sobre-dosis (25 g
+ 5 g I.A.) con valores que oscilan en 0.5393 U-mg ™ de proteina al dia inicial y
2.5471 U-mg * de proteina al dia 18. Con estos resultados se sugiere que la
actividad especifica de la Catalasa, es una de las vias contra el estrés oxidativo
ocasionado por lo herbicidas, debido a su respuesta por las diferentes
concentraciones con respecto al testigo. Ademas, estos resultados son similares a
los reportados por Peixoto et al. (2008), en donde evaluaron diferentes dosis y
tipos de herbicidas en cultivo de papa, y observaron un mayor incremento en la
actividad de Catalasa, asi como de otras enzimas relacionadas con el estrés

oxidativo de la planta.
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Figura 23. Actividad enzimética de la Catalasa en plantas de alfalfa tratadas con

Mesosulfurén metil + lodosulfurén metil en diferentes dias de muestreos.

6.12. Actividad enzimatica de Fenilalanina amonio-liasa (PAL)

La actividad enzimatica de PAL tuvo cambios significativos en los tratamientos
aplicados a las plantas de alfalfa con respecto al testigo, sin embargo, tanto el
testigo como los tratamientos siguieron la misma tendencia de actividad
especifica, la cual conforme se incrementé la dosis del herbicida, esta actividad

fue mayor (figura 24).
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Figura 24. Actividad enzimética de Fenilalanina amonio-liasa en plantas de alfalfa

tratadas con Mesosulfuron metil + lodosulfurén metil.

Las mayores actividades se presentaron a los dias 18 después de la aplicacién del
herbicida, con el valor maximo para la sobre-dosis (25 g + 5 g de 1LA.) con un
promedio de 35 U-mg ™ de proteina, mientras que el valor minimo lo presenté el
testigo. Las actividades especificas para las mayores dosis de concentracioén de
ingrediente activo utilizadas presentaron las actividades mas altas. Esto sugiere
gue conforme aumenta la concentracion del IA del herbicida, la actividad
especifica de PAL se ve incrementada, asi como un incremento de esta con
respecto a los dias después de la aplicacion. La enzima PAL es una de las
principales enzimas involucradas en la ruta fenilpropanoide, esa ruta se encarga
de la produccion de ciertos metabolitos secundarios de la planta que se utilizan
como defensa frente al estrés producido en la planta, y se ha visto que en el caso

de la aplicacion de glifosato, esta enzima increment6 su actividad, generando un
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mayor contenido de compuestos fendlicos en la planta (Cole et al., 1980). Se ha
visto también que los compuestos expulsados en una fitotoxicidad por un herbicida
aumentan el contenido de fenoles simples, el &cido benzoico y sus derivados, el
acido cinamico y sus derivados, coumarinas, sulfuros, glicésidos, alcaloides,
cianhidrinas, algunos de los derivados de quinonas y taninos hidrolizables y
condensados, flavonoides entre otros, en donde en cuya sintesis proviene de la
ruta catalizada por PAL (Dongre et al., 2004).
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VI.  CONCLUSIONES

Etapa 1

La mezcla de Mesosulfuron metil + lodosulfurén metil en el cultivo de alfalfa,
ocasiona un efecto negativo en la eficiencia fotosintética, tono, indice de verdor,
clorofila a y b, clorofila total y carotenoides totales. Ademas, generan incrementos
en la concentracion de peroxido de hidrogeno y peroxidacion lipidica. Estos
efectos fueron mucho mas evidentes y notorios al utilizar dosis comerciales y mas

concentradas.

Etapa 2

La presencia de Mesosulfuron metil + lodosulfurén metil en plantas de alfalfa
muestran una alteracién negativa en la eficiencia fotosintética, indice de verdor y
tono, ademas de un aumento en la actividad enzimética de Peroxidasa, Catalasa y
Fenilalanina amonio-liasa, asi como una disminucion en la actividad enzimatica de

la Superdéxido dismutasa, derivado de una toxicidad por parte del herbicida.
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